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MORBO DI WILSON

L. Demelia, O. Sorbello
Cattedra e UOC di Gastroenterologia, Universita di Cagliari

Cenni storici

Il morbo di Wilson (WD) o degenerazione epatolenticolare venne descritto per la prima volta nel 1912 da
Samuel A. K. Wilson come “una malattia neurologica familiare associata alla cirrosi epatica” ().

Nello stesso anno i dottori Kayser e Fleisher hanno descritto una malattia caratterizzata dall’accumulo di
rame nella cornea.

Il gene responsabile del WD fu individuato da Frydman nel 1985 ed & stato poi clonato nel 1993. E’ si-
tuato nel braccio lungo del cromosoma 13 (13q14.3 —q21.1 ) e codifica per una ATPasi deputata al tra-
sporto del rame all’interno dell’epatocita e verso il polo biliare, attraverso il quale il metallo viene
fisiologicamente escreto ( %).

E’ una malattia ereditaria a trasmissione autosomica recessiva, dovuta alla mutazione del gene che codifica
per 'ATPasi7B, un trasportatore cationico con funzione adenosin-trifosfatasica, essenziale nel metabolismo
del rame ( ?). Questa alterazione determina un’alterata escrezione epatica di rame con conseguente accu-
mulo del metallo nel fegato e in altri organi ed apparati, in particolare nel cervello e nella cornea.

La malattia si caratterizza per una presentazione clinica molto variabile (* ) ed & importante eseguire una
diagnosi precoce e successivamente un’adeguata terapia per evitare un esito fatale.

L'ATPasi7B, ¢ responsabile, infatti del trasporto del rame all’interno del complesso del Golgi, della escre-
zione del rame con la bile e dell’escrezione plasmatica mediante la cessione del metallo alla ceruloplasmina
).

Oltre il 90% del rame normalmente circola nel plasma legato alla ceruloplasmina, una proteina che entra
a far parte anche del metabolismo del ferro attraverso la sua capacita di ossidarlo cedendo elettroni al rame;
un deficit di questa proteina determina un’alterata omeostasi del ferro ed una lieve ritenzione di rame epa-
tico. Le ipotesi patogenetiche pill accreditate per spiegare 'accumulo di ferro epatico nei pazienti affetti
da WD sono essenzialmente tre: 'emolisi, i bassi livelli di ceruloplasmina sierica e la presenza di muta-
zioni per il gene HFE dell’ emocromatosi ( 7).

Il rame € un metallo presente nel gruppo prostetico di diversi enzimi inclusi quelli della catena mitocon-
driale, a livello del citocromo c ossidasi, che catalizza la fosforilazione ossidativa. E’ presente nella supe-
rossidodismutasi, nelle metallotioneine, dopamina b-monossigenasi, tirosinasi, idrossilasi, dopamina
ossidasi e glicoproteine della matrice cartilaginea. Partecipa alla detossificazione dei radicali liberi e alla
sintesi di alcuni neurotrasmettitori.

L'omeostasi del rame dipende dall’equilibrio tra I'assorbimento gastrointestinale e 'escrezione biliare. L'as-
sorbimento del metallo, nella percentuale di circa il 40% della quota introdotta, avviene a livello del-
I'intestino tenue prossimale. Il rame assorbito entra nel circolo portale veicolato da proteine quali
I'albumina, la transcupreina o da aminoacidi quali l'istidina. Il rame viene poi rapidamente estratto dal cir-
colo portale e ridistribuito dopo il passaggio epatico (*). Lescrezione biliare & il solo meccanismo rilevante;
non esiste circolo entero-epatico di rame.

La ceruloplasmina quindi e solo un marker della malattia di Wilson e non gioca nessun ruolo nella pato-
genesi come prima si riteneva.

Le alterazioni patogenetiche del morbo di Wilson sono quindi la conseguenza della mutazione del tra-
sportatore epatico di rame (ATPasi7B) e possono evolvere in tre fasi:.

v
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fase iniziale in cui abbiamo un accumulo di rame all’interno degli epatociti principalmente nel citoplasma
fase intermedia dove si assiste ad una ridistribuzione del rame dal citoplasma ai lisosomi e mitocondri con
una progressiva saturazione degli epatociti e rilascio del metallo in altri tessuti

fase terminale con accumulo di rame in altri organi principalmente nel SNC, nel rene e nella cornea.

Il metallo agisce come pro-ossidante aumentando la produzione di radicali liberi ( # ) che sono radicali idros-
sido altamente reattivi, specie nei confronti delle membrane cellulari, e tendono a consumare ed esaurire
i sistemi antiossidanti della cellula quali il glutatione e i gruppi —SH.

Questo determina un danno di membrana con successiva apoptosi dell’epatocita e successivo rilascio di
rame negli organi extraepatici.

All’'interno del fegato questi processi infiammatori e necrotici determineranno una fibrosi progressiva ed
un quadro clinico evolutivo verso la cirrosi epatica e I'insufficienza epatica.

Epidemiologia

La frequenza della malattia in ambito mondiale & di 1/30000 individui con valori che variano a seconda
delle aree geografiche e dei gruppi etnici considerati; in Europa si va da zone con una prevalenza di 1/30000
a zone con un tasso di 1/300000; i portatori eterozigoti sono stimati essere 1/90 (7).

Essendo geneticamente determinata, 'incidenza di questa patologia ¢ legata a quello che in genetica &
chiamato “effetto fondatore” e cioé la caratteristica che hanno certe comunita, relativamente chiuse da un
punto di vista genetico, di ammalarsi con maggiore frequenza di patologie genetiche.

La Sardegna & una di queste comunita e l'incidenza della malattia & stata calcolata attorno ad 1/10000—
1/6000 con 19-31 casi su 100000 abitanti con rapporto maschi/femmine di 1:1,83 ().

Clinica

Le manifestazioni cliniche comprendono una varieta di sintomi e segni epatici, neurologici, psichiatrici
ed oculari; pit raramente renali, ematologici, endocrinologici, dermatologici e osteoarticolari.

Le manifestazioni epatiche sono presenti nella maggior parte dei pazienti e i pitt comuni sintomi sono la
distensione e il dolore addominale; il reperto clinico piti frequente & invece " epatomegalia mentre gli esami
di laboratorio evidenziano un rialzo delle transaminasi ( ''). Raramente il quadro d’esordio & un’epatite
acuta fulminante; in questi casi il tasso di mortalita & virtualmente intorno al 100% in assenza di trapianto
di fegato ().

Altre volte possiamo avere un’epatite acuta che si risolve spontaneamente e restare un episodio isolato per
poi evolvere dopo anni di decorso asintomatico in un quadro di cirrosi. All’episodio acuto puo seguire
un quadro di epatite cronica attiva oppure la malattia puod presentare un andamento cronico ab initio con
decorso subdolo fino alla cirrosi ( ).

Le manifestazioni neurologiche possono essere anche il sintomo d’esordio della malattia in assenza di ma-
nifestazioni epatiche ( '*). Le manifestazioni cliniche sono varie ma le pilt comuni sono la distonia degli
arti, tremori, disturbi della locomozione. Altre manifestazioni sono la scialorrea, disfagia e disartria, dif-
ficolta nella scrittura; si arriva poi col tempo a quadri piti gravi di spasticita e acinesia ().

Le alterazioni psichiatriche sono un aspetto importante del morbo di Wilson con una incidenza che va dal
30% al 100% dei pazienti sintomatici neurologici. Le manifestazioni pili comuni sono le alterazioni della
personalita con facile irritabilita, depressione maggiore, ideazione e tentativi di messa in atto di intenti sui-
cidi, fallimento nello studio o nel lavoro. Sono descritte anche turbe sessuali con ridotta inibizione com-
portamentale. Infine abbiamo deficit cognitivi, psicosi, stati d’ansia e altri sintomi psichiatrici meno
frequenti ( '©).
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Le manifestazioni renali sono piu rare rispetto a quelle epato-neurologiche. Laccumulo di rame a livello
renale comporta solo lievi alterazioni strutturali, raramente alterazione della funzione renale. Microema-
turia, lieve proteinuria, nefrocalcinosi, nefrolitiasi e acidosi tubulare renale con osteopenia sono evenienze
rare.

Tra le non frequenti manifestazioni ematologiche sono stati descritti anche casi di anemia emolitica con
test di Coombs negativo associata a trombocitopenia. Lo scatenarsi di questo quadro clinico sembra essere
dovuto ad un danno ossidativo della membrana eritrocitaria e piastrinica in conseguenza di un’epatite
acuta che determina un’improvvisa e massiccia liberazione di rame secondaria alla necrosi epatocitaria ('7).
I1 90% dei pazienti con interessamento neurologico ed il 50% circa di pazienti ad interessamento epatico
presentano anche, all’esame con lampada a fessura, il caratteristico anello di Kayser-Fleischer determinato
dal deposito di sali di rame nella cornea a livello della Membrana del Descemet ( '#).

Diagnosi

La diagnosi di WD si basa sulla combinazione di sintomi e segni clinici, sui tesi di laboratorio e sull’ana-
lisi genetica.

I criteri seguiti per poter porre diagnosi di Malattia di Wilson sono quelli stabiliti da Sternlieb (') e si
basano sulla presenza di almeno due delle tipiche manifestazioni cliniche-laboratoristiche:

e anello di Kayser Fleisher all’esame con la lampada a fessura

* sintomi epatici e/o neurologici tipici

e bassi livelli di ceruloplasmina sierica (<20 mg/dl).

Qualora non sia presente 1" anello di Kayser Fleisher e si abbiano normali livelli di ceruloplasmina, ['ulte-
riore procedimento diagnostico si basa sulla valutazione degli indici di laboratorio correlati al metaboli-
smo del rame:

e rame sierico inferiore ai 60 ug/dl

* elevata escrezione urinaria di rame (superiore ai 100 pg nelle 24 ore)

Bisogna considerare che il 16-23% circa dei pazienti con WD presentano livelli normali di cupruria e
inoltre una cupruria/24h elevata puo riscontrarsi in presenza di altre patologie epatiche (epatopatie cole-
statiche, autoimmuni) e negli WD eterozigoti ( 2° - 2').

Un altro test proposto per migliorare I'accuratezza diagnostica ¢ il cosiddetto Challeng Treatment, che con-
siste nel valutare I'incremento nell’escrezione urinaria di rame dopo la somministrazione per os della D Pe-
nicillamina, un agente chelante del rame (** - - %),

I1 cut-off diagnostico della cupruria dopo Penicillamina nei pazienti pediatrici & di 1600 microgrammi/24h,
mentre nei pazienti adulti una recente comunicazione ha evidenziato che- dopo somministrazione orale
di 300 mg Penicillamina b.i.d. - valori di cupruria superiori ai 350 pg sono suggestivi e valori supe-
riori ai 650 pg possono esser considerati diagnostici per malattia di Wilson ( #).

In questa seconda fase rivestono un ruolo fondamentale nella diagnosi e stadiazione della malattia
I'istologia epatica, 'immunoistochimica ed il dosaggio del rame epatico.

La ricerca istochimica del rame viene di norma eseguita con i metodi alla Rodanina, Orceina, acido Ru-
beanico e con il metodo di Timm.

Il contenuto epatico di rame = 250 pg/g.t.s. rimane la migliore evidenza biochimica di malattia di Wil-
son. Le normali concentrazioni raramente superano i 50 pg/g.t.s.. La concentrazione epatica di rame negli
eterozigoti, sebbene sia frequentemente al di sopra dei valori normali, non supera i 250 pg/g.t.s.

Il maggior problema del dosaggio di rame tissutale & che la distribuzione del rame nel fegato & spesso non
uniforme ( *°). L'accuratezza diagnostica del dosaggio tissutale del rame puo essere migliorata da un ade-
guato campionamento bioptico e da un doppio prelievo bioptico ( *7).
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Tutti i criteri appena esaminati tuttavia non sono soddisfatti da una minoranza significativa di pazienti che
potrebbero quindi non essere diagnosticati correttamente ( *%).

Importante per la diagnosi & la RMN encefalo che deve essere effettuata alla diagnosi e nel follow up in
tutti i pazienti affetti da Morbo di Wilson.

E’ un‘esame che evidenzia anomalie a carico del SNC in pazienti asintomatici o con solo interessamento
epatico () ed & in grado di evidenziare il successo del trattamento chelante in quanto le alterazioni a ca-
rico del SNC (eccettuata 'atrofia) sono reversibili con la terapia.

Le anormalita dei nuclei della base rilevabili alla RMN coinvolgono il putamen, il lobo caudato, il talamo
, il globus pallidus, il claustro. A livello mesencefalico & coinvolto prevalentemente il tetto ma anche la sub-
stantia nigra , il nucleo rosso, i peduncoli. Possono riscontrarsi anche anomalie del ponte e del cervelletto
a livello dei peduncoli cerebellari superiori e medi, atrofia e modificazioni della sostanza bianca corticale.
La SPECT puo essere utilizzata con successo nella diagnosi precoce di coinvolgimento neurologico in pa-
zienti asintomatici, con solo interessamento epatico e con quadri neurologici silenti sia clinicamente sia
alla RMN (°?) e nel monitoraggio della terapia chelante.

Nella maggior parte dei pazienti con coinvolgimento neurologico & possibile dimostrare anomalie a ca-
rattere subclinico nei tre principali sistemi sensoriali tramite lo studio dei potenziali evocati somatosen-
soriali (somatosensory evoked potentials, SEP), uditivi (brainstem auditory EP, BAEP) e visivi (VEP).
Possono essere dunque utili per decidere 'inizio del trattamento o per valutarne lefficacia.

Infine sta diventando sempre pitt importante la diagnosi genetica che & perd ancora poco praticata visto l'ele-
vato numero delle mutazioni del gene dell’ATP7B e la presenza di molti pazienti con doppia eterozigosi
con mutazioni diverse per ogni allele.

Sono state identificate pitt di 200 mutazioni del gene (°'), che rendono conto della variabilita sia del-
I'esordio che degli aspetti anatomofunzionali e del quadro clinico. La His1069Q rappresenta oltre il 40%
delle mutazioni del Nord-Europa e Nord-America mentre la Arg778Leu ¢ presente in oltre il 30% dei pa-
zienti Wilson del Sud-Est Asiatico (32 33).

Vi sono poi delle mutazioni presenti soprattutto nell’area mediterranea che riguardano delle regioni del
gene non codificanti (come quelle a carico della regione 5’UTR che ¢ un promoter della trascrizione del
gene) sensibili ai fattori di trascrizione rame dipendenti. In questa mutazione si osserva una delezione di
15 nucleotidi dalla posizione 441 alla posizione 427 rispetto al segnale d’inizio della trascrizione che de-
termina una riduzione del 75% del prodotto di trascrizione. Questo aplotipo ha una prevalenza del 60,5%
tra i pazienti sardi con morbo di Wilson ().

La diagnosi genetica puo essere utilizzata in associazione ai dati clinici e biochimici o come screening nei
familiari di pazienti sintomatici ( **).

Il morbo di Wilson si caratterizza per una notevole eterogeneita clinica e per un esordio di malattia an-
ch’esso variabile:

1- Esordio precoce (“early onset”): l'eta d’esordio & in genere tra 6 e 8 anni rispettivamente per le mani-
festazioni epatiche e quelle neurologiche; in una notevole percentuale, circa il 22% , i pazienti sono asin-
tomatici.

2- Esordio tardivo: sono stati descritti casi di WD ad esordio clinico tardivo (/ate onset) cioé con comparsa
delle manifestazioni cliniche oltre i 35 anni di eta (*°) e in Sardegna I'esordio & generalmente pil tardivo,
in tarda adolescenza.

3- Spesso possiamo avere un ritardo o anche una mancata diagnosi (“late diagnosis”).

Questo fenotipo altamente variabile sembrerebbe dovuto sia alla variabilita genetica sia a fattori ambien-
tali e cid determina il fatto che se anche si conosce lo spettro clinico, la storia naturale della malattia &€ meno
nota.
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Terapia

Il fondamento del trattamento della malattia di Wilson resta la terapia farmacologica a lungo termine; il

trapianto di fegato che corregge il difetto epatico della malattia di Wilson & riservato ai casi severi o resi-
stenti alla trattamento farmacologico.

Il primo approccio terapeutico consiste nell’attuazione di una corretta dieta priva di rame:

due cibi in particolare hanno concentrazioni inusualmente elevate di rame e pertanto devono essere evi-
tati: il fegato ed i crostacei. Devono essere evitati integratori vitaminici e minerali contenenti rame. Anche
le acque potabili devono avere concentrazioni di rame sicure, quindi non superiori a 0.1 ppm.

Le Linee Guida proposte nel 2003 dall’AASLD (°7) raccomandano:

1- Come terapia di prima linea nei pazienti sintomatici, I'uso di agenti chelanti (penicillamina o trien-
tina); la loro azione consiste principalmente nel mobilizzare il rame dal tessuto epatico e dagli altri siti di
deposito determinando la sua escrezione con le urine. Il loro uso & controindicato nei pazienti ad interes-
samento neurologico

2- Come terapia di prima linea nei pazienti presintomatici l'uso di sali di zinco.

Lo zinco interferisce con I'uptake del rame a livello del tratto gastroenterico ed induce le metallotioneine
degli enterociti e delle cellule epatiche. Le metallotioneine hanno un affinita elevata per il rame, legano
preferenzialmente il rame contenuto negli enterociti ed inibiscono il loro ingresso nella circolazione por-
tale. Una volta legato il rame non viene assorbito ma escreto per via fecale tramite gli enterociti,

3- Come terapia di mantenimento nei pazienti gia trattati con successo.l'uso di sali di zinco
Recentemente Brewer et al (°*) hanno suggerito diversa strategia terapeutica a seconda della modalita di
presentazione della malattia.

In presenza di elevazione delle transaminasi o di un quadro di cirrosi epatica attiva ma senza segni di
scompenso epatico il paziente puo essere trattato con l'associazione di penicillamina o trientina e zinco.
In presenza di segni e sintomi di cirrosi scompensata i pazienti devono essere selezionati per una terapia
medica e per il trapianto ortotopico di fegato.

Nei pz con manifestazioni neurologiche la penicillamina e la trientina sono associate ad un elevato rischio
di determinare aggravamento dei sintomi neurologici stimato rispettivamente nell’ordine del 50 e del
20% circa. Lo zinco per contro agirebbe troppo lentamente in questi pazienti e la malattia potrebbe cosi
progredire nei 4-6 mesi necessari al farmaco per poter controllare la tossicita neurologica del rame.

Il farmaco di elezione per questa categoria di pazienti parrebbe il tetratiomolibdato (TM), che pero non &
ancora disponibile in commercio in Italia. Se somministrato con i pasti il TM complessa il rame — sia
quello contenuto nei cibi sia quello endogeno - con le proteine disponibili e rende tale complesso non as-
sorbibile inducendo cosi nei pazienti un immediato bilancio negativo del rame. Se somministrato lon-
tano dai pasti il TM viene assorbito nel circolo sanguigno dove forma un complesso con il rame libero
disponibile e con 'albumina . In tale maniera il rame non risulta pitt disponibile per 'uptake cellulare.
Se tale opzione non fosse possibile sarebbe opportuno utilizzare lo zinco o in terza linea la trientina.

La terapia di mantenimento deve essere iniziata quando la tossicita acuta del rame ¢ stata eliminata dalla
terapia d’attacco; questo viene in genere valutato sulla base della cupruria che deve essere inferiore a va-
lori di 150 g/24 ore nei pazienti in trattamento con solo zinco e tra 200-500 g/24 ore nei pazienti in te-
rapia chelante. La terapia di mantenimento deve essere anche effettuata sin dall’inizio nei pazienti
asintomatici e nei pazienti che presentano solo una elevazione delle transaminasi.

I pazienti presintomatici sono coloro i quali vengono diagnosticati prima della comparsa dei sintomi cli-
nici della malattia; spesso si tratta di parenti di soggetti malati che vengono diagnosticati in corso dello
screening familiare. Questi pazienti devono essere a tutti gli effetti considerati come i pazienti sintoma-
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tici che hanno gia ricevuto una terapia iniziale e devono quindi effettuare una terapia di mantenimento con
zinco o trientina o penicillamina ab inizio.

Il trapianto ortotopico di fegato € indicato per tutti i pazienti con morbo di Wilson che presentino segni
e sintomi di epatopatia scompensata non responsiva alla terapia medica ed & 'unica opzione terapeutica per
i pazienti con insufficienza epatocellulare fulminante.

Oltre a migliorare la sopravvivenza il trapianto di fegato corregge i difetti metabolici del morbo di Wil-
son.

La sopravvivenza ad un anno varia dal 79 all’87% ed i pazienti che sopravvivono a questo periodo mostrano
una successiva sopravvivenza a lungo termine.

Per contro non esistono ancora indicazioni al trapianto di fegato di pazienti con severo interessamento neu-
rologico: alcuni pazienti trapiantati per cirrosi epatica scompensata con sintomi neurologici e psichiatrici
hanno mostrato miglioramento anche di questi sintomi dopo il trapianto.

Tra le prospettive future nel trattamento del morbo di Wilson un importante ruolo svolgeranno le terapie
genetiche i il trapianto degli epatociti.
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HAEMOCHROMATOSIS

Prof. Antonello Pietrangelo
Direttore, Divisione Medicina Interna 2
Azienda Ospedaliero-Universitaria, Policlinico di Modena

Iron overload is common in humans, and is associated with a variety of genetic and acquired conditions,
of these, HFE hemochromatosis (HFE-HC) is by far the most frequent and best defined when considering
epidemiological aspects and risk for iron-related morbidity and mortality. The majority of patients with
HFE-HC are homozygotes for the C282Y polymorphism. Without therapeutic intervention, there is a
risk that iron overload will occur, with the potential for tissue damage and disease. While a specific ge-
netic test now allows diagnosis of HFE-HC, the uncertainty on case definition and disease burden as well
as the low phenotypic penetrance of C282Y homozygosity pose a number of clinical problems in the man-
agement of patients with HC. This presentation will mainly focus on HFE-HC, while rarer forms of ge-
netic iron overload recently attributed to pathogenic mutations of transferrin receptor 2, (TfR2), hepcidin
(HAMP), or hemojuvelin (HJV) or to a sub-type of ferroportin (FPN) mutations, on which limited and
sparse clinical and epidemiologic data are available, will not be discussed.

In whom should we suspect HFE-HC and how should we diagnose it?

HFE HC is an autosomal recessive iron-overload disorder associated, in most cases, with a single-base tran-
sition (c.845A>C) causing substitution of tyrosine for cysteine at position 282 of the HFE protein. Clin-
ical expressivity of C282Y homozygosity varies greatly, from elevated serum iron measures (increased
transferrin saturation and serum ferritin) to tissue iron overload or late stages of liver disease. Classic clin-
ical presentation of fully expressed HC including liver cirrhosis, cardiomiopathy, endocrinopathies is rare.
Data from available longitudinal (population screening) studies show disease progression in only a mi-
nority of individuals. These studies question the concept that all C282Y homozygotes progress.

When dealing with suspicion of HFE-HC, we should consider various diagnostic settings: general pop-
ulation; subjects with elevated iron measures; special patient populations (such as patients with liver dis-
eases); family members; fully expressed clinical HC. The diagnosis of HC requires the presence of a
pathogenic mutation of HFE and signs of tissue iron overload and/or expressed organ disease.

1. What does a “positive” HFE testing mean?

The finding of C282Y homozygosity allows for establishing the diagnosis of HFE-HC. Any HFE geno-
type other than C282Y homozygosity must be interpreted with caution. The clinical impact of the H63D
mutation (aspartic acid for histidine at position 63), for example, appears limited. Most population-based
genotypic studies have shown that, in other common HFE genotypes, transferrin saturation and serum fer-
ritin levels (i) are always significantly lower than in C282Y homozygotes, and (ii) either identical or slightly
increased when compared to wild-type controls : usually, compound C282Y- H63D heterozygotes have the
highest values followed by, in a decreasing order, H63D homozygotes, C282Y heterozygotes and H63D
heterozygotes.

C282Y-HG63D compound heterozygosity has been reported to account for 2 to 5% of phenotypic he-
mochromatosis and to have mild expression. C282Y-H63D compound heterozygous have significantly
much less biochemical and clinical expression than homozygotes and show, even in the case of high iron
indices, no clinical disease in the absence of steatosis, diabetes, or excessive alcohol consumption. C282Y
heterozygosity, H63D homozygosity and H63D heterozygosity, when studied in large populations may be
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associated with a slight and significant increase in serum iron indices but cannot explain a clinical phe-
notype of hemochromatosis in a given patient. Available data does not support a decreased life expectancy
among C282Y heterozygotes. Similarly, most studies failed to demonstrate any consistent association be-
tween non-C282Y homozygous HFE genotypes and the risk for specific diseases such as diabetes, cancer,
arthritis, liver disease and cardiovascular disorders.

Sequencing of HFE exons in C282Y heterozygotes presenting with a phenotype compatible with he-
mochromatosis has revealed the existence of other rare HFE mutations. Among these, the S65C mutation
has been more intensively studied. It might contribute — but only when associated with the C282Y mu-
tation - to the development of mild iron overload with no clinical expression in the absence of co-morbid
factors. Minor HFE mutations (i.e. H63D, S65C...) should be sought for in expressing C282Y heterozy-
gotes only. In case of increased transferrin saturation in a non C282Y homozygous subject, non HFE
haemochromatosis becomes an option once (i) iron excess has been proven by direct assessment, i.e. by MRI
or liver biopsy, and (ii) liver disease and haematological disorder have been ruled out.

2. Diagnostic settings

* General population

The allelic frequency of C282Y in the general is around 6 % which predicts a genotype frequency of
nearly 1 in 250 for C282Y homozygosity. Significant variations in allelic frequencies between different ge-
ographic regions across Europe have been reported with a North to South gradient. In Italy, frequency for
homozygosity varies greatly, with extremely low figures in Southern Italy. In a population based study
(blood donors) in Northen Italy prevalence of homozygosity was 1 in 3900.

Among individuals with elevated serum ferritin, C282Y-homozygous carriers varies from 1.6% to 17.6%,
resulting in a positive predictive value of ferritin for detection of C282Y-homozygotes between 0.2% to
2%. A transferrin saturation above 45% has been detected in 2.5% of males and 2.7% of females of North-
ern European descent. Sensitivities for detection of C282Y-homozygotes in population screenings using
transferrin saturation as marker is around 39-100%. At a TS cutoff of 45%, sensitivities ranged from 64%
to 100%. In comparative studies including ferritin and TS for screening there has been a better diagnos-
tic performance for TS compared to ferritin in the majority of cases. Prevalence of C282Y-homozygotes
among individuals with elevated transferrin saturation varied between 4.3% and 21.7%. The positive pre-
dictive value of an elevated transferrin saturation for detection of C282Y-homozygotes ranged between
0.08% and 0.8%. In summary, if the primary goal of the screening is to detect C282Y homozygotes with
serum ferritin above 1000 mg/L, a prescreening with TS obviously increases the positive predictive value
compared with serum ferritin alone On the other hand, if the primary goal is to find all homozygotes with
serum ferritin levels above 1000 ug/L and treatable diseases, then measuring serum ferritin would be the
right thing to do.

e Selected patient populations: liver disease patients

The prevalence of the homozygosity for the C282Y mutation of the HFE gene in clinically recognized
HC is around 80% , which implicates that nearly 20% of clinically characterized HC patients have the dis-
ease in absence of a homozygosity for C282Y.

Penetrance is higher in males than in females and C282Y homozygotes identified during family screen-
ing appear to have an higher risk (32-35%) to express the disease when compared with C282Y homozy-
gotes that are identified during population based studies (27-29%).
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Sensitivities for detection of C282Y-homozygotes among patients with elevated ferritin varies between 40
and 100% depending on the cutoffs and patient populations. A ferritin level below 1000 ug/L is associ-
ated with a liver cirrhosis prevalence of less than 2% in cross-sectional studies. Furthermore, an ALT ele-
vation is significantly less often in patients with a ferritin level below 900 ug/L (15.8%) compared to
patients with a ferritin level above 900 pg/L (50%).

The prevalence of C282Y homozygosity in unselected patients with liver disease is about 10-fold higher
than the reported prevalence in the general population. Also in patients with hepatocellular carcinoma fre-
quency of C282Y homozygosity seems higher than control populations.

e Patients with fully expressed disease

Based on the previous discussion, it can be stated that diagnosis of HC in symptomatic untreated patients,
that is in patients with signs and symptoms and/or organ disease suggestive of HC, requires the presence
of circulatory and tissue iron overload and C282Y homozygosity. In other words, untreated C282Y ho-
mozygotes with a related organ disease, such as cirrhosis, diabetes or cardiomiopathy, invariably present
with abnormal transferrin saturation and serum ferritin levels. Liver biopsy, the gold standard for diagno-
sis in the pre-HFE era, is no longer required for diagnosis, once HFE homozygosity has been detected in
a subject with high transferrin saturation and serum ferritin. Liver biopsy is still important in prognostic
settings in C282Y homozygotes: a serum ferritin above 1000 []g/L, increased transaminases and he-
patomegaly may indicate the presence of underlying fibrosis or cirrhosis and represent indications for liver
biopsy, particularly in subjects older than 40 yrs. Symptomatic subjects with clear signs of circulatory and
tissue iron overload but no diagnostic HFE test may carry pathogenic mutations in other rarer HC genes.

e Family members

Prevalence of HFE-mutations as well as abnormal findings for iron parameters are higher among first de-
gree relatives of patients with C282Y-homozygosity compared to age- and gender matched control pop-
ulations. Screening family members for the C282Y mutation has been shown cost effective applying a
diagnostic strategy that in case of homozygosity of the patient 1) tests the spouse for C282Y-mutations and
in case of C282Y-homozygosity or C282Y-heterozygosity of the spouse also tests the children 2) tests the
siblings for C282Y mutations.

Take home messages:

e Diagnosis of hemochromatosis should not be based on C282Y homozygosity alone

e Liver biopsy is not necessary to diagnose hemochromatosis in the presence of C282Y homozygosity

e Liver biopsy should be offered for prognostic reasons in the presence of C282Y homozygosity and serum
ferritin above 1000 ug/L

e Given the low disease penetrance and low percentage of C282Y homozygotes with disease progression,
genetic screening for the HFE hemochromatosis in the general population is not recommended.

e Screening for HFE-HC should be performed in patients with elevated ferritin or TS. For initial screen-
ing TS should be preferred to ferritin. A ferritin below 1000 ug/L might be used as predictor for the
absence of liver cirrhosis.

e If testing is performed for primary care patients with HC associated symptom(s) or disease(s), the cut-
off values for serum ferritin level of more than 200 ug/L in women or more than 300 ug/L in men and
transferrin saturation greater than 55% may be used as criteria for case-finding.

e In the following populations genetic testing for C282Y homozygosity could be considered: diabetes type
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I, chrondrocalcinocis, hepatocellular carcinoma, liver disease.

In particular, given the about 10-fold higher prevalence of C282Y-homozygous patients compared to
the worldwide prevalence, screening for HFE-mutations is warranted in unselected patients with chronic
liver disease. Introduction of TS with a cutoff of >45% increases the detection rate. Overall, an elevated
prevalence of C282Y-mutations in unexplained HCC seems likely and screening for HFE mutations
might be indicated.

First degree family members of individuals with C282Y-homozygous HC should be screened by HFE-
testing and subsequent testing for transferrin saturation and serum ferritin.
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APPROCCIO CLINICO ALLE MALATTIE
COLESTATICHE GENETICHE

Mario Strazzabosco and Stefano Okolicsanyi
Dipartimento di Medicina Clinica e Prevenzione, Universita’ di Milano-Bicocca, CeLiveR,
Ospedali Riuniti di Bergamo e Department of Internal Medicine, Yale University

I recenti progressi della biologia cellulare e genetica molecolare del fegato hanno cambiato radicalmente
la nostra comprensione della patogenesi delle malattie colestatiche congenite e familiari. Il concetto che i
disordini colestatici familiari sono causati da mutazioni nei geni che codificano per le proteine di trasporto
epatobiliari, presto avra un impatto sulla attualita’ della nostra pratica clinica. Pertanto, sembra opportuno
riassumere brevemente in rassegna lo stato dell’arte. Non discuteremo 'iperbilirubinemia familiare, la
malattia epatica da fibrosi cistica, la malattia di Wilson ed il deficit di al-anti-tripsina, che vanno co-
mungque spesso considerati nella diagnosi differenziale.

La maggior parte delle malattie colestatiche su base congenita si manifesta durante i primi anni di vita. La
loro identificazione pud rappresentare una grande sfida per il medico, dato che a causa dell'immaturita di
sviluppo dei meccanismi coinvolti nella formazione della bile, lo spettro di condizioni associate a colestasi
durante I'infanzia & molto ampio. E’ spesso durante le prime settimane o mesi di vita, che le malformazioni
che interessano 'albero biliare (ad esempio, I'atresia biliare extraepatica) e gli errori congeniti del meta-
bolismo che causano colestasi diventano clinicamente evidenti. D’altro canto, i gastroenterologi dovreb-
bero avere una conoscenza pratica delle implicazioni cliniche e diagnostiche della colestasi familiare, dal
momento che le condizioni colestatiche acquisite possono presentarsi anche durante la vita adulta, come
nel caso della colestasi intraepatica ricorrente benigna, di alcune forme di cirrosi biliare da difetto da
MDR3, di alcuni casi di colestasi intraepatica della gravidanza, di litiasi intraepatica e di neoplasia pri-
mitiva del fegato.

Anche se le sindromi colestatiche familiari intraepatiche comprendono anche condizioni a prognosi beni-
gna, come la colestasi intraepatica ricorrente (BRIC), molte altre progrediscono fino allo stadio terminale
della malattia epatica. Una malattia epatica cronica colestatica ad insorgenza nella prima infanzia con evo-
luzione in cirrosi ed insufficienza epatica prima dell’eta adulta fu inizialmente descritta in appartenenti alla
comunita’ Amish discendenti da Jacob Byler, dal quale la malattia prese inizialmente il nome; dopo que-
sta iniziale scoperta, furono riportati numerosi altri pazienti e famiglie non appartenenti alla comunita’
Amish che presentavano un quadro clinico simile, anche se non identico. Queste furono denominate come
colestasi intraepatica familiari progressive (PFIC). Una ulteriore dettagliata caratterizzazione clinica, bio-
chimica ed istologica dei bambini con PFIC ha consentito la classificazione di tale entita clinica in sotto-
categorie, ed ha portato ad ricerca piu focalizzata sull’eziologia e sulla patogenesi.

I tentativi di differenziare i disordini colestatici intraepatici progressivi in postcanalicolari e precanalico-
lari (vale a dire, con o senza il coinvolgimento dei dotti biliari) si basarono sul comportamento della glu-
tamiltranspeptidasi-y (y-GT), come enzima di riferimento. I livelli sierici di y-GT sono aumentati nella
maggior parte delle condizioni colestatiche, a causa dell’azione detergente dei sali biliari. Pertanto, la se-
crezione canalicolare degli acidi biliari & necessaria per il rilascio biliare (e sierico) di y-GT; la y-GT non
aumenta se vi difetto di sintesi o di secrezione canalicolare di acidi biliari. Studi sucessivi hanno chiarito
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che nei soggetti con aumentata attivita delle y-GT, le principali alterazioni istologiche erano il danno co-
langitico, la proliferazione duttulare e la cirrosi portale con scarse alterazioni lobulari; al contrario, la pro-
liferazione duttulare non & stata osservata in bambini colestatici con un’attivita y-GT persistentemente
normale, suggerendo che si trattasse di un danno principalmente epatocellulare.

Anche la presenza e la severita del prurito € una caratteristica che puo distinguere diverse sindromi cole-
statiche; mentre il prurito & un sintomo severo in molte forme di PFIC e nei pazienti con sindrome di Ala-
gille, questo non ¢ il caso per i pazienti affetti da errori congeniti di sintesi degli acidi biliari; in questi
soggetti, il deficit di enzimi coinvolti nelle prime fasi della sintesi degli acidi si traduce nell’incapacita di
sintetizzare acidi biliari primari, spiegando forse la bassa incidenza di prurito. Una y-GT sierica normale
ed una bassa concentrazione sierica di acidi biliari sono ulteriori caratteristiche distintive di questa cate-
goria di malattie metaboliche del fegato, diagnosticabili dosando la composizione degli acidi biliari uri-
nari mediante spettrometria di massa

Ora la diagnosi clinica e’ facilitata dalla possibilita’ di effettuare una genotipizzazione presso laboratori spe-
cializzati, oppure utilizzando come test relativamente rapidi, come il cosiddetto Jaundice Chip. Questo test,
su una base di microarrays affimetrix consente di fare con ragionevole accuratezza una diagnosi differen-
ziale tra a-1-antitripsina, le tre le tre principali colestasi familiari progressive, e la sindrome di Alagille.
Al momento il test non include la fibrosi cistica, la quale va tuttavia sempre considerata nella diagnosi dif-
ferenziale di un ittero iniziato in gravidanza.

FIC-1 Deficiency (precedentemente denominata malattia di Byler o PFIC-1). Probabilmente la fi-
siopatologia di questa forma risiede in un’ alterazione del circolo enteroepatico degli acidi biliari con ac-
cumulo epatocitario degli stessi. Questi bambini presentano una colestasi progressiva, con normale attivita
di y-GT sierica, prurito severo e, talvolta, diarrea inspiegabile, la quantita assoluta di acidi biliari nella bile
¢ molto bassa, nonostante le elevate concentrazioni sieriche. Il difetto genetico e’ stato identificato nel
gene FIC-1 (o ATP8B1). Questo gene codifica per una P-type ATPasi appartenente ad una famiglia di tra-
sportatori che funzionano come translocatori di aminofosfolipidi. L'esatta funzione del prodotto del gene
FICI deve essere ancora identificata. Sebbene vi siano ancora considerevoli dubbi notevoli, il prodotto di
tale gene puo essere coinvolto nel mantenimento di una distribuzione asimmetrica degli aminofosfolipidi
nella membrana luminale; il suo malfunzionamento diminuirebbe quindi I'attivita di altri trasportatori di
membrana, compreso quello degli acidi biliari. L'alto livello di espressione del FICI nei dotti bilairi, nel
piccolo intestino e nel pancreas indicano che questa proteina pud svolgere un ruolo di primo piano nella
circolazione enteroepatica degli acidi biliari e giustifica la diarrea ed il malassorbimento presente in alcuni
di questi pazienti, sintomi che non risolvono dopo trapianto di fegato.

Il gene FICI & anche espresso a livello dell’epitelio dei dotti biliari, ma il suo ruolo nella fisiopatologia
della PFICI & sconosciuto il danno a livello dei dotti biliari in questi pazienti & del tutto assente. Le mu-
tazioni del gene FICI identificate tra i pazienti PFICI si trovano in regioni altamente conservate del gene.
Il numero di mutazioni identificate cresce di giorno in giorno. La mutazione G308V & quella presente
nella famiglia Amish.

La mutazione pitt comune, I661T, ¢ associata a BRIC. Cio suggerisce che, nonostante i diversi fenotipi e la
differente prognosi, PFICI e BRIC originano da mutazioni alleliche dello stesso gene.
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La colestasi ricorrente benigna (BRIC), o sindrome di Summerskill-Walshe-Tygstrup, e’ una forma
transitorie, ma spesso a lenta risoluzione che piu’ spesso, ma non obbligatoriamente, nel giovane adulto.
Questa malattia non & rara, si manifesta con episodi ricorrenti di colestasi. La colestasi compare di solito a
seguito di una sindrome simil-influenzale e puo durare per diverse settimane. Gli esami di laboratorio mo-
strano innalzamento sierico degli acidi biliari, colesterolo, fosfatasi alcalina e transaminasi, mentre la y-GT
¢ solo leggermente piu elevata della norma. Come nella FIC-1 defincency, le concentrazioni sieriche di
acido litocolico sono marcatamente elevate. L'istologia non & dirimente, ad eccezione della presenza di co-
lestasi. Recenti dati derivanti da osservazioni a lungo termine hanno chiarito, che alcuni in alcuni casi la
mattia puo’ divenire progressiva.

La BSEP-deficiency (precedentemente denominata PFIC-2), e’ stata identificata, osservando una ete-
rogeneita del locus nel fenotipo della colestasi ricorrente con con bassa y-GT, nei pazienti non appartenenti
alla comunita’ Amish. Partendo dal presupposto che alcune forme di PFIC possono derivare da alterazioni
della secrezione canalicolare degli acidi biliari, sono state identificate decine di possibili mutazioni nel
gene che codifica per una “ABC protein” localizzata nella membrana canalicolare dell’ epatocita ove estrude
gli acidi biliari. Il difetto di questa proteina, chiamata BSEP (0 ABCB11, secondo la nuova nomenclatura)
causa un danno epatico attraverso I'accumulo intraepatico di acidi biliari. Vi sono alcune differenze clini-
che tra i pazienti con difetto di FIC-1 e quelli con difetto di BSEP, ne senso che gli ultimi mostrano una
epatite a cellule giganti non specifica, presentano una piu rapida progressione verso gli stadi terminali
della malattia epatica (entro la fine del primo decennio) e non soffrono di malassorbimento, diarrea o pan-
creatite. Inoltre nei pazienti con difetto di BSEP, il trapianto di fegato corregge pienamente il fenotipo. In
considerazione della rapida progressione e del severo decorso clinico, la diagnosi precoce di questa condi-
zione & molto importante. In alcuni pazienti con fenotipo meno severo, puo’presentarsi come colestasi in-
traepatica della gravidanza, rimanendo non precedentemente diagnosticata. Recenti studi hanno mostrato
una significativa incidenza di carcinoma epatocellulare (ed in alcuni casi anche di colangiocarcinoma) nei
pazienti con difetto di BSEP

Deficit di MDR3 (precedentemente denominata PFIC3). I pazienti con colestasi progressiva familiare
ed elevati livelli sierici di y-GT sono stati inizialmente classificati come un terzo sottotipo di PFIC (PFIC3).
In questi pazienti, la malattia si presenta in eta pili avanzata, € associata a splenomegalia e precoce iper-
tensione portale, lieve colestasi e sporadico prurito. Oltre ad un elevata y-GT, questi pazienti hanno solo
moderatamente aumentate le concentrazioni sieriche di acidi biliari, mentre invece presentano una severa
riduzione della concentrazione di fosfolipidi nella bile. La malattia evolve verso 'insufficienza epatica, ma
in eta pili avanzata rispetto ai difetti di FIC-1 o BSEP. In realta, la patogenesi molecolare della malattia e
le sue caratteristiche istologiche mostrano prominente fibrosi portale, reazione duttulare e colangite non
suppurativa, il che giustificherebbe la sua inclusione tra le colangiopatie familiari. Il deficit di MDR-3 ¢
infatti causato da mutazioni nel gene che codifica per la proteina MDR3 (ABCB4, secondo la nuova clas-
sificazione), un trasportatore ATP-dipendente localizzato nella membrana canalicolare dell’epatocita che
transloca la fosfatidilcolina dal versante interno a quello esterno della membrana. La ridotta espressione di
MDR3 porta a gravi difficolta di escrezione biliare di fosfolipidi, ridotta formazione di micelle miste ed
una maggiore concentrazione di acidi biliari monomerici nella bile. La tossicita degli acidi biliari sul-
'epitelio biliare in assenza di effetto protettivo dei fosfolipidi biliari porta a colangite non suppurativa. La
maggior parte dei pazienti descritti finora, hanno mutazioni nonsenso che portano a completa assenza della
proteina MDR3. Pazienti con mutazioni meno severe o con difetto eterozigote rispondono alla terapia con
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acidi biliari. Anche in questo caso, in alcuni pazienti la malattia si presenta come colestasi intraepatica della
gravidanza. Di estremo interesse, inoltre e’ I'osservazione che alcuni casi ci cirrosi biliare con negativita’
di autoanticorpi e di litiasi intraepatica con familiarita’ positiva, sono associati a difetti di MDR3.

La sindrome di Alagille. La sindrome di Alagille & la forma pitt comune di colestasi intraepatica fami-
liare. Data la sua frequenza e I'alta variabilita delle sue manifestazioni cliniche, la sindrome di Alagille do-
vrebbe essere sempre tenuta in considerazione nella diagnosi differenziale di tutti i pazienti con colestasi.
La sindrome di Alagille puo’ presentarsi come malattia colestatica con elevati valori serici di acidi biliari,
fosfatasi alcalina, y-GT, xantomi e prurito severo, o pud essere riscontrata nella valutazione di un soffio car-
diaco, o in corso di uno screening familiare. Il prurito € il sintomo pit fastidioso e nel15% dei casi pud por-
tare al trapianto di fegato. Il trapianto di fegato, in casi ben selezionati consente ottimi risultati, ma lo sudio
dele alterazioni vascolari ed emodinamiche deve essere estremamente diligente. La diagnosi si basa sul ri-
conoscimento di alcune caratteristiche sindromiche. Infatti, molti tra pazienti affetti presentano una ste-
nosi periferica dell’arteria polmonare, altri presentano un residuo embriologico nella camera anteriore
dell’occhio chiamato embriotoxon posteriore. Alti pazienti ancora possono essere presentare anomalie neu-
rologiche, articolari o ossee. Infine, & stata descritta una facies particolare.

I1 classico reperto istologico rivela una scarsita di dotti biliari intraepatici con minima reazione duttulare.
La biopsia non e’ tuttavia generalmente richiesta. La diagnosi si puo’avvalere della tipizzazione del gene
che codifica per Jagged-1, un ligando dei recettori Notch. In alcuni rari casi, la mutazione e’ a carico del
recettore Notch2, tuttavia questi casi presentano una insufficienza renale. E’ stato dimostrato come mem-
bri fenotipicamente diversi di una stessa famiglia condividono una singola mutazione. Per il momento,
I'analisi genetica del gene JAG1 pud anche facilitare la diagnosi nei pazienti con sindrome incompleta e
nello screening familiare. Leffetto derivante dall’interazione di Notch1 con il suo ligando & quello di aiu-
tare la scelta della cellula tra diversi lignaggi. scelgono uno specifico lighaggio. La patogenesi molecolare
della sindrome di Alagille e’ uno degli argomenti piu’ affascinanti della epatologia molecolare, anche per
il possibile impatto sulla regolazione dell’attivazione delle cellule staminali del fegato durente la vita
adulta.

Lelenco delle sindromi colestatiche genetiche non si ferma certamente qui. Per la loro rarita’ e comples-
sita’ ci limiteremo semplicemente a menzionare le gia’ ricordate forme da difetto di sintesi degli acidi
biliari, la colestasi degli indiani nordamericani (difetto di claudina), la colangite sclerosante asso-
ciata ad ittiosi (difetto di cirrina), la sindrome ARC —atrogriposi-disfunzione renale- colestasi, i di-
fetti di fibrocistina che causano la fibrosi epatica congenita e la malattia di Caroli.

Approccio diagnostico delle colestasi intraepatiche familiari. I progressi nella conoscenza della ge-
netica delle malattie col estatiche, non hanno ancora sostanzialmente modificato 'approccio diagnostico
iniziale per il bambino ed il giovane adulto con colestasi, ma le conoscenze dei difetti di base e molecolari
di diverse forme di colestasi familiare, hanno portato a una pitt complessa valutazione e classificazione dia-
gnostica dei soggetti affetti da colestasi intraepatica in cui una completa indagine diagnostica iniziale si
sia rivelata inconcludente. In ogni caso e’ necessaria una completa valutazione anamnestica con enfasi sulla
storia familiare ed una accurata anamnesi farmacologica e di esposizione ai fattori di rischio per malattia
epatica. Nella nostra Liver Unit sottoponiamo sempre il paziente ad una ecografia epatica ed alla valuta-
zione laboratoristica per autoimmunita, deficit di alfa-1 antitripsina, Wilson, ed accumulo di ferro.

Una sindrome di Alagille puo essere sospettata nei bambini con caratteristiche sindromiche (facies carat-
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teristica, difetti vertebrali, stenosi polmonare, embrotoxon posteriore) e la diagnosi puo essere confermata
da un’analisi genetica per le mutazioni del gene JAG1. Se non sono presenti caratteristiche sindromiche,
le indagini dovrebbero valutare i valori sierici degli acidi biliari e delle gamma-GT. Nei bambini con co-
lestasi e bassi livelli sierici degli acidi biliari, un errore congenito nella sintesi degli acidi biliari dovrebbe
essere escluso dall’analisi degli acidi biliari nelle urine per mezzo del FAB-MS. In questi bambini, I'atti-
vita delle gamma-GT e generalmente bassa o normale e il prurito & assente, tuttavia va ricordato che que-
sto sintomo spesso non compare al proma manifestarsi della malattia colestatica. Al contrario, nei soggetti
con colestasi e con elevata concentrazione degli acidi biliari nel siero, un aumentato valore sierico delle
gamma-GT indica un deficit di MDR3, che dovrebbe essere escluso attraverso e 'analisi genetica del gene
MDR3. Infine, nei bambini con colestasi, un elevato valore degli acidi biliari ed una bassa attivita delle
gamma-GT, assieme all’analisi della mutazione nel gene FICI e BSEP puo portare alla diagnosia della causa
della sindrome di colestasi intraepatica progressiva. La foibrosi cistica viene usualmente diagnostata indi-
pendentemente dallo sviluppo di colestasi, tuttavia, la gentipizzazione per il CFTR trova certamente posto
nell’algoritmo diagnostico di una colestasi da causa ignota.
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LIVER STORAGE DISEASES

Dr. Andrea Pietrobattista and Dr. Valerio Nobili
Liver Unit — Bambino Gesu’ Children’s Hospital- Rome-Italy

The liver loses its capacity as a glucose-homeostatic organ because of a fundamental inability to release free
glucose. GSD I (subtypes Ia and Ib) is one of the few genetic-biochemical causes of hypoglycemia in new-
borns. The usual homeostatic mechanism cannot halt the rapid drop in blood glucose levels that normally
occurs during the first several hours after birth (reflecting consumption of maternal glucose), and the de-
crease continues. This decrease in circulating glucose can be precipitous, resulting in no measurable blood
level. Seizures, cyanosis, and apnea may ensue. In older children, repeated episodes of hypoglycemia may
result in brain damage, as measured on performance testing and assessment of brainstem auditory-evoked
potentials. In the hepatocyte, the glycogen catabolic machinery normally responds to stimuli caused by hy-
poglycemia (eg, neural, hormonal), ending in a flood of glucose-6-phosphate that cannot be released from
the cell. However, glucose-6-phosphate is also the substrate for glycolysis and produces lactate. Lactate exits
the hepatocyte, causing clinically significant lactic acidemia in proportion to the degree of stimulus for
glycogen breakdown. The accumulation of lactic acid in blood can cause true acidosis with a large anion
gap, a characteristic of GSD I.The immense increase in the intracellular phosphorylated intermediate com-
pounds of glycolysis concurrently inhibits rephosphorylation of adenine nucleotides, activating the nucleic
acid degradation pathway and resulting in increased uric acid, the end product. Hyperuricemia can reach
levels that require use of xanthine oxidase inhibitors to prevent nephrolithiasis. Nephrolithiasis second-
ary to increased uric acid is a constant threat to patients with poorly controlled disease.Severe hypoglycemia
stimulates epinephrine secretion, which activates lipoprotein lipase and the release of free fatty acids. These
fatty acids are transported to the liver, where they are used for triglyceride synthesis and are exported as
very-low-density lipoprotein (VLDL), which is elevated in these patients. Paradoxically, even in the face
of hypoglycemia, patients with GSD I do not develop significant ketosis because the abundance of acetyl
coenzyme A (CoA) derived from glycolysis activates the acetyl CoA carboxylase enzyme that produces
malonyl CoA in the first step of fatty acid synthesis. Because malonyl CoA inhibits transport of fatty acid
into the mitochondrion, beta-oxidation of fatty acids for energy to support the hypoglycemic cells does not
occur. This causes a continuing drop in blood glucose levels and explains the absence of ketone bodies.
The lipid abnormalities, which include hypercholesterolemia (decreased high-density lipoprotein {HDL}
cholesterol and increased low-density lipoprotein {LDL} cholesterol), together with the characteristic hy-
pertriglyceridemia do not cause premature atherosclerotic lesions in affected individuals. Evidence suggests
that microsomal transport of glucose-6-phosphate has a role in antioxidant protection of the neutrophil;
therefore, a genetic defect in the transporter could impair cellular function and lead to apoptosis. Growth
is generally impaired in patients with GSD I, although growth can be improved with good dietary ther-
apy in most patients. However, growth remains unimproved by treatment in some patients; the endocrine
parameters of growth in this group are not measurably different from the larger number of patients. Sev-
eral studies have also documented a decreased bone mineral density in some patients with GSD I. One such
investigation reported no correlation between bone mineral density and turnover markers, indicating an
uncoupling of bone turnover in patients with GSD. The cause of severe anemia in the absence of renal
function compromise in children with GSD I has remained unclear. Some have recently proposed that
hepcidin production by hepatic adenomas plays central in patients with GSD I. Hepcidin is a peptide hor-
mone that is also a key regulator of the egress of cellular iron; in excess, it may interfere with intestinal
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iron transport as well as iron release from macrophages.Although extremely rare, GSD subtypes Ic and Id
have occurred. Individuals with these forms probably have unusual mutations in the translocase gene
(11423).The lack of newborn screening precludes reliable estimates of the incidence. The only estimates
are for GSDs as a group, which suggest an incidence of 1 case per 20,000-25,000 births. GSD I is unlikely
to occur more frequently than 1 case in 50,000 infants.In an odd quirk, clinical symptoms of biotinidase
deficiency in patients with underlying GSD Ia have been associated with marked elevations in biotinidase
levels on serum assay.

Lipid storage diseases, or the lipidoses, are a group of inherited metabolic disorders in which harmful
amounts of fatty materials called lipids accumulate in some of the body’s cells and tissues. People with
these disorders either do not produce enough of one of the enzymes needed to metabolize lipids or they
produce enzymes that do not work properly. Over time, this excessive storage of fats can cause permanent
cellular and tissue damage, particularly in the brain, peripheral nervous system, liver, spleen, and bone mar-
row. Lipids are fat-like substances that are important parts of the membranes found within and between
each cell and in the myelin sheath that coats and protects the nerves. Lipids include oils, fatty acids, waxes,
steroids (such as cholesterol and estrogen), and other related compounds. These fatty materials are stored
naturally in the body’s cells, organs, and tissues. Minute bodies within the cells called lysosomes regularly
convert, or metabolize, the lipids and proteins into smaller components to provide energy for the body. Dis-
orders that store this intracellular material are called lysosomal storage diseases. In addition to lipid stor-
age diseases, other lysosomal storage diseases include the mucolipidoses, in which excessive amounts of
lipids and sugar molecules are stored in the cells and tissues, and the mucopolysaccharidoses, in which ex-
cessive amounts of sugar molecules are stored. Lipid storage diseases are inherited from one or both par-
ents who carry a defective gene that regulates a particular protein in a class of the body’s cells.

Diagnosis is made through clinical examination, biopsy, genetic testing, molecular analysis of cells or tis-
sue to identify inherited metabolic disorders, and enzyme assays (testing a variety of cells or body fluids
in culture for enzyme deficiency).

Gaucher disease is the most common of the lipid storage diseases. It is caused by a deficiency of the en-
zyme glucocerebrosidase. Fatty material can collect in the spleen, liver, kidneys, lungs, brain, and bone
marrow. Symptoms may include enlarged spleen and liver, liver malfunction, skeletal disorders and bone
lesions that may cause pain, severe neurologic complications, swelling of lymph nodes and (occasionally)
adjacent joints, distended abdomen, a brownish tint to the skin, anemia, low blood platelets, and yellow
spots in the eyes. Persons affected most seriously may also be more susceptible to infection. The disease
affects males and females equally. Gaucher disease has three common clinical subtypes. Type 1 (or nonnen-
ropathic type) is the most common form of the disease. It occurs most often among persons of Ashkenazi
Jewish heritage. Symptoms may begin early in life or in adulthood and include enlarged liver and grossly
enlarged spleen, which can rupture and cause additional complications. Skeletal weakness and bone dis-
ease may be extensive. The brain is not affected, but there may be lung and, rarely, kidney impairment.
Patients in this group usually bruise easily and experience fatigue due to low blood platelets. Depending
on disease onset and severity, type 1 patients may live well into adulthood. Many patients have a mild form
of the disease or may not show any symptoms. Type 2 (or acute infantile neuropathic Gaucher disease) typi-
cally begins within 3 months of birth. Symptoms include an enlarged liver and spleen, extensive and pro-
gressive brain damage, eye movement disorders, spasticity, seizures, limb rigidity, and a poor ability to suck
and swallow. Affected children usually die by age 2. Type 3 (the chronic neuronopathic form) can begin at
any time in childhood or even in adulthood. It is characterized by slowly progressive but milder neuro-
logic symptoms compared to the acute or type 2 version. Major symptoms include an enlarged spleen
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and/or liver, seizures, poor coordination, skeletal irregularities, eye movement disorders, blood disorders
including anemia, and respiratory problems. Patients often live to their early teen years and often into
adulthood. For type 1 and most type 3 patients, enzyme replacement treatment given intravenously every
two weeks can dramatically decrease liver and spleen size, reduce skeletal abnormalities, and reverse other
manifestations. Successful bone marrow transplantation cures the non-neurological manifestations of the
disease. However, this procedure carries significant risk and is rarely performed in Gaucher patients. Sur-
gery to remove the spleen may be required on rare occasions (if the patient is anemic or when the enlarged
organ affects the patient’s comfort). Blood transfusion may benefit some anemic patients. Other patients
may require joint replacement surgery to improve mobility and quality of life. There is currently no ef-
fective treatment for the severe brain damage that may occur in patients with types 2 and 3 Gaucher dis-
ease.

Niemann-Pick disease is actually a group of autosomal recessive disorders caused by an accumulation of
fat and cholesterol in cells of the liver, spleen, bone marrow, lungs, and, in some patients, brain. Neuro-
logical complications may include ataxia, eye paralysis, brain degeneration, learning problems, spasticity,
feeding and swallowing difficulties, slurred speech, loss of muscle tone, hypersensitivity to touch, and
some corneal clouding. A characteristic cherry-red halo develops around the center of the retina in 50 per-
cent of patients. Niemann-Pick disease is currently subdivided into four categories. Onset of #ype A, the
most severe form, is in early infancy. Infants appear normal at birth but develop an enlarged liver and
spleen, swollen lymph nodes, nodes under the skin (xanthemas), and profound brain damage by 6 months
of age. The spleen may enlarge to as much as 10 times its normal size and can rupture. These children
become progressively weaker, lose motor function, may become anemic, and are susceptible to recurring
infection. They rarely live beyond 18 months. This form of the disease occurs most often in Jewish fam-
ilies. In the second group, called #ype B (or juvenile onset), enlargement of the liver and spleen character-
istically occurs in the pre-teen years. Most patients also develop ataxia, peripheral neuropathy, and
pulmonary difficulties that progress with age, but the brain is generally not affected. Type B patients
may live a comparatively long time but many require supplemental oxygen because of lung involvement.
Niemann-Pick types A and B result from accumulation of the fatty substance called sphingomyelin, due
to deficiency of acid sphingomyelinase. Niemann-Pick disease also includes two other variant forms called
types C and D. These may appear early in life or develop in the teen or even adult years. Niemann-Pick
disease types C and D are not caused by a deficiency of sphlingomyelinase but by a lack of the NPC1 or
NPC2 proteins. As a result, various lipids and cholesterol accumulate inside nerve cells and cause them
to malfunction. Patients with types C and D have only moderate enlargement of their spleens and livers.
Brain involvement may be extensive, leading to inability to look up and down, difficulty in walking and
swallowing, and progressive loss of vision and hearing. Type D patients typically develop neurologic
symptoms later than those with type C and have a progressively slower rate of loss of nerve function. Most
type D patients share a common ancestral background in Nova Scotia. The life expectancies of patients
with types C and D vary considerably. Some patients die in childhood while others who appear to be less
severely affected live into adulthood. There is currently no cure for Niemann-Pick disease. Treatment is
supportive. Children usually die from infection or progressive neurological loss. Bone marrow trans-
plantation has been attempted in a few patients with type B. Patients with types C and D are frequently
placed on a low-cholesterol diet and/or cholesterol lowering drugs, although research has not shown these
interventions to change cholesterol metabolism or halt disease progression.

Fabry disease, also known as alpha-galactosidase-A deficiency, causes a buildup of fatty material in the
autonomic nervous system, eyes, kidneys, and cardiovascular system. Fabry disease is the only x-linked
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lipid storage disease. Males are primarily affected although a milder form is common in females, some of
whom may have severe manifestations similar to those seen in affected males. Onset of symptoms is usu-
ally during childhood or adolescence. Neurological symptoms include burning pain in the arms and legs,
which worsens in hot weather or following exercise, and the buildup of excess material in the clear layers
of the cornea (resulting in clouding but no change in vision). Fatty storage in blood vessel walls may im-
pair circulation, putting the patient at risk for stroke or heart attack. Other symptoms include heart en-
largement, progressive kidney impairment leading to renal failure, gastrointestinal difficulties, decreased
sweating, and fever. Angiokeratomas (small, non-cancerous, reddish-purple elevated spots on the skin) may
develop on the lower part of the trunk of the body and become more numerous with age. Patients with
Fabry disease often die prematurely of complications from heart disease, renal failure, or stroke. Drugs such
as phenytoin and carbamazepine are often prescribed to treat pain that accompanies Fabry disease. Meto-
clopramaide or Lipisorb (a nutritional supplement) can ease gastrointestinal distress that often occurs in
Fabry patients, and some individuals may require kidney transplant or dialysis. Recent experiments in-
dicate that enzyme replacement can reduce storage, ease pain, and improve organ function in patients with
Fabry disease.

Farber’s disease, also known as Farber’s lipogranulomatosis or ceramidase deficiency, describes a group
of rare autosomal recessive disorders that cause an accumulation of fatty material in the joints, tissues, and
central nervous system. The disorder affects both males and females. Disease onset is typically in early
infancy but may occur later in life. Children who have the classic form of Farber’s disease develop neuro-
logical symptoms within the first few weeks of life. These symptoms may include moderately impaired
mental ability and problems with swallowing. The liver, heart, and kidneys may also be affected. Other
symptoms may include vomiting, arthritis, swollen lymph nodes, swollen joints, joint contractures (chronic
shortening of muscles or tendons around joints), hoarseness, and xanthemas which thicken around joints
as the disease progresses. Patients with breathing difficulty may require insertion of a breathing tube. Most
children with the disease die by age 2, usually from lung disease. In one of the most severe forms of the
disease, an enlarged liver and spleen (hepatosplenomegaly) can be diagnosed soon after birth. Children born
with this form of the disease usually die within 6 months. There is no specific treatment for Farber’s dis-
ease. Corticosteroids may be prescribed to relieve pain. Bone marrow transplants may improve granulo-
mas (small masses of inflamed tissue) on patients with little or no lung or nervous system complications.
Older patients may have granulomas surgically reduced or removed.

The gangliosidoses are two distinct genetic groups of diseases. Both are autosomal recessive and affect
males and females equally.

The GM1 gangliosidoses are caused by a deficiency of beta-galactosidase, with resulting abnormal stor-
age of acidic lipid materials in cells of the central and peripheral nervous systems, but particularly in the
nerve cells. GMI1 has three forms: early infantile, late infantile, and adult. Symptoms of early infantile
GM1 (the most severe subtype, with onset shortly after birth) may include neurodegeneration, seizures,
liver and spleen enlargement, coarsening of facial features, skeletal irregularities, joint stiffness, distended
abdomen, muscle weakness, exaggerated startle response to sound, and problems with gait. About half of
affected patients develop cherry-red spots in the eye. Children may be deaf and blind by age 1 and often
die by age 3 from cardiac complications or pneumonia. Onset of late infantile GM1 is typically between
ages 1 and 3 years. Neurological symptoms include ataxia, seizures, dementia, and difficulties with speech.
Onset of adult GM1 is between ages 3 and 30. Symptoms include muscle atrophy, neurological compli-
cations that are less severe and progress at a slower rate than in other forms of the disorder, corneal cloud-
ing in some patients, and dystonia (sustained muscle contractions that cause twisting and repetitive
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movements or abnormal postures). Angiokeratomas may develop on the lower part of the trunk of the

body. Most patients have a normal size liver and spleen.

The GM2 gangliosidoses also cause the body to store excess acidic fatty materials in tissues and cells, most

notably in nerve cells. These disorders result from a deficiency of the enzyme beta-hexosaminidase. The

GM2 disorders include:

o Tay-Sachs disease (also known as GM2 variant B). Tay-Sachs and its variant forms are caused by a de-
ficiency in the enzyme beta-hexosaminidase A. The incidence is particularly high among Eastern Eu-
ropean and Ashkenazi Jewish populations, as well as certain French Canadians and Louisianan Cajuns.
Affected children appear to develop normally for the first few months of life. Symptoms begin by 6
months of age and include progressive loss of mental ability, dementia, decreased eye contact, increased
startle reflex to noise, progressive loss of hearing leading to deafness, difficulty in swallowing, blind-
ness, cherry-red spots in the retinas, and some paralysis. Seizures may begin in the child’s second year.
Children may eventually need a feeding tube and they often die by age 4 from recurring infection. No
specific treatment is available. Anticonvulsant medications may initially control seizures. Other sup-
portive treatment includes proper nutrition and hydration and techniques to keep the airway open.

o Sandboff disease (variant AB). This is a severe form of Tay-Sachs disease. Onset usually occurs at the
age of 6 months and is not limited to any ethnic group. Neurological symptoms may include pro-
gressive deterioration of the central nervous system, motor weakness, early blindness, marked startle
response to sound, spasticity, myoclonus (shock-like contractions of a muscle), seizures, macrocephaly
(an abnormally enlarged head), and cherry-red spots in the eye. Other symptoms may include fre-
quent respiratory infections, murmurs of the heart, doll-like facial features, and an enlarged liver and
spleen. There is no specific treatment for Sandhoff disease. As with Tay-Sachs disease, supportive treat-
ment includes keeping the airway open and proper nutrition and hydration. Anticonvulsant medica-
tions may initially control seizures. Children generally die by age 3 from respiratory infections.

Krabbé disease (also known as globoid cell leukodystrophy and galactosylceramide lipidosis) is an auto-
somal recessive disorder caused by deficiency of the enzyme galactosylceramidase. The disease most often
affects infants, with onset before age 6 months, but can occur in adolescence or adulthood. The buildup
of undigested fats affects the growth of the nerve’s protective myelin sheath and causes severe degenera-
tion of mental and motor skills. Other symptoms include muscle weakness, hypertonia (reduced ability
of a muscle to stretch), myoclonic seizures (sudden, shock-like contractions of the limbs), spasticity, irri-
tability, unexplained fever, deafness, optic atrophy and blindness, paralysis, and difficulty when swallow-
ing. Prolonged weight loss may also occur. The disease may be diagnosed by its characteristic grouping
of certain cells, nerve demyelination and degeneration, and destruction of brain cells. In infants, the dis-
ease is generally fatal before age 2. Patients with a later onset form of the disease have a milder course of
the disease and live significantly longer. No specific treatment for Krabbé disease has been developed, al-
though early bone marrow transplantation may help some patients.

Metachromatic leukodystrophy, or MLD, is a group of disorders marked by storage buildup in the white

matter of the central nervous system and in the peripheral nerves and to some extent in the kidneys. Sim-

ilar to Krabbé disease, MLD affects the myelin that covers and protects the nerves. This autosomal reces-
sive disorder is caused by a deficiency of the enzyme arylsulfatase A. Both males and females are affected
by this disorder. MLD has three characteristic phenotypes: late infantile, juvenile, and adult. The most
common form of the disease is /ate infantile, with onset typically between 12 and 20 months following
birth. Infants may appear normal at first but develop difficulty in walking and a tendency to fall, followed
by intermittent pain in the arms and legs, progressive loss of vision leading to blindness, developmental
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delays, impaired swallowing, convulsions, and dementia before age 2. Children also develop gradual mus-
cle wasting and weakness and eventually lose the ability to walk. Most children with this form of the dis-
order die by age 5. Symptoms of the juvenile form typically begin between ages 3 and 10. Symptoms
include impaired school performance, mental deterioration, ataxia, seizures, and dementia. Symptoms are
progressive with death occurring 10 to 20 years following onset. In the adult form, symptoms begin after
age 16 and may include impaired concentration, depression, psychiatric disturbances, ataxia, seizures,
tremor, and dementia. Death generally occurs within 6 to 14 years after onset of symptoms. There is no
cure for MLD. Treatment is symptomatic and supportive. Bone marrow transplantation may delay pro-
gression of the disease in some cases.

Wolman’s disease, also known as acid lipase deficiency, is a severe lipid storage disease that is usually fatal
by age 1. This autosomal recessive disorder is marked by accumulation of cholesteryl esters (normally a
transport form of cholesterol) and triglycerides (a chemical form in which fats exist in the body) that can
build up significantly and cause damage in the cells and tissues. Both males and females are affected by
this severe disorder. Infants are normal and active at birth but quickly develop progressive mental dete-
rioration, enlarged liver and grossly enlarged spleen, distended abdomen, gastrointestinal problems in-
cluding steatorrhea (excessive amounts of fats in the stools), jaundice, anemia, vomiting, and calcium
deposits in the adrenal glands, causing them to harden.

Another type of acid lipase deficiency is cholesteryl ester storage disease. This extremely rare disorder
results from storage of cholesteryl esters and triglycerides in cells in the blood and lymph and lymphoid
tissue. Children develop an enlarged liver leading to cirrhosis and chronic liver failure before adulthood.
Children may also have calcium deposits in the adrenal glands and may develop jaundice late in the dis-
order. There is no specific treatment for Wolman'’s disease or cholesteryl ester storage disease.
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CLINICAL WORK UP IN THE SUSPICION UPON:

CYSTIC FIBROSIS

Carla Colombo
Centro di Riferimento per la Fibrosi Cistica della Regione Lombardia
Fondazione IRCCS Ospedale Policlinico, Mangiagalli, Regina Elena
Universita di Milano

La Fibrosi Cistica (FC) ¢ la piu frequente malattia genetica, a trasmissione autosomica recessiva, nella po-
polazione caucasica; € una malattia congenita, cronica, progressiva, che per la sua complessita ¢ stata rico-
nosciuta sin dagli anni ’60 come malattia ad elevato impatto sociale.

Il Registro Italiano della Fibrosi Cistica include oltre 5000 pazienti, con un valore di incidenza nel nostro
paese pari a circa uno su 3000 nati vivi (1).La malattia ¢ caratterizzata da una notevole eterogeneita cli-
nica, a causa del diverso interessamento dei vari organi (ghiandole salivari e sudoripare, vie aeree, pan-
creas, fegato, intestino, dotti deferenti) (2, 3). La compromissione polmonare ¢ presente nella quasi totalita
dei pazienti (pitt del 90 % dei casi) e costituisce la principale causa di morbilita e mortalita; una grave com-
promissione del pancreas esocrino & presente in almeno 1'80% dei pazienti, con insufficienza pancreatica e
malassorbimento che richiedono terapia enzimatica sostitutiva.

I gene responsabile & stato identificato nel 1989 (4), & situato sul braccio lungo del cromosoma 7 e codi-
fica per una proteina di 1480 aminoacidi denominata CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator), che funziona da canale del cloro a livello della membrana apicale delle cellule epiteliali. Il di-
fetto della proteina CFTR causa un difetto del trasporto ionico, con formazione di secrezioni mucose eso-
crine particolarmente spesse e viscose, che ostruiscono i dotti ghiandolari, con progressivo danno d’organo.
Le anomalie del trasporto ionico sono tra l'altro responsabili delle elevate concentrazioni di cloro e sodio
nel sudore, anomalia che viene sfruttata a scopo diagnostico (test del sudore).

Non esiste ancora una terapia risolutiva, ma sono in corso di valutazione la terapia genica, e varie terapie
farmacologiche tese a correggere il difetto della proteina CFTR o a potenziare la funzione di canali del
cloro alternativi. Negli ultimi 20 anni 'aspettativa di vita € comunque notevolmente migliorata: secondo
i dati del Registro Nord Americano della FC, 'eta mediana di sopravvivenza & attualmente pari a 37.4 anni,
con un consistente aumento della percentuale di pazienti adulti (attualmente pari a circa il 45%, rispetto
al 30% nel 1990) (5). Cio & da attribuire sia al miglioramento delle cure, che alla prassi di presa in carico
globale dei pazienti affetti presso Centri ad alta specializzazione.

La malattia, che é stata finora appannaggio quasi assoluto dei pediatri, sta quindi assumendo interesse
anche per gli internisti, ponendo loro problematiche nuove legate alla presa in carico di pazienti con una
malattia cronica, multisistemica, progressiva, spesso a esordio nei primi mesi di vita.

Manifestazioni epatobiliari

Nonostante le principali manifestazioni della FC riguardino I'apparato respiratorio e il pancreas, il follow-
up prolungato di questi pazienti ha consentito di caratterizzare 'ampio spettro di manifestazioni che coin-
volgono il fegato e le vie biliari, che possono essere secondarie al difetto di base della malattia (cirrosi
biliare focale e multilobulare), di tipo iatrogeno (steatosi da malnutrizione) o dovute agli effetti di altera-
zioni a livello di altri organi (compressione estrinseca del dotto biliare comune da parte del pancreas fi-
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brotico, congestione epatica da cuore polmonare) (6). La Tabella riporta una stima della frequenza delle varie
manifestazioni a livello epatobiliare in pazienti con FC.

La steatosi epatica viene riportata in un’elevata percentuale di pazienti. Essa puo essere provocata da con-
dizioni come la malnutrizione o carenze nutrizionali specifiche come il deficit di acidi grassi essenziali, di
carnitina o colina. La steatosi e stata a lungo considerata del tutto benigna, ma in alcuni casi & stata rico-
nosciuta come lesione iniziale di un’epatopatia piu severa ad evoluzione in cirrosi.

La frequenza di alterazioni delle vie biliari intra- ed extraepatiche ¢ elevata. Fino al 10% dei pazienti svi-
luppa calcoli biliari. Frequente € il riscontro di una microcolecisti non funzionante e di colecisti dilatata,
all’apparenza ostruita.

Sono stati descritti casi di ostruzione del coledoco, con ittero e dolore biliare; alla colangio-RMN sono
state riscontrate alterazioni che ricordano la colangite sclerosante (7).

Tabella 1. Manifestazioni epatobiliari nella fibrosi cistica

Condizione Prevalenza stimata (%)
Epatiche

Colestasi neonatale rara
Steatosi 20-60
Cirrosi biliare focale 25-30
Cirrosi multilobulare 5-10
Insufficienza epatica Rara
Biliari

Microcolecisti 30
Distensione della colecisti 3-20
Colelitiasi 1-10
Calcolosi intraepatica Non stabilita
Colangite sclerosante rara
Compressione estrinseca del dotto biliare comune Non stabilita
Colangiocarcinoma Non stabilita

Epatopatia associata a Fibrosi Cistica

La lesione epatica patognomonica della FC e rappresentata dalla cirrosi biliare focale, che & caratterizzata
dalla presenza di materiale eosinofilo a livello dei duttuli biliari, proliferazione duttulare, infiltrazione in-
fiammatoria e fibrosi periportale progressiva. Lestensione di queste lesioni, inzialmente a distribuzione fo-
cale, puo portare allo sviluppo di cirrosi multilobulare ed ipertensione portale con relative complicanze,
che rappresentano il problema epatico clinicamente piu rilevante nei pazienti FC.

La patogenesi del danno epatico & complessa e non ancora del tutto definita, anche se sembra essere corre-
lata, almeno in parte, al difetto di base della malattia. A livello epatobiliare la proteina CFTR non & espressa
negli epatociti, ma esclusivamente a livello della membrana apicale dei colangiociti e delle cellule epite-
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liali della cistifellea (8). A questo livello la proteina CFTR regola il contenuto di acqua, elettroliti e bi-
carbonato della bile e una sua ridotta funzione comporta la produzione di secrezioni abnormemente ispes-
site e a pH non alcalino. Anomalie ultrastrutturali dei colangiociti sono state documentate frequentemente
in pazienti FC, si da far ritenere che il colangiocita sia la cellula primariamente colpita nella malattia (9).
La epatopatia FC & in effetti inclusa tra le colangiopatie genetiche (10) ed & considerata il primo esempio
di malattia epatobiliare ereditaria dovuta a un difetto di secrezione dell’epitelio biliare.

I1 deficit o disfunzione della CFTR portano quindi alla secrezione di bile di aumentata viscosita con pos-
sibile formazione di tappi di materiale eosinofilo, che rappresentano uno degli aspetti istopatologici pil
precocemente riscontrati nei primi anni di vita nei pazienti con FC (11).

La ritenzione di sostanze tossiche e di acidi biliari idrofobici puo, a sua volta, provocare un danno epato-
citario secondario, con stimolazione della sintesi di citochine proinfiammmatorie, aumento della perossi-
dazione lipidica e attivazione della sintesi di collagene da parte delle cellule stellate. La progressione dalle
lesioni iniziali a distribuzione focale, allo sviluppo di cirrosi biliare multilobulare, & generalmente lenta e
il suo decorso si estende nell’arco di numerosi anni, anche se vi & una notevole variabilita clinica.

Da un punto di vista patogenetico e clinico, non € ancora chiarito perché la compromissione epatica si ve-
rifichi solo in un terzo dei pazienti, né perché solo in alcuni di essi il decorso dell’epatopatia possa essere
particolarmente rapido e severo.

La malattia epatica si verifica prevalentemente in pazienti con insufficienza pancreatica, quindi portatori
di mutazioni CFTR severe (associate ad assenza di proteina CFTR sulla membrana apicale delle cellule
epiteliali) su entrambi gli alleli, ma non & stata riscontrata una correlazione genotipo/fenotipo che dimo-
stri una associazione fra malattia epatica e genotipo CFTR (12, 13). Sono state descritte coppie di fratelli
con le stesse mutazioni del gene CFTR, ma discordanti per il fenotipo epatico (14). Si ritiene attualmente
che lo sviluppo dell’epatopatia e il suo decorso possano essere influenzati da geni diversi dal gene CFTR,
detti geni modificatori, in grado di compensare o peggiorare l'effetto della carenza di proteina CFTR at-
traverso meccanismi diversi (15).

Sono stati finora identificati alcuni geni come possibili modificatori della epatopatia associata alla FC, tra
cui il gene dell’al-antitripsina (I’eredita in eterozigosi dell’allele Z dell’a-1- antitripsina conferisce un au-
mentato rischio di sviluppo di malattia epatica grave) (16), il gene del TGFp (transforming growth factor-
B, il gene MBL (mannose binding lectin) (17) e quello della glutatione S-trasferasi (18).

Se il loro ruolo verra confermato su casistiche pitt ampie di pazienti, il riscontro dei polimorfismi associati
a progressione del danno epatico permettera di individuare i pazienti a maggior rischio sin dal momento
della diagnosi e di instaurare strategie profilattiche.

Caratteristiche cliniche

Lepatopatia fa parte del fenotipo severo della FC (forma classica), con insufficienza pancreatica e compro-
missione multisistemica (3). Queste forme vengono in genere diagnosticate nelle prime settimane o mesi
di vita, anche in assenza di screening neonatale. L'epatopatia non rientra invece tra le manifestazioni delle
forme atipiche di FC (oggi meglio definite come CFTR-related diseases).

Le forme di FC atipiche si verificano in presenza di alterazioni molecolari che determinano una funzione
parziale o residua del gene CFTR. Le conseguenze cliniche di questa ridotta espressione del gene si espri-
mono in uno degli organi bersaglio della malattia classica (vasi deferenti, polmoni, pancreas, fegato ecc),
anche in assenza di altre manifestazioni caratteristiche della malattia FC e con test del sudore solo lieve-
mente alterato o nei limiti della norma. I pazienti affetti da una forma atipica generalmente hanno fun-
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zione pancreatica conservata (sufficienza pancreatica) e sono spesso diagnosticati tardivamente, in eta ado-
lescenziale o addirittura in eta adulta (3). E’ quindi raro che 'epatopatia FC si presenti isolatamente e che
sia 'interessamento epatico a portare alla diagnosi di FC. Un’anamnesi accurata permettera di riscontrare
sintomi e segni della insufficienza pancreatica e spesso della malattia polmonare.

Le patologie finora correlate a mutazioni del gene CFTR (classificazione WHO) includono le bronchiec-
tasie disseminate, la pancreatite cronica idiopatica, 'azoospermia ostruttiva isolata, 1" aspergillosi bronco-
polmonare allergica, la panbronchiolite, I'ipertripsinemia neonatale, la colangite sclerosante. Per quanto
riguarda quest’ultima, dati clinici e sperimentali hanno fatto avanzare I'ipotesi

che la disfunzione della proteina CFTR a livello della mucosa del colon e dell’epitelio biliare, possa con-
tribuire allo sviluppo di colangite sclerosante primitiva (CSP). In effetti, dal punto di vista istologico, vi
¢ una certa similitudine tra epatopatia FC e CSP, che sono entrambe caratterizzate da inflammazione cro-
nica, alterazioni dei dotti biliari e fibrosi progressiva. L'associazione tra mutazioni CFTR e CSP ¢ stata va-
lutata nell’adulto (19), con risultati molto discordanti, anche se gli studi negativi erano pit spesso limitati
da un numero ristretto di pazienti e di mutazioni CFTR testate. In un recente studio in eta pediatrica, mu-
tazioni o varianti del gene CFTR sono state riscontrate in un’elevata percentuale di bambini con CSP, nei
quali la funzione della CFTR (valutata con il test del sudore e con la misurazione dei potenziali nasali) mo-
strava valori intermedi tra controlli e pazienti FC (20). Sono necessari ulteriori studi per confermare ’ele-
vata prevalenza di alterazioni del trasporto ionico CFTR-mediato e quindi di elementi diagnostici
suggestivi di FC in pazienti adulti con CSP.

Incidenza e storia naturale dell’ epatopatia FC

Diversi studi prospettici condotti negli ultimi anni hanno ben definito le caratteristiche dell’epatopatia FC
in termini di incidenza, storia naturale e fattori di rischio. Questi studi hanno attentamente monitorato la
sua comparsa e la sua evoluzione in coorti sufficientemente ampie di pazienti seguite regolarmente presso
Centri di Riferimento (21 - 24). L'incidenza cumulativa di epatopatia @ risultata compresa tra 27 e 35%.
Questi studi hanno anche indicato che essa tende a svilupparsi pit frequentemente nel corso della prima
decade di vita o intorno all’adolescenza e comunque prima dell’eta adulta. I primi segni sono spesso rap-
presentati da epatomegalia isolata o associata a lievi alterazioni degli enzimi epatici o all’ecografia.

In circa il 10% dei pazienti la malattia progredisce a cirrosi multilobulare, cui tende progressivamente ad
associarsi ipertensione portale, mentre I'insufficienza epatica & evento molto tardivo (25, 20).

Le complicanze dell’ ipertensione portale includono le varici esofagee, con possibile rottura e sanguinamento
gastrointestinale, la splenomegalia massiva con ipersplenismo.

Fattori di rischio per lo sviluppo della malattia epatica

Sono stati identificati diversi fattori che con meccanismi diversi aumenterebbero il rischio di sviluppare
epatopatia (12, 13, 23, 24, 26, 27), e tra questi la presenza di mutazioni CFTR severe, I'insufficienza pan-
creatica, il sesso maschile, I'eta alla diagnosi di FC, I'ileo da meconio (Tabella 2). L'associazione con que-
st’ultimo resta controversa, essendo stata documentata ripetutamente in alcune popolazioni, ma non in
altre e potrebbe coinvolgere geni modificatori comuni a entrambe le complicanze.
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Tabella 2 Fattori di rischio legati allo sviluppo di malattia epatica nei pazienti con fibrosi cistica.

Fattore di rischio Meccanismo Referenza

Insufficienza pancreatica Malassorbimento, malnutrizione Colombo et al, 1994; Wilschanski
et al, 1999; Colombo et al, 2002;
Lamireau et al, 2004

Genotipo severo Perdita funzionale di CFTR Colombo et al 1994 ; Wilschanski
fattore necessario, ma non sufficiente |et al, 1999; Colombo et al, 2002;
Lamireau et al, 2004

Sesso maschile Fattori ormonali? Colombo et al, 2002; Feigelson et
al. 1993; Debray et al. 1999; Melzi
et al. 2006

Ileo da meconio Geni modificatori? Malnutrizione Colombo et al, 2002; Debray et al.
1999, Lamireau et al, 2004

Eta alla diagnosi Manutrizione Corbett et al. 2004

Impatto della epatopatia grave sulla malattia di base

Lo sviluppo di cirrosi con ipertensione portale nei pazienti FC ¢ spesso associato a un peggioramento dello
stato nutrizionale e della malattia polmonare. La colestasi, con il deficit di acidi biliari, peggiora il ma-
lassorbimento lipidico indotto dall’insufficienza pancreatica, universalmente presente nei pazienti CF con
danno epatico; la cirrosi tende a indurre resistenza all’insulina e pud quindi contribuire allo sviluppo del
diabete legato alla FC, rappresentandone un fattore di rischio (28). Cid suggerisce la necessita di monito-
rare piu precocemente e accuratamente la tolleranza glucidica in pazienti epatopatici.

Per quanto riguarda la malattia polmonare, I'epatosplenomegalia e la presenza di ascite possono peggio-
rare la funzione respiratoria e, in effetti, il trapianto di fegato & stato associato a un suo miglioramento.
Lipertensione portale pud comportare una sindrome epato-polmonare, che puo peggiorare la funzione re-
spiratoria.

La presenza di epatopatia severa rappresenta un fattore di rischio anche per lo sviluppo di osteoporosi: un
significativo miglioramento dell’osteopenia grave & stato riportato in pazienti FC dopo trapianto epatico
(29), che potrebbe essere legato non solo al miglioramento della funzione epatica, ma anche a quello dello
stato nutrizionale, del metabolismo della vitamina D, e all’incremento della attivita fisica.

Esami diagnostici

Non esistono test diagnostici specifici per ’epatopatia associata alla FC e la diagnosi si basa tuttora sulla
combinazione di alterazioni rilevate all’esame obiettivo (presenza di epatomegalia), dei test di funziona-
lita epatica e dell’ecografia (Figura).

E’ comunque da sottolineare che le alterazioni biochimiche possono essere lievi, intermittenti o possono
addirittura mancare, anche in pazienti con cirrosi multilobulare, non essendo correlate all’istopatologia
(30). Laumento isolato degli enzimi di citolisi puo essere un segno di steatosi che, come detto, puo di-
pendere da deficit nutrizionali.
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D’altra parte I'esame bioptico & caratterizzato da un elevato rischio di errore di campionamento, visto che
le lesioni epatiche hanno tipicamente distribuzione focale (30). In considerazione dell’invasivita della biop-
sia epatica, essa non viene generalmente praticata di routine, ma limitatamente ai casi in cui sussista un
dubbio diagnostico.

La diagnostica per immagini ha quindi acquisito notevole importanza. L'ecografia permette di ottenere
numerose informazioni e resta il principale esame di routine per la diagnosi e il follow-up della malattia.
In studi prospettici, le alterazioni dell’ecogenicita del parenchima epatico sono risultate precedere quelle
cliniche e biochimiche, si da essere considerate utili per riconoscere precocemente la malattia (31, 32).
In pazienti adulti sono anche state descritte alterazioni simili a quelle della colangite sclerosante mediante
colangio-RMN (7), che potrebbe rivelarsi la migliore indagine per riconoscere e seguire la malattia.
Importanti informazioni sono anche ottenibili con la scintigrafia epatica, che € stata utilizzata per moni-
torare I’evoluzione della malattia e la risposta al trattamento con acido ursodesossicolico (33, 34).

Terapia con acidi biliari

Il trattamento con acido ursodesossicolico (UDCA) & attualmente ['unica opzione terapeutica disponibile
per I'epatopatia associata a FC. Obiettivo della terapia con acidi biliari & di migliorare la secrezione di bile
migliorandone le caratteristiche in termini di di composizione e viscosita (35).

Lipotesi che in questi pazienti 'UDCA possa stimolare la secrezione biliare a livello del colangiocita at-
traverso un canale del cloro alternativo al CFTR, il canale calcio-dipendente (36), & stata messa in dubbio
da un recente studio su colture di colangiogiti, che ha dimostrato che questo effetto dell'UDCA richiede
una proteina CFTR funzionante (37).

Gli effetti benefici del'UDCA in pazienti FC con epatopatia sono stati documentati sulla biochimica epa-
tica (38), | istologia (39), sul drenaggio biliare (33) e sul metabolismo degli acidi grassi essenziali (40). La
dose di UDCA (20 mg/kg) ¢ superiore a quella utilizzata in altre patologie perché I'assorbimento intesti-
nale & inferiore (41).

Trattamento dell’'ipertensione portale

I problemi clinici pit rilevanti dell’epatopatia FC sono relativi allo sviluppo di ipertensione portale e iper-
splenismo. Non vi sono studi specifici sull’'uso dei beta-bloccanti, che in questi pazienti non sono stati fi-
nora utilizzati per il rischio di broncospasmo.

Lemorragia da rottura di varici esofagee puo rendere necessaria la sclerosi o la legatura delle varici (26). E’
interessante notare che uno studio recente su pazienti adulti con FC ha riportato una sopravvivenza me-
diana dopo un primo episodio di emorragia da rottura di varici pari a 8.4 anni, il che contrasta con una mor-
talita molto pil elevata in pazienti con cirrosi da altre cause (42).

Sono stati recentemente pubblicati dati sulla splenectomia parziale in pazienti con splenomegalia massiva
e grave piastrinopenia da ipersplenismo: lo studio ha documentato in alcuni pazienti un deterioramento
della funzione respiratoria dopo l'intervento, che per di pitt ha una efficacia modesta nel prevenire episodi
di sanguinamento gastrointestinale (43, 44).

Lo shunt portosistemico transgiugulare (TIPS) e pratica accettata per la decompressione portale nel paziente
in attesa di trapianto, mentre lo shunt portosistemico & stato raccomandato per i pazienti con funzione sin-
tetica epatica conservata (25).
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Trapianto di fegato

Il trapianto di fegato & una necessita non frequente in quanto in questi pazienti la funzione epatica viene
a lungo conservata. La sopravvivenza dopo il trapianto & paria 75% a 5 anni dall’intervento (45), ed ef-
fetti benefici sono stati documentati sulla qualita di vita, sulla funzione respiratoria e sui parametri nu-
trizionali (29).

Il problema inerente i criteri di selezione e il timing del trapianto & ancora oggetto di discussione, in
quanto, a differenza di quanto si verifica in altre epatopatie nelle quali la principale indicazione per il tra-
pianto é rappresentata dall’insufficienza epatica, nella FC 'insufficienza epatica compare tardivamente. In
questi pazienti, quindi, altri parametri clinici devono essere considerati, tra cui il deterioramento pro-
gressivo della funzione respiratoria e dello stato nutrizionale e la frequenza delle infezioni respiratorie,
spesso da germi multiresistenti, con frequenti ospedalizzazioni. Alcuni autori sostengono quindi che nella
FC il trapianto di fegato potrebbe avvenire piti precocemente, con indicazioni piu allargate rispetto ad
altre patologie, proprio per evitare di affrontare il trapianto in una fase avanzata di malattia polmonare (45,
46).

Una recente indagine sulle indicazioni al trapianto di fegato nella FC ha potuto documentare questa ten-
denza che tuttavia non & universalmente condivisa. Lo studio, che ha potuto raccogliere i dati di

57 pazienti trapiantati in centri europei, ha infatti rivelato che nella maggior parte dei casi il trapianto di
fegato & stato effettuato prima della comparsa di insufficienza epatica terminale (47).

Il progressivo peggioramento delle condizioni respiratorie puod portare alla necessita di contemplare un
doppio trapianto polmone/fegato, che ha dato risultati di sopravvivenza paragonabili a quelli ottenuti dopo
trapianto di organo singolo, con sopravvivenze pari al 85.7% e 64.2%, rispettivamente a 1 e a 5 anni dal
trapianto (48).
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Figura 1 — Algoritmo per la valutazione della malattia epatica in Fibrosi Cistica

VALLITAZIONE CLINICA
(irciusa B vplutazione antrogometrica)
Wormale ]- ; : y '[ Epatosplenomegalia -I
Epatomegalla -
Contrallo annuale ] [ Testdi funzionality |
_ | epatica )
| Normali | '{ Alterati ] /

Ecografia/Scintigrafia/f I
Testdl funzionalith epatica -

* Billrubinatatale s diretta, albumina
sAupartate) alaning transaminsl

*Fasfatast alcalina Narmali | Alrerats
*Gamr glutamyl transpeptida s

*Colesteralo, triglcerdi
=Aricdi grassi sleficl
“Vitarmine liposalubii

: Biopsiaepatica 4/-
MR, colinestarasi ['Eﬂ'ﬂlm"ﬂﬂﬁ‘-'ﬁ“'ﬂ'“ ] Endoscopla

40




GENETIC IN THE DIAGNOSIS AND TREATMENT OF PATIENTS WITH CHRONIC LIVER INJURY

LE PORFIRIE

M.D. Cappellini, V.Brancaleoni, E.DiPierro.
Fondazione IRCCS Ospedale Maggiore Policlinico, Mangiagalli e Regina Elena
Dipartimento di Medicina Interna- Universita degli Studi di Milano

Con il termine di porfirie si indica un gruppo di patologie metaboliche, spesso associate a fenotipo clinico
grave, derivanti dal difetto di almeno uno degli enzimi coinvolti nella via biosintetica dell’eme. Difetti mo-
lecolari sono stati dimostrati per ognuno degli otto enzimi, con il conseguente blocco della via in corri-
spondenza dell’enzima coinvolto e I'accumulo del precursore a monte dell’enzima difettivo. Questo
comporta diversi profili di aumentata escrezione urinaria dei precursori dell’eme, ognuno dei quali carat-
terizza uno dei sette tipi conosciuti di porfiria. Difetti genetici dell’ALA Sintetasi sono invece correlati ad
una grave forma di anemia, perché arrestano la via biosintetica ancora pitt a monte e quindi non consen-
tono la sintesi di precursori dell’eme (Fig. 1).

Nelle porfirie il difetto enzimatico ereditario & nella maggioranza dei casi parziale e le maggiori funzioni
dell’eme come il trasporto dell’ossigeno e il metabolismo dei farmaci non sono compromesse. Il blocco
completo della sintesi dell’eme risulterebbe letale.
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Figura 1 Via biosintetica dell’eme, geni e tipi di porfiria correlati.
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Le porfirie sono classificate in acute o croniche in rapporto alle caratteristiche cliniche della malattia e in
eritropoietiche o epatiche secondo il sito di espressione principale del difetto enzimatico (Tab. 1 e 2).

Tabella 1: Classificazione della porfirie in acute e croniche.

PORFIRIE ACUTE PORFIRIE CRONICHE
Porfiria da Deficit di ALAD (ADP) Porfiria Congenita Eritropoietica (CEP)
Porfiria Acuta Intermittente (AIP) Porfiria Cutanea Tarda (PCT)
Protoporfiria Eritropoietica (EPP)

Coproporfiria Ereditaria (HCP)

Porfiria Variegata (VP)

Tabella 2: Classificazione delle porfirie in epatiche ed eritropoietiche.

PORFIRIE EPATICHE PORFIRIE ERITROPOIETICHE
Porfiria da Deficit di ALAD (ADP) Porfiria Congenita Eritropoietica (CEP)
Porfiria Acuta Intermittente (AIP)
Coproporfiria Ereditaria (HCP)
Porfiria Cutanea Tarda (PCT)
Porfiria Variegata (VP)

Protoporfiria Eritropoietica (EPP)

La Porfiria da deficit di ALA-deidratasi (ADP) deriva da un difetto a carico del secondo enzima della
via biosintetica dell’eme. Essa presenta una trasmissione autosomica recessiva e sintomatologia neurologica;
¢ la piu rara tra tutte le porfirie: ad oggi solo otto casi in tutto il mondo sono stati descritti.

La Porfiria acuta intermittente (AIP) & la pitt comune tra le porfirie acute e deriva da un deficit nella
attivita della porfobilinogeno deaminasi. Presenta modalita di trasmissione autosomica dominante e sin-
tomi di carattere neurologico.

La Porfiria congenita eritropoietica (CEP) (Morbo di Gunther) & la sola vera porfiria eritropoietica. E’
una forma rara, autosomica recessiva caratterizzata da marcata fotosensibilita cutanea in cui il difetto ge-
netico ¢ attribuito ad una deficienza nella uroporfirinogeno III cosintetasi. Caratterizzata dalla ipersecre-
zione e dall’accumulo prevalentemente di porfirine di tipo I

La Porfiria cutanea tarda (PCT) ¢ la porfiria pitt comune ed & determinata da deficit di uroporfirinogeno
decarbossilasi. Esiste una forma familiare autosomica dominante e una forma sporadica, entrambe mani-
festano fotosensibilita cutanea e danni epatici. La forma omozigote di questo difetto genetico € nota come
Porfiria epatoeritropoietica (HEP) ed ¢ caratterizzata da fotosensibilita severa, senza interessamento epa-
tico.

La Coproporfiria ereditaria (HCP) & molto simile, ma meno grave, alla AIP e pud presentare fotosensi-
bilita cutanea in aggiunta a sintomi neurologici. Il difetto genetico alla base della HCP comporta una ri-
dotta attivita della coproporfirinogeno decarbossilasi, la modalita di trasmissione € autosomica dominante.
La Porfiria variegata (VP), anch’essa autosomica dominante, deriva da una deficienza nell’attivita della
protoporfirinogeno ossidasi. L'espressione clinica e la sintomatologia sono simili a quelli della AIP, sono
molto comuni anche fenomeni di fotosensibilita.
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La protoporfiria eritropoietica (EPP), derivante da deficit di ferrochelatasi, ottavo e ultimo enzima nella
via biosintetica dell’eme, costituisce la forma eritropoietica pitt comune ed ha modalita di trasmissione
autosomica dominante a penetranza incompleta. In questa patologia si osserva un accumulo di porfirine
sia nel tessuto eritropoietico sia epatico.

La prevalenza delle diverse forme di porfiria varia da una zona geografica all’altra e non sempre & definiti-
vamente stabilita. Nel complesso si tratta di malattie ritenute rare (alcune addirittura rarissime) che pos-
sono pero raggiungere una elevata prevalenza in alcune aree geografiche. L AIP e sicuramente la pitt comune
tra le porfirie acute e nei paesi piu sviluppati, la prevalenza nella sua forma sintomatica sembra essere in-
torno a 1 su 20.000 individui, con I'eccezione del nord della Svezia dove si raggiunge una prevalenza di 1
su 1.000. In Scozia un soggetto su 50.000 ¢ affetto da una forma di porfiria, con prevalenza della acuta in-
termittente e della cutanea tarda. In Sud Africa la forma prevalente € la porfiria variegata con un incidenza
di 1 su 1.000 nella popolazione bianca.

La tabella 3 sintetizza le caratteristiche genetiche, cliniche e biochimiche delle varie forme di Porfiria.

Tabella 3: Caratteristiche genetiche, cliniche e biochimiche delle porfirie.
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Porfirie Acute

Le porfirie acute sono cosi dette poiche i sintomi si verificano in modo acuto episodicamente indotti da
fattori esogeni quali infezioni, diete ipocaloriche ed assunzione di alcool e farmaci (barbiturici, sulfonamidi,
anestetici e contraccettivi orali) o da_fattori endogeni quali stress fisico-psichico e fluttuazioni di ormoni ste-
roidei (estrogeni e progestinici), durante i periodi premestruali e la gravidanza (http://www.drugs-por-

phyria.org).

Lespressione clinica delle porfirie acute ¢ legata all’attivita dell’ALA sintetasi, infatti, in corrispondenza

di un suo aumento si verificano i sintomi e i segni tipici di questo gruppo di porfirie. Lattivita di questo
enzima & aumentata in tutte le porfirie a causa della minore inibizione a feed-back esercitata dall’eme che
per il deficit di un enzima della catena é sintetizzato in minore quantita. Aumenti nell’attivita del’ ALA
sintetasi possono verificarsi anche episodicamente per azione di sostanze in grado di indurre la sintesi degli
enzimi microsomiali epatici e quindi il consumo del pool di eme libero (Fig. 2).
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Figura 2: Fattori scatenanti 'attacco acuto

Gli attacchi si presentano principalmente con sintomatologia neurologica che pud manifestarsi sia a carico
del sistema nervoso centrale che vegetativo-periferico e sono dovuti principalmente all’accumulo di ALA
e PBG a livello neuronale o nel liquido cefalorachidiano. I disturbi neuroviscerali sono i pitt comuni e sono
caratterizzati da dolori addominali spesso associati a disfunzioni gastrointestinali come nausea, vomito e
costipazione. Liperattivita del sistema nervoso simpatico provoca ipertensione, tachicardia, ritenzione uri-
naria e sudorazione mentre non sono infrequenti disturbi psichici quali ansia, depressione, disorienta-
mento, confusione e delirio, pili rara & I'epilessia. Negli attacchi pit gravi le neuropatie periferiche possono
complicare il decorso clinico. I danni neuromuscolari possono estendersi fino a paraplegia e tetraplegia,
mentre la neuropatia motoria pud anche coinvolgere i nervi cranici e provocare paralisi bulbare e insuffi-
cienza respiratoria fino all’exitus.

I sintomi neuropsichiatrici delle porfirie acute (AIP, VP, HCP, ADP) derivano da una sovrapproduzione dei
precursori porfirinici ALA e PBG. E’ comprensibile perché tali sintomi si verifichino nella porfiria acuta
intermittente, poiché in questa patologia i metaboliti che si accumulano a monte della catena enzimatica
sono appunto I’ALA e il PBG. Meno chiaro ¢ il motivo per cui gli stessi sintomi neurologici si abbiano nelle
altre forme di porfiria acuta nelle quali il deficit enzimatico & a valle di composti che hanno gia assunto la
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forma tetrapirrolica. Una possibile ipotesi & che in tali forme di porfiria (coproporfiria ereditaria e porfiria
variegata), accanto al gia menzionato aumento di attivita dell’ALA sintetasi non si verifichi nessun au-
mento di attivita della porfobilinogeno deaminasi, con conseguente accumulo di ALA e PBG che l'orga-
nismo non riesce ad espellere con la stessa velocita con cui sono sintetizzati. In queste stesse forme di
porfiria acuta, a differenza della porfiria acuta intermittente, si ha anche I'accumulo di molecole porfirini-
che, causa della co-presenza dei fenomeni di fotosensibilita.

La patogenesi delle lesioni neurologiche & poco chiara, ma potrebbe dipendere dalla tossicita di ALA ac-
cumulato e/o dall’effetto della mancanza di eme nelle cellule nervose. Secondo la prima ipotesi I’ALA ac-
cumulato nel fegato o nel sistema nervoso potrebbe agire come una neurotossina. La molecola di acido
d-aminolevulinico (ALA) presenta, infatti, una struttura simile al neurotrasmettitore inibitorio GABA.
Studi in vitro e in vivo dimostrano che ’ALA agisce come un parziale agonista del GABA, spiegando cosi
le disfunzioni a carico del sistema nervoso centrale. Inoltre ’ALA va incontro ad enolizzazione e autoossi-
dazione con generazione, alla presenza di metalli pesanti, di radicali liberi dell’ossigeno responsabili di
stress ossidativi a carico del tessuto nervoso.

La seconda ipotesi associa una produzione deficitaria di eme ad una riduzione nella funzione di alcune eme-
proteine quali la triptofano diossigenasi e la famiglia del citocromo P450. Alla presenza di una diminuita
attivita della triptofano diossigenasi si verificherebbe di conseguenza un aumento di triptofano. Indiret-
tamente questo porterebbe ad un incremento della serotonina prodotta per azione della triptofano idros-
silasi e a tutti i sintomi relativi ad una aumentata attivita serotoninergica (aritmia, ipertensione, etc.).

A causa degli effetti provocati dai farmaci, le porfirie acute possono essere definite esempi di “disturbi far-
maco-genetici”, cioé malattie geneticamente acquisite che mostrano una reazione idiosincrasica ai farmaci.
Nonostante molti dei farmaci incriminati come “porfirinogenici” siano lipofili ed inducano il sistema epa-
tico dell’ossidasi a funzione mista, & in ogni caso impossibile predire, a partire dalla struttura chimica di
un farmaco, se esso possa 0 meno essere pericoloso per un paziente affetto da porfiria.

Porfirie Croniche

Le porfirie croniche sono invece caratterizzate da una fotosensibilita cutanea dovuta all’accumulo di precur-
sori fotoreattivi. Per trasferimento diretto di elettroni dalle porfirine eccitate e attraverso 'azione di radi-
cali liberi, i componenti cellulari nei tessuti esposti alla luce sono danneggiati per via ossidativa. Si
verificano di conseguenza la perdita dell’integrita e delle funzioni di membrana, la distruzione degli or-
ganuli cellulari e la morte cellulare. La manifestazione clinica della reazione cutanea dipende dalla distri-
buzione intracellulare delle porfirine accumulate derivante, a sua volta, dalle proprieta fisico-chimiche di
queste molecole. Le coproporfirine sono molto efficienti nell’attaccare targets citosolici provocando una rea-
zione fototossica ritardata nella quale si evidenziano fragilita cutanea e presenza di bolle dopo esposizione
al sole o ad altre sorgenti luminose. Le protoporfirine essendo molto piu lipofiliche bersagliano piu effica-
cemente mitocondri e altre strutture cellulari ricche di lipidi dando origine ad una reazione fototossica im-
mediata (Fig. 3). Le lesioni cutanee da fotosensibilita sono quindi generalmente limitate alle superfici
esposte al sole (dorso delle mani, collo, gambe e caviglie nelle donne). Si osservano inoltre frequentemente
fragilita cutanea (croste, bolle, cicatrici), ipertricosi (parte superiore delle guance, orecchie, braccia) e alo-
pecia. Tuttavia i segni esterni di danno cutaneo possono essere spesso assenti o per lo pit limitati ad edema,
eritema e/o orticaria. Nelle forme con fotosensibilita severa si possono riscontrare deformita e mutilazioni
a livelli delle mani, del naso e dei padiglioni auricolari. Il 20-30% dei pazienti affetti da porfirie croniche,
in particolare in caso di EPP e CEP, manifesta complicanze epatiche dovute all’accumulo di porfirine. La
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compromissione del fegato varia da un lieve aumento delle aminotransferasi a cirrosi ed epatocarcinoma,
calcoli biliari sono comuni in bambini affetti da EPP.

Tra le porfirie croniche, la protoporfiria eritropoietica (EPP) e la porfiria cutanea tarda (PCT) sono le uni-
che ad avere una rilevanza clinica in termini di incidenza, in quanto la porfiria epatoeritropoietica (HEP)
e la porfiria eritropoietica congenita (CEP) sono estremamente rare.
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Figura 3:Accumulo di porfirine e danni provocati

Esami e diagnosi differenziale

I difetti negli enzimi coinvolti in nella via biosintetica dell’'eme comportano un’iperproduzione e di con-
seguenza accumulo ed escrezione dei prodotti intermedi; la diagnosi & quindi principalmente basata sul-
I'identificazione di una elevata concentrazione di porfirine libere in eritrociti, plasma, urine e feci.

In urine e feci il dosaggio di acido delta-aminolevulinico (ALA), porfobilinogeno (PBG), porfirine totali
e il relativo frazionamento pud essere effettuato mediante saggi spettrofotometrici e analisi in HPLC. L'ac-
cumulo di porfirine plasmatiche e valutato registrando il rispettivo spettro di emissione della fluorescenza
mentre la presenza di porfirine eritrocitarie, che rende gli eritrociti spontaneamente fluorescenti, puo es-
sere rilevata mediante citofluorimetria o striscio di sangue periferico letto al microscopio a fluorescenza.
Inoltre la determinazione della ridotta attivita enzimatica dei singoli enzimi negli eritrociti pud confer-
mare la diagnosi di porfiria.

A causa delle fluttuazioni fisiologiche a cui sono sottoposti i precursori delle porfirine e a causa della so-
vrapposizione tra l'intervallo di valori normali e patologici delle attivita enzimatiche ad oggi solo I'analisi
molecolare dei singoli geni della via biosintetica, consente di definire con certezza pressoché assoluta una
diagnosi di porfiria.

La diagnosi differenziale tra le diverse forme della patologia risulta spesso difficile a causa dell’elevata ete-
rogeneita delle manifestazioni cliniche. Infatti nonostante la classificazione in acute e croniche, esistono
forme di Porfirie con sintomatologia sia neurologica che cutanea (VP, HCP). Ciascuna forma presenta perd
un pattern di iperproduzione, accumulo ed escrezione di metaboliti caratteristico (Tab. 4 e 5). Si deve sot-
tolineare che nelle forme acute I'accumulo si riscontra solo durante gli attacchi mentre nelle fasi di latenza
i parametri possono risultare totalmente nella norma. Inoltre va ricordato che ci sono forme rarissime la
cui ereditarieta e’ recessiva e i cui sintomi risultano piu severi, come nel caso del deficit da ALAD, nella
CEP e nella HEP, e che la forma a insorgenza pediatrica pitt comune e con sintomatologia piu’ lieve e’ la
EPP. Le forme di Porfiria piu’ comuni sono I’ AIP per le acute e la PCT per le croniche.

46



GENETIC IN THE DIAGNOSIS AND TREATMENT OF PATIENTS WITH CHRONIC LIVER INJURY

Tabella 4: Linee guida per la diagnosi differenziale delle porfirie acute

ALAD AP VP HCP
Picco ¢ G19nm G30nm (19m
Plasmatico
Fluorociti ++ N Y |
Urine ALA +++ ALA ++ ALA ++ ALA ++
COPRCY ++ PHCG +++ RIELH ++ Py ++
. LRy =+ COPRECY + COPRO +++
FECI ™ PFROTO + PFROTO +++ COPROD +++
Attivita® PRGD M 5% B B
Tabella 5: Linee guida per la diagnosi differenziale delle porfirie croniche
. CEP | PCT | HEP | EPP
Picco ¥ H20nm H20nm G33nm
Plasmatico
[Fluorociti s ™ F++ F+++
Urine RO 4+ LR 4 RO 444+ |
COPRC + COPRO + COPRO +
FECI LR 44 LR + LR + PROTO 44+
COPRO +++ COPRO + COPRO +
IRC-i ++ I8 ++
Attivita® UROD M S0 200 ]
Terapia

Le porfirie possono rimanere latenti e manifestarsi episodicamente, persistere lungo tutta la vita o mani-
festarsi in presenza di fattori scatenanti. Leterogeneita delle manifestazioni cliniche delle sette forme di Por-
firia comporta I'esistenza di diversi trattamenti, farmacologici e non. Queste terapie non risultano risolutive
della patologia, ma permettono di mantenerne sotto controllo i sintomi.

La risoluzione dell’attacco acuto di porfiria si ottiene mediante somministrazione di analgesici e antieme-
tici, reidratazione, infusione di glucosio o destrosio e diete ricche di carboidrati. Negli ultimi anni, I'ar-
ginato di ematina, un’inibitore specifico della biosintesi dell’eme, & stato usato efficacemente nel
trattamento di attacchi acuti, anche se gli effetti a lungo termine di questo farmaco cosidetto “salvavita”
non sono ancora ben conosciuti. Certo & che la sua maggiore stabilita insieme ai pochi effetti collaterali ri-
scontrati e ai numerosi effetti terapeutici lo preferiscono ai preparati di semplice ematina. Nelle donne
che presentano spesso attacchi in corrispondenza dei periodi premestruali, si & spesso utilizzato con suc-
cesso 'ormone LHRH in grado di inibire I'ovulazione e di conseguenza di ridurre e attenuare gli attacchi.
La prevenzione consiste nell’evitare I'assunzione di determinati farmaci e sostanze chimiche definiti “por-
firinogenici” e nell'utilizzo di diete bilanciate e ricche di carboidrati.

I disturbi cutanei possono essere alleviati dall’applicazione locale di sostanze in grado di proteggere la cute
dall’effetto dannoso dei raggi solari; la fotosensibilita sembra migliorare quando viene somministrato il f3-
carotene che assorbendo la luce, previene la formazione dei radicali liberi responsabili del danneggiamento
tissutale. Per ridurre I'eccesso di porfirie plasmatiche si sottopongono i pazienti a cicli mensili di fleboto-
mie evitando di anemizzarli. Per quanto riguarda gli effetti epatici di solito il trattamento & mirato a ri-
durre I'accumulo di porfirine somministrando ematina per via endovenosa e seguendo una dieta ad alto
contenuto di carboidrati; si pud inoltre ridurre la concentrazione plasmatica di protoporfirina interrom-
pendo il ricircolo entero-epatico tramite somministrazione di colestiramina. Quando il danno epatico &
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esteso ed evolve in cirrosi si ricorre al trapianto di fegato. La profilassi migliore nei casi di Porfiria cronica
consiste nella protezione dalla luce e da quei fattori in grado di favorire la reazione fototossica
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EPATITE AUTOIMMUNE

Marco Lenzi, Silvia Ferri
Dipartimento di Medicina Clinica
Universita di Bologna

La predilezione per il sesso femminile e la stretta associazione con alcuni antigeni HLA ha portato a rico-
noscere un ruolo rilevante della predisposizione dell’ospite nel favorire la comparsa delle malattie au-
toimmuni del fegato (1). Studi relativamente recenti hanno dimostrato come il substrato genetico sia in
grado di conferire suscettibilita a sviluppare la malattia e di condizionare il comportamento clinico della
stessa. I supposti meccanismi operanti nello sviluppo dell’epatite autoimmune quali I'attivazione linfoci-
taria, la differenziazione delle cellule effettici e la realizzazione del danno epatocellulare sono influenzati
da fattori genetici e il miglioramento della conoscenza di questi fattori pud migliorare il nostro potenziale
diagnostico e terapeutico. L'allele che conferisce suscettibilita all’epatite autoimmune (EAI) di tipo 1 & il
DRB1*0301 che codifica per gli antigeni HLA DR3. Il secondo fattore di rischio indipendente ¢ il
DRB1*0401 che codifica per gli antigeni HLA DR4 (2). Questi alleli singolarmente o in associazione
sono presenti in circa I'85% dei pazienti con epatite autoimmune del Nord Europa e Nord America. Nel-
I'epatite autoimmune di tipo 2 gli antigeni che conferiscono suscettibilita alla malattia sono stati iden-
tificati negli alleli HLA DRB1*07 in tutte le casistiche pubblicate, seppure abbastanza limitate dal
punto di vista della numerosita del campione (3). Gli stessi alleli si associano anche alla presenza dell’an-
ticorpo LKM1 nei pazienti con infezione da virus dell’epatite C. Le associazioni sopra riportate sug-
geriscono che la predisposizione genetica ed il supposto antigene bersaglio siano diversi fra epatite
autoimmune di tipo 1 e 2 pure in presenza di un comportamento clinico non sostazialmente differente (4).
Nell’ambito delle molecole HLA la sequenza aminoacidica che conferisce suscettibilita allo sviluppo del-
I'EAI di tipo 1 & stata identificata nella sequenza di sei aminoacidi in posizione 67-72 (LLEQKR) della
regione ipervariabile HVR3 della catena DRf e che I'elemento critico per questa suscettibilita & rappre-
sentato dalla presenza di una lisina (K) in posizione 71. Questa sequenza ¢ infatti condivisa sia dagli anti-
geni HLA DR3 che dagli antigeni HLA DR4 pur trattandosi di molecole con sequenza ed antigenicita
differenti. Il 94% dei pazienti anglosassoni e americani con EAI di tipo 1 & portatore della sequenza
LLEQKR ed in particolare della lisina in posizione 71 (5). Questa sequenza della molecola HLA realizza
una stuttura tridimensionale ottimale per I'interazione fra 'antigene scatenante la reazione autoimmuni-
taria e il T cell receptor dei linfociti CD4. Gli alleli HLA DRB1*0404 e DRB1#0405 descritti in asso-
ciazione con EAI di tipo 1 nella popolazione giapponese e messicana rispettivamente codificano per la
stessa sequenza con la sostituzione della lisina (K) in posizione 71 con una arginina (R) che, essendo un
aminoacido carico positivamente come la lisina, non modifica le caratteristiche di presentazione dei pep-
tidi antigenici da parte della sequenza stessa (6). Queste osservazioni hanno portato a formulare I'ipotesi
che la suscettibilita a sviluppare EAI sia conferita da alleli diversi che tuttavia condividono la stessa se-
quenza o una un sequenza funzionalmente analoga. Questa ipotesi ¢ in grado di spiegare 'associazione
della stessa malattia con alleli diversi nell’ambito dei diversi gruppi etnici. Nei pazienti del Nord Europa
e Nord America 'eta di insorgenza, il comportamento clinico e la risposta al trattamento sono influen-
zati dagli stessi alleli HLA che conferiscono suscettibilita alla malattia. I pazienti con DRB1*0301 esor-
discono di solito ad un’eta pitt giovane, con una malattia pit severa dal punto di vista biochimico e
istologico rispetto ai pazienti con DRB1*0401. Questi ultimi si caratterizzazno per una piu frequente
concomitanza di malattie autoimmuni, un’esordio di malattia in eta pili avanzata e nel complesso un de-
corso di malattia pit mite. I pazienti portatori dell’allele DRB1*0301 presentano una maggiore resi-
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stenza alla remissione in corso di trattamento con steroidi, tendono a riattivare piu frequentemente la ma-
lattia dopo sospensione dello steroide e pit frequentemente sviluppano un’insufficienza d’organo che ri-
chiede il trapianto. In Italia, pure disponendo di casistiche numericamente molto piu limitate rispetto a
quelle britanniche e nord americane, I'aplotipo HLA B8-DR3-DQ2 si conferma come elemento di su-
scettibilita per I'epatite autoimmune di tipo 1, mentre I’allele DRB1*0401 non é risultato associato (7).
Lantigene DR?7 si ¢ dimostrato associato alla reattivita LKM1 sia nel’EAI di tipo 2 che nelle epatiti da
HCV positive per tale autoanticorpo. E’ verosimile che questi risultati risentano della scarsa numerosita
del campione studiato e che incrementando il numero delle osservazioni si ottengano risultati sovrappo-
nibili a quelle riportati in letteratura per il Nord Europa. Lassociazione fra I'esordio di malattia nel paziente
anziano e I'antigene HLA DR4 da noi osservato supporterebbe indirettamente questa ipotesi (8). In con-
clusione gli alleli che conferiscono suscettibilita per 'EAI favoriscono la presentazione di antigeni self (an-
cora sconosciuti) a linfociti CD4 autoreattivi conferendo alla tasca della molecola HLA che presenta
I'antigene una particolare conformazione che ne ottimizza il riconoscimento antigenico. Il fenotipo cli-
nico di malattia & condizionato da quegli stessi alleli che conferiscono suscettibilita all’EAI in associazione
con altri cofattori ereditari. L'associazione con alleli differenti in differenti gruppi etnici & in gran parte spie-
gabile con la condivisione da parte dei diversi alleli della stessa breve sequenza aminoacidica o di simili
residui aminoacidici nella porzione chiave della tasca che presenta 'antigene (ipotesi della sequenza con-
divisa). E’ possible che diversi promotori di autoimmunita all’interno o all’esterno del sistema maggiore
di istocompatibilita possano sinergizzare con i fattori di rischio primari nel favorire la comparsa e I'espres-
sione clinica di malattia.
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Most of the HCCs are developed in cirrhotic liver. Cirrhosis of any origin and dysplastic nodules have long
been considered to be the likely precursors of HCC because of their frequent association with the HCC oc-
currence. As in other solid tumors, a large number of genetic alterations accumulate during the carcino-
genetic process. Altogether, HCC development resembles to other solid tumors because it is a multi-step
process, but it is also a particular process due to the large number of different risk factors that are associ-
ated with tumor occurrence. They mainly include infection with the hepatitis B virus (HBV) or hepatitis
C virus (HCV), heavy alcohol intake, prolonged dietary exposure to AFB1 or vinyl chloride and primary
hemochromatosis. In vast majority of the HCC cases, at least one of these risk factors can be identified, ei-
ther alone or in combination and the presence of each risk factor among patients varies according to the
geographical origin of the patients {6]. This natural clinical diversity of HCCs is also found at the genetic
level and as expected, a large number of genetic alterations have been described in HCC, some of them are
specific of risk factors. Finally, each HCC tumor shows a broad variety of accumulated genetic and epige-
netic alterations.

In fact, as proposed by Vogelstein in overall cancer, HCC is a DNA disease due to the accumulation of ge-
netic and epigenetic alterations and more specifically of genes that control cell cycle and cell proliferation.
Some of the observed genetic alterations are widely shared among the different tumor types, however the
association of the recurrent genetic alterations is highly specific of a tumor type. Therefore the compre-
hensive knowledge of a broad field of genetic alterations in a tumor type and the study of the correlation
between these alterations and the different clinical and histological parameters allow to refine the tumor
classification and the understanding of the multistep carcinogenesis process.

Altogether, genetic alterations accumulated in HCC are numerous with over 20 different genes involved
affecting at least 4 principal signaling pathways. To understand the underlying mechanisms between these
various genetic alterations, we analyzed a series of 137 French HCC tumors related to various risk factors.
We found that chromosome instability together with TP53 and AXINI mutations were closely related to
HBYV infection. In contrast the second hepatocarcinogenesis pathway defined by f-catenin mutation asso-
ciated with chromosome 8p deletion in a context of chromosome stability is significantly associated with
the absence of HBV infection. Furthermore, chromosome instability measured by the fractionnal allelic loss
(FAL) was an independent prognostic marker in resected HCC.

In a more recent study, we performed a genome wide transcriptomic analysis of 60 HCC tumors together
with an exhaustive characterization of structural genetic alterations and clinical parameters. In this study,
unsupervised transcriptomic analysis identified six robust subgroups of HCC (termed G1 to G6) associ-
ated with clinical and genetic characteristics. The main classification divider was chromosome stability sta-
tus. Tumors from group G1 to G3 were chromosome instable whereas tumors from G4 to G5 were
chromosome stable (G4 to G5). Indeed, tumors presenting chromosome instable phenotype demonstrated
a trancriptomic profile strikingly different from chromosome stable ones. Once again chromosome insta-
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bility appears as the main driver of tumor classification. In addition, genetic alterations and pathways
analyses allowed for a refined transcriptomic classification: G1-tumors were related to a low copy number
of HBV and overexpression of genes expressed in fetal liver and controlled by parental imprinting; G2 in-
cluded HCC infected with a high copy number of HBV, PIK3CA and TP53 mutated cases; G3-tumors
were TP53 mutated without HBV infection, a frequent P16 methylation and showed over-expression of
genes controlling cell-cycle; G4 was a heterogeneous subgroup of tumors including TCFI mutated ade-
nomas and carcinomas; G5 and GO0, were strongly related to -catenin mutations leading to Wnt pathway
activation; G6-tumors presented satellite nodules, higher activation of the Wnt pathway and a E-cadherin
under-expression. This 6-group classification has clinical application regarding the development of targeted
therapies for HCC because specific pathway activations, particularly AKT and Wnt pathways, are closely
associated to subgroups G1-G2 and G5-G6 respectively. Therefore we identified and validated a robust 16-
gene signature to classify HCC tumors into the 6-group transcriptomic classification. This signature should
be very useful to determine alterations of specific pathways and to predict putative response to targeted
drugs.

Conclusion: Hepatocellular carcinoma has been extensively studied in term of genetic alteration in the
last 10 years and our knowledge has dramatically increased in this field leading to the definition of the dif-
ferent altered pathways in hepatocarcinogenesis. Transcriptomic classification is closely related to tumor
genotype. In fact, tumor suppressor gene inactivation and activation of oncogene, by somatic gene muta-
tion or epigenetic modifications are strongly linked to the different pathway alterations. Global classifi-
cation using molecular signature will be very important to define homogeneous sub-group of tumors with
similar genotype and combination of altered pathways. Moreover, in the future, the best use of targeted
drugs will require extensive definitions of the genotypes of the tumors. In this context, molecular classi-
fication, particularly using transcriptomic signature are promising tools to understand and then to predict
efficiency of those novel drugs, leading to a “a la carte” treatment.
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COLANGIOCARCINOMA
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Il colangiocarcinoma rappresenta circa il 10 % dei tumori maligni primitivi del fegato. Da un punto di
vista anatomico il colangiocarcinoma pud essere classificato in due forme, intra ed extraepatica (1-4). Re-
centi studi epidemiologici hanno segnalato ovunque un progressivo incremento di incidenza e prevalenza
di colangiocarcinoma che riguarda essenzialmente la forma intraepatica (1, 2). Tutti i fattori di rischio
oggi conosciuti hanno come comune denominatore 'infiammazione cronica, associata ad una parziale ostru-
zione del flusso biliare, che, dopo un certo periodo di latenza, risulta in grado di indurre il processo carci-
nogenetico. Questo é confermato dall’insorgenza tardiva della neoplasia (quinta-ottava decade) che tuttavia
diviene pit precoce (al di sotto dei 50 anni) in presenza di condizioni in cui 'entita dell’infiammazione &
maggiore, come la colangite sclerosante primitiva. Secondo recenti evidenze, 'ossido nitrico svolgerebbe
un ruolo chiave nel processo carcinogenetico, in quanto la sua eccessiva produzione indotta da citochine
pro-infiammatorie (TNF-q, IL-6 etc.), determinerebbe danno ossidativo a carico del DNA dei colangio-
citi (5). Recenti evidenze suggeriscono anche un ruolo della ciclossigenasi 2 (COX-2), I'enzima limitante
nella biosintesi delle prostaglandine a partire dall’acido arachidonico, nel promuovere la crescita del co-
langiocarcinoma, sia in modelli animali che nell'uomo (6). Tale enzima risulterebbe indotto, via ossido ni-
trico dall’isoforma inducibile dell’ossido nitrico sintetasi (iNOS), dagli ossisteroli (derivati
dell’ossigenazione del colesterolo presente nella bile di pazienti con malattie infiammatorie dell’albero bi-
liare) e da alcuni acidi biliari, come il deossicolico, mediante transattivazione del recettore del’EGFR (7).
Gli acidi biliari sarebbero anche capaci di bloccare la degradazione della proteina Mcl-1 (proteina 1 della
leucemia mieloide) una proteina antiapoptotica appartenente alla famiglia Bcl-2, sempre mediante atti-
vazione del’EGFR. Numerosi studi hanno dimostrato come I'IL-6 attiva sia p44/p42 che p38, entrambi
appartenenti alla famiglia MAPK, i quali, a turno, riducono l'espressione di p21 (WAF/CIP1), una pro-
teina che controlla il ciclo cellulare (8). Recentemente, inoltre, & stato dimostrato che ’azione carcinoge-
netica dell'IL-6 dipende dall’incremento di Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1), proteina che appartiene alla
famiglia antiapoptotica BCL-2. Questo effetto dipenderebbe dall’aumentata attivazione di STAT3, attivata
in maniera costitutiva nei colangiociti maligni e regolatrice della trascrizione di Mcl-1. Queste evidenze
giustificano un’azione antiapoptotica dell'IL-6 ed aprono una nuova prospettiva sull’'uso degli inibitori di
STAT-3 nel trattamento del colangiocarcinoma umano (9). Recenti studi dimostrano che il colangiocarci-
noma intra-epatico esprime recettori per estrogeni e per IGF1 (fattore di crescita insulino-simile) e che il
blocco del recettore per IGF1 determina un arresto della crescita cellulare. Il colangiocarcinoma, inoltre,
esprime recettori per il GABA e, sperimentalmente, & possibile bloccare la crescita neoplastica modulando
tali recettori (3).

Una riduzione od una disregolazione dei meccanismi alla base del processo apoptotico comporta la so-
pravvivenza di colangiociti affetti da mutazioni del DNA, i quali nel tempo potrebbero andare incontro
ad una trasformazione maligna. Un aumento dell’espressione di Bcl-2, una mutazione di K-ras e/o una di-
sregolazione di p53 sono stati associati con I'inibizione del processo apoptotico (1-4). E’ stato dimostrato
come la proteina Bcl-2 sia iperespressa nelle cellule di colangiocarcinoma, le quali possiedono una soglia
di apoptosi significativamente maggiore comparata ai colangiociti normali. Mutazioni puntiformi del-
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I'oncogene K-ras si verificano in una vasta gamma di tumori umani, inclusi i tumori delle vie biliari. Tali
mutazioni sono state individuate nel codone 12 e vedono la sostituzione di glicina (GGT) con acido aspar-
tico (GAT) o, meno frequentemente, con valina (TGT). Inoltre, mutazioni meno frequenti con sostituzione
di GGT con GAT sono state individuate al codone 13 e, al codone 61, con sostituzione di CAA con CAC.
Molti studi hanno rilevato un’alta incidenza della mutazione del gene p53 nei colangiocarcinomi intrae-
patici, variabile dal 20 all’'80%. E’ stato dimostrato come questa anomalia sia pil frequente nei tumori
formanti massa, suggerendo percio che la mutazione di p53 sia legata allo sviluppo del colangiocarcinoma
intraepatico originante dai piccoli dotti biliari periferici (1-4).

Lespressione della telomerasi umana e stata dimostrata essere omogenea nelle cellule di colangiocar-
cinoma intraepatico, mentre la sua espressione € eterogenea nelle lesioni displastiche delle vie biliari. Que-
sto enzima e assente nei colangiociti normali e in condizione di epatolitiasi, suggerendo percio che i
colangiociti maligni acquisiscono l'attivita telomerasica nello stato di displasia, che porta successivamente
alla trasformazione maligna. Studi recenti hanno dimostrato che 'aumento dell’attivita telomerasica é fa-
vorito dall’azione dell'TL-6 (5-9). 1l glutatione ridotto (GSH) rappresenta la principale difesa intracellulare
contro lo stress ossidativo in corso di inflammazione.

Lalta capacita invasiva e metastatica sono due altre importanti caratteristiche delle cellule di colan-
giocarcinoma. Il colangiocarcinoma esprime una grande quantita di metalloproteinasi di matrice (MMP)
ed ¢ stata vista una correlazione tra alti livelli di MMP ed una maggiore invasivita tumorale. LHuman
aspartyl (asparaginyl) f-hydroxylase (HAAH) e le proteine che fanno parte della famiglia del fattore di
crescita del tessuto connettivo sono anch’essi altamente espressi nelle cellule di colangiocarcinoma, ed i loro
livelli correlano con un’aumentata capacita di motilita cellulare ed invasione neoplastica (10). L'aggressi-
vita delle cellule di colangiocarcinoma & anche dovuta al fatto che tali cellule stimolano lo sviluppo di una
ricca rete vascolare, la cui funzione & quella di sostenere i bisogni metabolici e di assicurare un adeguato
supporto di ossigeno e nutrienti. Inoltre, nelle cellule di colangiocarcinoma intraepatico sono richiesti
alti livelli di fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF) per mantenere un’adeguata vascolarizzazione
tumorale (1-4, 11-13). Alcuni studi hanno dimostrato che I'espressione di VEGF é stimolata dal TGF-§,
il quale & maggiormente espresso dalle cellule mesenchimali limitrofe e, in misura minore, dalle cellule ma-
ligne, suggerendo cosl un meccanismo autocrino/paracrino in grado di stimolare la produzione di VEGF
necessario per la crescita tumorale. Il rilascio autocrino di VEGF da parte delle cellule di colangiocarci-
noma avviene anche da parte di fattori che stimolano la crescita come IGF-1 ed estrogeni.

Recentemente, la libreria di cDNA di colangiocarcinoma intraepatico € stata confrontata con quella
dell’epatocarcinoma mediante analisi seriale di espressione genica. Mediante questa analisi sono stati iden-
tificati 3 geni come markers specifici di colangiocarcinoma intraepatico e cioé biglycan, IGF-binding pro-
tein 5 and claudin-4. la combinazione dei tre geni € risultata utile nel distinguere il colangiocarcinoma
dall’epatocarcinoma e dall’adenocarcinoma metastatico (14).

Usando tecniche di “global gene expression” tre studi relativamente recenti (16-18) hanno dimo-
strato una serie di geni overespressi nel colangiocarcinoma rispetto al tessuto normale e tra questi compa-
iono i geni che codificano per i recettori estrogenici e per vari componenti del sistema IGF-1 e -2. Questi
dati danno ulteriore supporto ai risultati dei nostri studi (11-13, 15) che dimostrano un ruolo chiave degli
estrogeni e dei loro recettori nel modulare la crescita neoplastica in questa neoplasia. Gli estrogeni in si-
nergismo con il sistema IGF1 sono in grado di promuovere la crescita tumorale sia direttamente sia atti-
vando il sistema VEGF e le neoangiogenesi (19). Espressione dell’attivazione dl sistema IGF1 durante la
crescita neoplastica ¢ la secrezione nella bile di IGF1. Quando i livelli di IGF1 sono stati misurati nella bile
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raccolta in corso di ERCP di pazienti con colestasi ostruttiva, i pazienti con colangiocarcinoma hanno mo-
strato valori nettamente superiori rispetto a pazienti con carcinoma del pancreas o cause benigne di cole-
stasi ostruttiva (13). Pertanto, la misurazione dell'IGF1 nella bile potrebbe rappresentare un marker
diagnostico importante qualora si riuscisse ad ottenere simili risultati nella bile raccolta con metodiche
meno invasive quali una comune gastroscopia o la enterocapsula. Solo questo potrebbe consentire di ap-
plicare la metodica su larga scala per lo screening di popolazioni a rischio.
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SUSCETTIBILITA GENETICA AL DANNO EPATICO
DA ALCOOL E DA FARMACI

Luca Miele', Marco Biolato', Consuelo Cefalo', Giovanni Gasbarrini', Chris P. Day’, Antonio Grieco'
"' Dipartimento di Medicina Interna, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma.
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Introduzione

La suscettibilita genetica al danno epatico trova la sua massima espressione clinica nel mondo del danno
da alcol e da farmaci.

Nel campo dei farmaci la estrema variabilita di risposta individuale a dosi differenti rende conto della epi-
demiologia crescente della idiosincrasia e delle implicazioni cliniche e macro economiche che coinvolgono
il sistema della sanita pubblica. Basti infatti pensare che il danno epatico da farmaci, che pud mimare qua-
lunque forma di epatopatia, rappresenta circa il 10-13% di tutte le cause di insufficienza epatica negli
USA ed ¢ responsabile di numerosi casi incidenti di epatite a differenti gradi di severita clinica sia nella
pratica clinica che nei trial di nuovi farmaci.' In tal proposito basti pensare che I'epatite da farmaci rap-
presenta il motivo principale di interruzione dei trial (33%) ed la causa principale (20%) del ritiro dei
nuovi farmaci nella fase della “post-marketing surveillance”.>* Non tutti i pazienti che assumono, ad esem-
pio, la stessa dose di lovastatina sviluppano un’elevazione delle transaminasi.” Esiste quindi una marcata
variabilita, sia interindividuale che interetnica nella capacita di metabolizzare i farmaci. Tale variabilita
rende parzialmente conto delle differenti risposte cliniche (dalla mancanza di effetti alla comparsa di gravi
effetti tossici) alla stessa dose di farmaco quotidianamente osservate nella pratica clinica.>® A determinare
tale variabilita concorrono fattori di natura diversa: fisiologici (eta, sesso), patologici (es. malattie epatiche
o renali), ambientali (es. interazioni tra farmaci o altri composti chimici), e genetici.” A complicare la sto-
ria del paziente con epatite da farmaci e la frequente osservazione del “rechallenge” involontario che pud
complicare il decorso della epatopatia.®?!!!

Sul piano epidemiologico altrettanto importante risulta essere I'incremento annuo in Italia dei casi di al-
colismo e di morte per problemi alcol-correlati (incidenti stradali, suicidi, infortuni sul lavoro, cirrosi e
patologia tumorale) con notevoli implicazioni di managment clinico specialmente nelle fasi avanzate della
epatopatia alcolica.'? D’altro canto, & noto che non tutti i soggetti con elevato introito alcolico sviluppano
una epatopatia alcolica’. Gli studi condotti su gruppi di gemelli hanno mostrato che la concordanza per
cirrosi alcolica e significativamente maggiore in gemelli monozigotici che nei dizigotici, conducendo alla
conclusione che circa il 50% della suscettibilita al danno da alcool possa essere attribuita a fattori gene-
tici.!

Patogenesi del danno epatico e suscettibilita genetica

Benché noti da lungo tempo come agenti epatotossici, alcol e farmaci nascondono ancora molti aspetti pa-
togenetici da chiarire. La epatotossicita da farmaci e da alcol non pud prescindere dalla conoscenza delle
funzioni epatiche e dal ruolo centrale svolto dal fegato nella complessa regolazione metabolica dei processi
di biotrasformazione epatica.

Intuitivamente, la suscettibilita al danno indotto da un agente potenzialmente epatolesivo & marcatamente
influenzata da una suscettibilita individuale su base genetica, che verosimilmente viene ereditata con mo-
dalita di tipo poligenico. I fattori genetici, in particolare, sono sovente chiamati in causa per spiegare la
differente risposta inter-individuale alla stessa dose di uno xeno-biotico e per comprendere il motivo del
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danno epatico di tipo idiosincrasico o non prevedibile. Immaginando 'ingresso dell’alcol e/o del farmaco
all’interno di un sistema complesso come 'organismo umano risulta evidente come la variabilita dei sistemi
deputati al metabolismo della sostanza sia un determinante della risposta dell’organismo umano e del-
'eventuale esposizione dell’organismo stesso ad un possibile danno d’organo.

Un problema aperto per la generazione del dato di associazione tra fenotipo clinico e variabilita genetica
risiede nella metodologia sperimentale scelta per la ricerca della associazione. In maniera schematica pos-
siamo distinguere un approccio “hypothesis driven” (tipica degli studi di associazione con un polimorfi-
smo genico tipo SNP, single nucleotide polymorphism) ed un approccio “hypothesis free” (tipica degli
studi che prevedono lo scan di tutto il genoma). La differenza sostanziale nei due approcci comporta anche
un differente calcolo per la numerosita campionaria e differenti metodologie statistiche per evitare possi-
bili errori del I o del IT tipo."” Entrambi gli approcci richiedono comunque una validazione dei risultati
che confermino 'associazione genotipo-fenotipo come ad esempio attraverso lo studio del modello speri-
mentale e/o di famiglie.'

Un approccio hypothesis free basato sul wide genome scan in microarray & stato di recente effettuato su
biopsie epatiche!” con evidenza di 586 geni differentemente espressi nelle epatiti alcoliche rispetto alle stea-
tosi alcoliche e 211 espressi nei soggetti alcolisti senza epatopatie. I geni up-regolati codificavano per pro-
teine coinvolte nei processi di adesione cellulare, della risposta immune, oncogenesi e trasduzione del
segnale; i down-regolati includevano geni per la sintesi proteica, e per i fattori di trascrizione.
Lapproccio piu classico prevede I'identificazione di geni candidati sulla base delle conoscenze di fisiopa-
tologia della malattia che possono presentarsi in forma polimorfica. Tale termine identifica nella popola-
zione un carattere monogenico presente in almeno due fenotipi (probabilmente almeno due genotipi), di
cui il piu raro con frequenza di almeno 1-2 %. Il presente approccio, tuttavia, non € scevro da rischi di
falsi positivi e/o falsi negativi dovuti molto spesso alla numerosita campionaria.

I sistemi enzimatici deputati al metabolismo dell’alcol rappresentano degli utili esempi di geni candidati
nel danno da alcol.'® Un esempio tipico & rappresentato dal polimorfismo di almeno uno dei due enzimi
che metabolizzano I'etanolo stesso, I’alcol deidrogenasi (ADH) e 'aldeide deidrogenasi (ALDH)."” Le va-
rianti iperattive di ADH (es ADH 2%2) e le forme inattive di ALDH (ALDH2%2) sono state associate ini-
zialmente al danno epatico da alcol, ma tali risultati non sono mai stati confermati associati alla progressione
verso la cirrosi ed il contributo alla insorgenza di HCC sembra essere dubbio.

Come ¢ noto, i farmaci sono sottoposti a metabolismo epatico mediante reazioni di bioattivazione/detos-
sificazione attraverso il sistema monossigenasico mitocondriale dipendente dal citocromo P450 (CYP-
450).?° Inoltre, & noto che 'alcool & in grado di modulare il potenziale epatotossico dei farmaci attraverso
I'induzione, I'inibizione e la competizione per il substrato dei citocromi P-450. Su questo complesso sce-
nario si inserisce 'osservazione che polimorfismi del CYP-450 sembrano essere in varia misura capaci di
modulare I'entita del danno epatico indotto da alcool e da farmaci.

Per tale motivo il sistema microsomiale rappresenta un ideale network di geni candidati. I citocromi P-
450 rappresentano l'enzima chiave della fase I della metabolizzazione, caratterizzata dall’introduzione di
gruppi funzionali (-OH, -NH2, -SH, -COOH) che rendono la molecola pit idrosolubile. All'incirca 14 fa-
miglie di citocromi P-450 sono state identificate nell'uomo®'. Di seguito riportiamo le maggiori evidenze
della letteratura.

CYP2C9 - Questa isoforma rappresenta il 18% del totale dei citocromi®’. Questo enzima metabolizza un
gran numero di molecole molto impiegate in terapia, ad esempio diclofenac, ibuprofene, indometacina, na-
prossene, celecoxib, warfarin, fenitoina e losartan. Fluconazolo, metronidazolo ed amiodarone sono potenti
inibitori di questo enzima, mentre la fenitoina ed i barbiturici possono indurne l'attivita. Ad oggi, di que-
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sto citocromo sono note tre varianti alleliche per sostituzione di un singolo aminoacido: *1 (la variante wild-
type), ¥2 (R144C) e *3 (I359L)*. Lomozigosi *3/*3 appare correlata ad una severa riduzione della capa-
cita metabolizzante del CYP2C9, e pertanto la clearance media di farmaci come warfarin, tolbutamide,
glipizide, celecoxib, e fluvastatina si riduce al di sotto del 25% rispetto al wild type, mentre I'allele *2 &
associato ad una riduzione intermedia dell’attivita enzimatica. Questo ha fatto sorgere alcuni timori sulla
sicurezza dell’uso del warfarin, il cui effetto terapeutico correla strettamente con le concentrazioni pla-
smatiche. In U.S.A. & stato condotto un trial di farmaco-genomica che prevedeva la determinazione del ge-
notipo CYP2C9 prima dell'inizio della terapia con warfarin, e si & osservato che pazienti portatori degli
alleli *2 e *3 tendevano pit facilmente a raggiungere un INR >4 rispetto ai wild type (P=0.03)**. La fre-
quenza degli alleli nella popolazione caucasica ¢ del 8-12% per il CYP2C9*2 e del 3-8% per il
CYP2C9%3%. Farmaci che sono substrati del CYP2C9 sono noti per essere epatotossici. Ad ogni modo, non
¢ chiaro se variazioni dell’attivita enzimatica abbiano un ruolo nel determinare o predire il rischio di epa-
totossicita, ad eccezione di singoli case-report. Ad esempio, € stato descritto un caso di severa epatotossi-
cita da leflunomide associata al genotipo CYP2C9*3/ CYP2C9*3%,

CYP2C19 - Questa isoforma & resposabile del metabolismo di farmaci quali omeprazolo, diazepam, pro-
pranolo, labetalolo, glucocorticoidi, steroidi sessuali, ketoconazolo, imipramina e warfarin®”**. I soggetti
portatori di variati alleliche del CYP2C19 che ne compromettono significativamente l'attivita enzimatica
sono convenzionalmente chiamati “metabolizzatori lenti” (poor metabolisers). Ad oggi sono due le variati al-
leliche note: CYP2C19%2, caratterizzata da una singola sostituzione nucleotidica che produce un sito di
splicing aberrante nell’esone 5, con conseguente scivolamento del codice di lettura con creazione di un co-
done di stop prematuro, e CYP2C19%3, caratterizzata dalla sostituzione G—= A in posizione G36 dell’esone
4, che crea un codone di stop prematuro®’. Nella razza caucasica, il CYP2C19%*2 sembra rappresentare il
95% dei “metabolizzatori lenti”®', mentre il CYP2C19%*3 & estremamente raro’”. Il ruolo dei polimorfi-
smi del CYP2C19 nella epatotossicita indotta da farmaci non & ancora ben chiaro ed & supportato per ora

t*>. Recentemente & stato fatto un tentativo di caratterizzare in una serie di 60 pa-

soltanto da case repor
zienti spagnoli con reazione epatotossica da farmaci la prevalenza dei polimorfismi del CYP2C9 e del
CYP2C19; i risultati sono stati pero deludenti in quanto hanno mostrato una prevalenza sovrapponibile a
quella che si osserva nella popolazione generale caucasica®.

CYP2D6 - CYP2DG6 costituisce il 2% del totale dei citocromi epatici ed & responsabile delle reazioni di
ossidazione debrisoquine/destrometorfano®. I farmaci che subiscono ossidazione da questo sistema enzi-
matico comprendono beta-bloccanti, antidepressivi triciclici, inibitori selettivi del re-uptake della seroto-
nina, antipsicotici, antiaritmici ed oppioidi*®. Contrariamente ad altri citocromi, CYP2D6 non ¢ inducibile.
Nella razza caucasica i “metabolizzatori lenti” rappresentano il 3-10% dei soggetti®’. Sono state descritte
in letteratura almeno 70 varianti alleliche del CYP2DG6, 15 delle quali codificano per proteine non fun-
zionanti. Vi sono in letteratura alcune segnalazioni di epatotossicita in pazienti “metabolizzatori lenti”
dopo assunzione di farmaci ossidati dal CYP2DG6. Ad es, & stato descritto il caso di una ragazza di 26 anni,
portatrice omozigote della variante CYP2D6%4, che ha sviluppato un’epatite acuta severa dopo ingestione
di te di senna per alleviare la stipsi®®. Sono stati riportati anche casi di epatotossicita da antidepressivi, in
particolare il trazodone®. Inoltre, si & verificato un caso di epatite fulminante fatale da trazodone in cui il
paziente assumeva contemporaneamente la tioridazina, un noto inibitore del CYP2DG6 capace pertanto di
provocare un sensibile incremento dei livelli plasmatici dei metaboliti tossici del trazodone™. Per la mian-
serina, anch’essa metabolizzata dal CYP2DO6, ¢ stato proposto invece un meccanismo di epatotossicita im-
muno-mediata®.

CYP3A4 - 11 CYP3A4 & codificato da un gene mappato sul cromosoma 7 alla banda q22.1 ed & responsa-
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bile della biotrasformazione di molti composti endogeni e farmaci, inclusi immunosoppressori, calcio-an-
tagonisti, antiblastici, antistaminici, sedativi ed estrogeni di sintesi*?. La capacita metabolizzante di que-
sto enzima pud variare pit di 20 volte tra i soggetti. Il CYP3A4 & 'isoforma pil abbondante nel fegato
umano, rappresentando circa il 30% del totale®. Il CYP3A4 pud essere indotto dalla colestasi acuta o da
elevate concentrazioni di acidi biliari** In un modello sperimentale animale, il CYP3A4 ¢ sembrato essere
coinvolto, accanto al CYP2E1, nel potenziamento alcool-mediato dell’epatotossicita da acetaminofene®.
Diversi farmaci usati nella pratica clinica vengono metabolizzati dal CYP3A4, quindi & ragionevole ipo-
tizzare che polimorfismi di questo citocromo conducano ad una differente generazione di metaboliti reat-

xlv

tivi potenzialmente epatotossici, come nel caso della colangiopatia indotta da flucloxacillina®, la colestasi
indotta da trioleandomicina®’ e la citonecrosi indotta da troglitazone®®. Recentemente, casi di severa epa-
totossicita dovuta a reazioni sfavorevoli tra amiodarone-simvastatina® e raloxifene-fenofibrato’® sono state
correlati all’inibizione del CYP3A4.

CYP2E] - I1 CYP2EL e il responsabile a livello epatico del metabolismo dell’etanolo, che come ¢ noto ha
anche un’altra via metabolica mediata dall’enzima alcool-deidrogenasi (ADH) che & prevalente nei soggetti
normali. Lesposizione prolungata all’etanolo satura la capacita metabolizzante del’ADH ed incrementa,
fino a 20 volte, il CYP2E1. Pertanto, ¢ intuibile che i polimorfismi funzionali rappresentino solo uno dei
possibili fattori nella variazione individuale dell’attivita del CYP2EL. Sono state condotte numerose ri-
cerche volte ad identificare polimorfismi a singolo nucleotide del CYP2E1°'°?°?. Sono emersi finora due
alleli: c1 (wild type) e c2. Lomozigosi c2/c2 & associata ad un incremento fino a 10 volte dell’attivita me-
tabolizzante dell’enzima, e cid potrebbe risultare in una piti alta esposizione del fegato ai mediatori tossici
indotti dall’etanolo. Tuttavia, studi che hanno tentato di correlare questi polimorfismi al rischio di svi-
luppare cirrosi alcolica hanno dato finora esito negativo. Il CYP2E1 é risultato coinvolto nella formazione
di agenti ossidanti nella reazione di metabolizzazione dell’etanolo (specie reattive dell’ossigeno e radicale
idrossietilico)’*. I fenomeni ossidativi contribuiscono allo sviluppo dei danni epatici indotti da alcool sia
direttamente, per apoptosi degli epatociti, sia indirettamente stimolando la produzione di collagene da
parte delle cellule stellate’. La valutazione funzionale dell’attivita del CYP2EL1 in soggetti alcoolisti ha mo-
strato una notevole variabilita interindividuale, che potrebbe costituire un fattore di rischio per la pro-
gressione del danno epatico’®’. Inoltre, il danno epatico indotto da etanolo & anche mantenuto da una
risposta infiammatoria contro gli epatociti, ed & stato osservata una reazione autoimmune contro il CYP2E1
reso antigenico dal danno da radicali liberi (autoanticorpi anti-CYP2E1)*®. Le interazioni tra alcool e far-
maci sembrano operare in modo diverso qualora si tratti di abuso alcolico acuto oppure cronico. Durante
I'abuso cronico, I'etanolo induce il CYP2E1 ed aumenta la suscettibilita al danno epatico da acetamino-
fene, isoniazide, metotrexato, alotano e cocaina. Durante 1’abuso acuto, invece, I’etanolo esercita una com-
petizione per il substrato nei confronti dell’acetaminofene, riducendo la velocita del metabolismo del
farmaco nei suoi metaboliti intermedi tossici. Questo effetto apparentemente protettivo € parzialmente
contrastato dalla capacita dell’alcool di rallentare la degradazione del CYP2E1, percid potenziando la for-
mazione di intermedi tossici dell’acetaminofene una volta che & terminato 1'abuso alcolico.

Ottimi geni candidati sono peraltro i geni coinvolti nella codifica dei meccanismi di protezione dallo stress
ossidativo. Esistono due principali sistemi di protezione per 'epatocita: il primo € rappresentato dal-
I'inattivazione da parte di intermedi instabili che legandosi al Citocromo P450, ne consentono la distru-
zione e la impossibilita di perpetuare la formazione di ulteriori composti reattivi. Il secondo meccanismo
consente la inattivazione di queste molecole altamente reattive ed instabili ad opera di enzimi protettivi
(superossido-dismutasi: SOD, catalasi, glutatione-perossidasi: GSH). Non va dimenticato il ruolo dei si-
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stemi antiossidanti costituiti da micronutrienti e vitamine (es. vit E). Esiste anche un polimorfismo genetico
anche per altri sistemi enzimatici deputati alla farmacometabolizzazione (N-acetiltransferasi 2, diidropi-
rimidina deidrogenasi, tioprina metiltransferasi, pseudocolinesterasi).

GSTMI1 e GSTTI - La Glutatione S-Transferasi (GST) & una superfamiglia di enzimi detossificanti di fase
II e di proteine di legame, identificata in tutti i sistemi procarioti ed eucarioti ,che ha la funzione di eli-

59,00 T] recente stu-

minare sostanze xenobiotiche dannose come cancerogeni, inquinanti ambientali e farmaci.
dio caso-controllo condotto da Ladero et al.®' nella popolazione spagnola affetta da epatite cronica HCV
e/o alcol-relata, con lo scopo di investigare se soggetti con genotipo nullo per GSTT1 ed M1 avessero un
pit alto rischio di sviluppare HCC, non ha evidenziato nessuna relazione significativa tra i polimorfismi
di GSTT1 e/o GSTM1 ed il rischio di sviluppare HCC. Peraltro, nello stesso studio il gruppo dei soggetti
bevitori con HCC presenta rispetto agli altri soggetti con differenti fattori di rischio per epatocarcinoma,
una maggiore prevalenza del genotipo doppio nullo per GSTT1 e M1 (associazione non statisticamente si-
gnificativa). Un recente studio di Huang YS ha individuato, nei soggetti portatori dell’allele GSTM1I-
null, un rischio aumentato di effetti collaterali (tossicita epatica), associati all'uso di isoniazide come far-
maco antitubercolare.®? In uno studio condotto su 26 bambini trattati con metotrexate per leucemia lin-
foblastica acuta o linfoma maligno, la presenza dell’allele GSTM1 wild-type & risultata associata ad un
maggior rischio di tossicita epatica.”’ In uno studio condotto su 51 pazienti con cancro del colon-retto
metastatico, trattati con lo schema terapeutico di associazione 5-fluorouracile/ irinotecan/ leucovorina, &
stato dimostrato un maggior rischio di tossicita legato alla presenza dell’allele nullo di GSTT1.% In uno
studio condotto in Taiwan, in un gruppo di lavoratori esposti alla dimetilformammide (DMF), solvente uti-
lizzato nella produzione di pelli e resine sintetiche, & emersa un’associazione significativa (maggior rischio
di epatopatia) tra la presenza di epatopatia (valutata in base ai reperti ecografici ed ai valori delle transa-
minasi), il tasso di esposizione a DMF e la presenza del genotipo GSTT1 nullo, dopo aver aggiustato per
possibili fattori di confondimento.® Per quanto riguarda il ruolo svolto dai polimorfismi di GST nel danno

1.6 su una popolazione di 389 pazienti

epatico da alcol, un primo studio condotto da Savolainer VT et a
con diverso consumo alcolico ( 33 astemi, 43 bevitori moderati e 313 forti bevitori) non ha evidenziato
differenze significative nella frequenza dell’allele GSTM1 null tra i diversi gruppi. La frequenza dell’allele
nullo risultava comunque pit bassa (anche se I'associazione non era statisticamente significativa, p< 0.07;
OR-= 1.75) tra i forti bevitori con istologia normale rispetto ai soggetti con epatopatia alcolica (ALD).
Inoltre, confrontando il gruppo dei forti bevitori senza ALD con il gruppo dei forti bevitori con fibrosi lieve,
si evidenziava in questi ultimi una frequenza superiore (ma non statisticamente significativa) del poli-
morfismo nullo di GSTM1 (p= 0.05). Tale differenza risultava peraltro statisticamente significativa nel
gruppo con fibrosi epatica avanzata (P< 0.025). Per contro, in uno studio condotto su pazienti con epato-
patia alcol-relata e controlli sani reclutati in tre centri inglesi, Brind et al.®” non hanno evidenziato alcuna
associazione tra i polimorfismi di GST (GSTM1, M3, P1 e T1) e la suscettibilita all’ALD. Ladero JM et
al.'” in uno studio del 2005 ha riscontrato una maggiore frequenza dell’allele nullo di GSTT1 nei pa-
zienti con ALD avanzata rispetto ai controlli, e la presenza contemporanea del genotipo nullo di GSTT1
e GSTM1 con una frequenza quattro volte superiore nei casi rispetto ai controlli, suggerendo che i poli-
morfismi funzionali di questi geni possano associarsi con un aumentato rischio di danno epatico severo da
etanolo. Uno studio recente ha riscontrato un’associazione significativa anche tra la presenza del genotipo
GSTM1 null e della combinazione dei genotipi nulli di GSTT1 e GSTM1 con il rischio di disfunzione epa-
tica lieve da alcol.%®

SULT1ATI - La solforazione & una delle maggiori reazioni di detossificazione di fase II coinvolte nella bio-
trasformazione di molti farmaci (acetaminofene, minoxidil), xenobiotici, neurotrasmettitori (catocolamine),
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ormoni steroidei (estrogeni, deidroepiandrostenedione, ecc) e non steroidei (ormoni tiroidei). Queste rea-
zioni determinano un aumento dell’escrezione renale dei solfo-coniugati ma possono anche attivare com-
posti precancerogeni in composti elettrofilici. Confrontando con altri enzimi coinvolti nel metabolismo
degli xenobiotici, solo pochi studi hanno dimostrato un’associazione tra i polimorfismi di SULT e il rischio
di malattia. Associazioni statisticamente significative sono state trovate tra il genotipo (Arg2131st), I'eta,
'obesita, ed alcune neoplasie (mammella, polmone, esofago e cancro uroteliale).

Oltre al complesso sistema della biotrasformazione dei farmaci e dell’alcol altro, il sistema immunitario in-
nato contribuisce a determinare l'insorgenza e/o la progressione del danno epatico.

La patogenesi immunitaria dell’epatite da farmaci & dovuta, in genere, ad un meccanismo dose-indipen-
dente: & un meccanismo poco frequente, indiretto, mediato da una risposta immune rivolta contro gli epa-
tociti.”? Due differenti tipi di meccanismi dose-indipendente possono essere coinvolti nel danno epatico
indotto da farmaci: 'ipersensibilita allergica e I'idiosincrasia metabolica associata all'accumulo di metaboliti
reattivi. I farmaci sono, infatti, delle piccole molecole organiche, che tendono di per sé ad essere poco im-
munogene. In seguito alle reazioni di biotrasformazione, che avvengono nel fegato per metabolizzare il
farmaco, si formano, pero, dei prodotti intermedi reattivi che possono danneggiare direttamente le strut-
ture epatiche, oppure legarsi covalentemente a macromolecole e formare un antigene in grado di innescare
una risposta immune. I complessi proteina-metaboliti formatisi vengono fagocitati dalle cellule di Kupf-
fer, presentati sulla superficie cellulare in associazione alle molecole MHC di classe II, quindi riconosciuti
dai linfociti T CD4 +. Alternativamente, i metaboliti reattivi possono legarsi covalentemente alle proteine
del reticolo endoplasmico o alle proteine del citocromo P450 responsabile della bioattivazione del far-
maco; in questo caso, il complesso proteina-metabolita si lega alle molecole MHC di classe I, viene espresso
a livello della membrana epatocitaria e riconosciuto dai linfociti T CD8+. Per quanto riguarda il ruolo delle
citochine di tipo Th1 e Th2 nella regolazione del danno epatico indotto da farmaci, si pensa che le cellule
T CD4+, che secernono citochine di tipo Th1 (interleuchina 2 (IL-2), interferon-gamma (IFN-y) e tumor
necrosis factor alfa (TNF-a), esercitino un ruolo significativo nel provocare il danno, mentre le citochine
di tipo Th2 (interleuchina 4 (IL-4) e interleuchina 10 (IL-10), esercitino una funzione inibitoria e siano pre-
senti, inizialmente, a bassi livelli. Un modello, che aiuta a chiarire il ruolo lesivo e quello protettivo delle
differenti citochine nella determinazione del danno epatico, e fornito dalla reazione di ipersensibilita in-
nescata dal cloruro di picrile (PCl). Molto raramente, invece, le epatiti da farmaci possono essere provocate
dalla classica reazione allergica IgE-mediata.

In analogia a quanto avviene per il danno da farmaci, nel caso dell’alcol, lo stimolo infiammatorio indotto
dall’alcool sembra essere in gran parte mediato dall’asse intestino fegato che condiziona la risposta immu-
nitaria attraverso la attivazione CD14-mediata delle cellule di Kupffer che rilasciano citochine infiamma-
torie (TNF-alfa, IL-6, IL-1), radicali liberi dell’ossigeno e monossido di azoto.”” Per tale motivo,
polimorfismi genici per il recettore CD14 o per le citochine proinfiammatorie sono stati di volta in volta
studiati come possibili candidati per suscettibilita individuale al danno da alcool’". Topi knock-out per il
CD14, per il trasduttore CD14 TLR-4 o per il recettore TNF R1 del TNF-alfa risultano protetti dal danno
epatico indotto dalla somministrazione cronica di etanolo’?. Per altro, & sorta I'ipotesi che alcune reazioni
autoimmuni indotte dall’etilismo cronico possano contribuire a mantenere la risposta infiammatoria a ca-
rico del fegato”’. Ad esempio & stata osservata l'associazione tra lo sviluppo di cirrosi epatica ed il poli-
morfismo A49G del recettore linfocitario CTLA-4, che & coinvolto nel controllo negativo della risposta dei
linfociti T74. Questo suggerisce la possibilita che I'epatopatia alcolica possa avere anche una componente
autoimmunitaria. Infine, sono stati studiati come possibili candidati i polimorfismi dei geni che codificano
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per proteine coinvolte nei processi di rimodellamento della matrice extracellulare. Uno studio ha mostrato
come la variante 1171 SA/GA del gene per la metallo-proteasi 3 sembrerebbe essere associata allo sviluppo
di cirrosi alcolica. Tale dato non & stato perd confermato in uno studio successivo.’®

Conclusioni

In conclusione, molto resta da scoprire relativamente al ruolo della genetica nella suscettibilita al danno
epatico indotto da etanolo e da farmaci. Progressi in questo campo sono attesi in parte attraverso una mi-
gliore comprensione dei meccanismi patogenetici di danno indotti da questi agenti epatolesivi, in parte
attraverso l'impiego di nuove tecniche di genomica e proteomica funzionale applicate. La numerosita cam-
pionaria e la replicazione dei risultati per la validazione interna ed esterna degli studi di genetica in que-
sto settore dell’epatologia sono i punti di maggiore debolezza degli studi di associazione, per ovviare tale
problematica la creazione di network policentrici con esperienze condivise potra facilitare la comprensione
del meccanismo del danno epatico legato alla suscettibilita genica per farmaci ed alcol.
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GENETIC PREDISPOSITION TO LIVER INJURY
IN THE CASE OF NAFLD

Luca Valenti
Centro di Ricerca per lo Studio e Cura delle Malattie Metaboliche del Fegato, Dipartimento di Medicina Interna,
Universita degli Studi di Milano, UO Medicina Interna IB,
Fondazione Ospedale Policlinico Mangiagalli e Regina Elena IRCCS

La steatosi epatica non alcolica (NAFLD), manifestazione epatica della sindrome metabolica e caratteriz-
zata da insulino resistenza epatica, & presente in circa il 20-34% della popolazione, ma solo il 3-4% svi-
luppa steatoepatite non alcolica (NASH) a rischio di evoluzione in cirrosi (Bellentani, Saccoccio et al. 2000;
Adams, Lymp et al. 2005). Vista I'elevata prevalenza in costante aumento, anche in popolazioni in eta pe-
diatrica, e I'attuale assenza di terapie farmacologiche di comprovata efficacia, la NASH sembra destinata
a diventare una delle principali cause di epatopatia progressiva.

Analogamente a quanto evidenziato per sindrome metabolica e diabete tipo 2, si ritiene che esista una
forte predisposizione genetica - interagente con fattori di rischio ambientali - sia per lo sviluppo di NAFLD
ed alterazioni metaboliche associate, sia per I'evoluzione del danno epatico in presenza di steatosi (Wilfred
de Alwis and Day 2007).

L'identificazione delle varianti genetiche responsibili della predisposizione ereditaria allo sviluppo di danno
epatico nella NAFLD potrebbe quindi fornire utili marcatori in grado di identificare i pazienti a rischio
maggiore di complicazioni ancora prima che si sviluppi fibrosi severa. Inoltre permetterebbe di identifi-
care nuovi potenziali target per una terapia farmacologica mirata.

Le maggiori evidenze che supportano il forte ruolo giocato dai fattori genetici nella NAFLD derivano a)
dall’osservazione di aggregazione di casi di NAFLD associati ad alterazioni metaboliche all’interno di nu-
clei familiari (Struben, Hespenheide et al. 2000; Willner, Waters et al. 2001) b) dall’esistenza di differenze
etniche nella prevalenza di steatosi epatica e di cirrosi criptogenetica, considerata evoluzione della NASH:
nella popolazione USA piu’ elevata negli ispanici e meno elevata negli afro-americani rispetto agli indivi-
dui di discendenza europea (Caldwell, Harris et al. 2002; Browning, Kumar et al. 2004; Browning, Szcze-
paniak et al. 2004) c) da studi in gemelli mono e di-zigoti che dimostrano una forte ereditarieta dei valori
di ALT in parallelo allo stato di insulino resistenza e grado di steatosi epatica (Makkonen J, J Hepatol in
press 2009).

Una recente analisi di associazione di varianti codificanti di geni distribuite sull’ampiezza dell’intero ge-
noma in un ampio studio di popolazione USA, ha permesso di identificare comuni varianti alleliche (1148M
e S431I) del gene PNPLA3 (patatin like phospholipase 3) come il principale responsabile della variazione
di quantita di grasso intraepatico, e di ALT, indipendentemente da altri parametri metabolici (Romeo,
Kozlitina et al. 2008). Questi polimorfismi nucleotidici (SNPs: single nucleotide polymorphisms) di
PNPLA3 rendevano conto di circa il 70% della variabilita del grasso epatico legata all’estrazione etnica.
Lo stesso locus contenente PNPLA3 e’ stato confermato rappresentare il maggior determinante dei livelli
di ALT in individui europei ed indiani (Yuan, Waterworth et al. 2008). PNPLA3 e’ espresso dal fegato e
tessuto adiposo e regolato dall’assunzione di carboidrati, ma la sua precisa funzione (idrolisi trigliceridi /
transacilazione), come pure l'effetto funzionale delle varianti identificate rimangono da determinare. Inol-
tre, non e’ stato ancora valutato leffetto degli SNPs di PNPLA3 sulla progressione del danno epatico va-
lutato istologicamente in pazienti con NAFLD, dato che rivestirebbe la maggiore importanza per
comprendere i meccanismi che dalla steatosi portano all’epatopatia avanzata ed identificare i pazienti a ri-
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schio.

In attesa che studi “genomewide” cioe’ che vadano ad analizzare comuni varianti genetiche a livello com-
plessivo del genoma condotti su grandi casistiche di pazienti biopsiati, studi di espressione genica con mi-
corarrays e proteomica individuino nuovi geni responsabili della predisposizione alla NAFLD progressiva,
gli studi disponibili ad oggi si basano sulla validazione di SNPs di geni candidati, cioe’ selezionati a priori
in base al loro noto coinvolgimento nella patogenesi della NAFLD, ed all’evidenza che al polimorfismo si
associ una “perdita” o “guadagno” di funzione della proteina codificata da quel dato gene.

Lattenzione si ¢’ dunque concentrata su geni coinvolti nella patogenesi della NAFLD a diversi livelli 1)
metabolismo lipidico (lipogenesi, lipolisi e metabolismo lipoproteine) 2) controllo della trasduzione del se-
gnale insulinico / ormoni / adipochine 3) modulazione dello stress ossidativo e del metabolismo del ferro
4) immunita innata e risposta infiammatoria innescata da endotossine e lipoperossidi 5) fibrogenesi. Que-
sti fattori sinergizzano nella NAFLD nell’innescare una cascata di eventi responsabili di necrosi, infiam-
mazione e fibrosi epatica. Infatti, diverse evidenze suggeriscono che peptidi e citochine giocano un ruolo
chiave nella genesi della resistenza all’insulina, che si accompagna alla steatosi, e che lo stress ossidativo,
facilitato dall’accumulo di grassi ed in alcuni casi di ferro negli epatociti, sia alla base del danno cellu-
lare, favorito anche dalle citochine la cui sintesi ¢ indotta dallo stress ossidativo stesso. Tutto cio si realizza
con l'attivazione di geni coinvolti nell’infiammazione e nella fibrosi, entrambi processi determinanti nel-
I’evoluzione da steatosi a steatoepatite progressiva.

Difetti comuni alla maggior parte dei lavori pubblicati finora consistono nella marcata ristrettezza della
casistica di pazienti biopsiati, mancanza di coorti di validazione, in particolare in pazienti non caucasici a
rischio elevato di NASH progressiva (es: ispanici), e mancanza di validazione funzionale degli SNPs inda-
gati.

1) Metabolismo lipidico: Tra i numerosi studi pubblicati degni di nota, piu’ evidenze indicano che un
SNP della proteina microsomiale di trasporto dei trigliceridi (MTP), che svolge un ruolo cruciale nella se-
crezione delle VLDL, riducendo la capacita di esportare lipidi, conferisca un aumentato rischio di steatosi
pil severa e sviluppo di NASH progressiva (Namikawa, Shu-Ping et al. 2004)(Gambino, Hepatology
2007; De Alwis, AASLD 2007). Inoltre, un SNP del fattore di trascrizione TCF7L2, precedentemente as-
sociato al rischio di diabete, €’ risultato associato al danno epatico ed al profilo lipidico posprandiale in pa-
zienti con NAFLD (Musso, Gambino et al. 2008).

E’ probabile, come riportato sopra, anche un coinvolgimento di PNPLA3. E’ possibile che varianti di fo-
sfatidil-etanolamina N-metil transferasi (Song, FASEB J 2005; PEMT; Dong, ] Hepatol 2007) e di
PPARGCI1A giochino un ruolo (Yoneda, BMC Gastroenterol 2008).

2) Signaling insulinico / ormoni / adipochine: II recettore insulinico INSR) & coinvolto nella regolazione
della sopravvivenza cellulare in epatociti e I’ablazione tessuto specifica di INSR determina steatosi, iper-
glicemia ed insufficienza epatica in un modello murino (Michael, Kulkarni et al. 2000; Valverde, Fabre-
gat et al. 2004). Nostri dati in via di pubblicazione ottenuti in un’ampia casistica di soggetti caucasici
(n=602) suggeriscono che SNPs dei geni ENPP1/PC-1 (fosfatasi che interagisce direttamente con INSR
inibendone la funzione) IRS-1 (substrato 1 di INSR coinvolto nella trasduzione del signaling insulinico)
associati a ridotta attivita INSR predispongano ad attivita istologica piu’ severa ed alla progressione della
fibrosi fin dalle prime fasi della patologia in eta pediatrica. Nostri dati indicano un effetto sinergico tra
questi SNPs e varianti genetiche di FOXO1, la cui inibizione media gli effetti dell’insulina su sopravvi-
venza cellulare e metabolismo a livello trascrizionale e la cui espressione e’ aumentata nella NASH (Valenti,
Rametta et al. 2008), nel predisporre ad epatopatia progressiva (Valenti, AISF 2009).

Polimorfismi di Adiponectina associati con una alterata induzione post-prandiale sono risultati piu pre-
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valenti in un piccolo gruppo di pazienti con NAFLD rispetto a controlli, ed associati con il danno epatico
ed un alterato profilo lipidico (Musso, Hepatology 2008).

3) Stress ossidativo e metabolismo del ferro: Sebbene esistano dati contrastanti (Bugianesi, Manzini et al.
2004), gli studi piu’ ampi e con valutazione degli specifici genotipi e del loro effetto sul metabolismo
marziale (Nelson, Bhattacharya et al. 2007; Valenti, Dongiovanni et al. 2008), indicano che specifici ge-
notipi del gene HFE dell’emocromatosi rappresentano un fattore di rischio indipendente per fibrosi favo-
rendo 'accumulo parenchimale di ferro incrementando in questo modo lo stress ossidativo. Invece, comuni
mutazioni del gene alphal-antitripsina associate a stress reticolo-endoplasmico e ad accumulo non paren-
chimale di ferro non influenzano il danno epatico (Valenti, Dongiovanni et al. 2000).

Piu evidenze supportano anche il ruolo di uno SNP che riduce l'attivita mitocondriale dell’enzima detos-
sificante SOD2 (Mn superossido dismutasi mitocondriale) nel predisporre a fibrosi severa, probabilmente
favorendo il danno ossidativo mitocondriale (Namikawa, Shu-Ping et al. 2004) (Nobili, AASLD 2007).
Altri geni coinvolti nella risposta antiossidante potrebbero giocare un ruolo.

4) Immunita innata ed infiammazione: Dati del nostro gruppo (Valenti, Fracanzani et al. 2002) indicano
che SNPs del promotore del TNFalpha influenzanti I'attivita trascrizionale, si associano ad una pil severa
insulino resistenza e rischio di fibrosi. L'associazione tra TNFalpha e rischio di fibrosi & stata confermata,
seppure a carico di un diverso SNP, in una popolazione giapponese, mentre non e’ stata replicata in pazienti
cinesi (Tokushige, Takakura et al. 2007; Wong, Wong et al. 2008). E’ possibile che 'associazione sia do-
vuta a linkage disequilibrium con altre mutazioni patogenetiche nel complesso HLA. Esistono anche dati
che supportano un ruolo di SNPs di CD14 (Brun, Gut 2006; Day, AASLD 2007, Poullis, Eur J Gastro-
enterol Hepatol 2007) e di TIRAP/Mal (Kendrick, AASLD 2008) che mediano la risposta infiammatoria
delle cellule di Kupffer alle endotossine assorbite dall’intestino, supportando un ruolo importante della flora
batterica ed alterata permeabilita intestinale.

5) Fibrogenesi: SNPs di geni coinvolti nella fibrogenesi (angiotensinogeno, TGF-betal) sono stati ripor-
tati influenzare il rischio di fibrosi in una piccola coorte di grandi obesi (Dixon, Bhathal et al. 2003), men-
tre recentemente e’ stato dimostrato che uno SNP del fattore trascrizionale KLF6 determinante un alterato
splicing, con conseguente minore attivita trascrizionale ed inducibilita del programma fibrogenetico, de-
termina un rischio minore di fibrosi avanzata in una ampia serie di pazienti caucasici indipendentemente
dagli altri parametri clinici (Miele, Beale et al. 2008).

Come atteso per una patologia multifattoriale, presi singolarmente i fattori di rischio genetici meglio stu-
diati determinano un incremento del rischio di progressione dell’epatopatia modesto, spiegano solo una pic-
cola parte della variabilita fenotipica, ed il loro impatto sulla gestione clinica del paziente rimane ancora
da definire.

In conclusione, la NAFLD ha sicuramente un’importante componente genetica, e varianti di PNPLA3
spiegano buona parte della variabilita del grasso intraepatico a livello di popolazione. Gli studi condotti
finora in pazienti con epatopatia conclamata stanno contribuendo a chiarire la patogenesi di questa con-
dizione, e ad identificare e supportare target per la terapia farmacologica (es: MTP, INSR/FOXO1, SOD2
e stress ossidativo, inflammazione e traslocazione batterica intestinale, KLF6), ma non hanno al momento
impatto clinico, eccetto forse che per il ruolo da confermare delle mutazioni del gene HFE nei caucasici,
rilevante vista la trattabilita del sovraccarico di ferro. Per progredire necessitiamo di ampi studi collabo-
rativi per validare i risultati ottenuti ed individuare nuovi marcatori genetici.
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Esempi di geni candidati a determinare I'evoluzione del danno epatico in pazienti affetti da
NAFLD.

Categoria di geni Esempi

Metabolismo lipidico SREBP1, apolipoproteine A ed E, MTP, PEMT,
TCF7L2, PNPLA3, PPARalpha, PPARgamma, RAR

Signaling insulinico | ormoni | adipochine ENPP1/PC-1, IRS-1, FOXO1, Adiponectina,

Adipo-R1 e —R2, recettore beta2-adrenergico,
11beta-HSD1, resistina

Stress ossidativo e metabolismo del ferro HFE, Ferroportina, alphal-antitripsina, SOD2,
CYP2E1, UCP2, GST, GSH-Px, Nrf-1

Immunita innata ed infiammazione CD14, TIRAP/Mal, TLR4, TNFalpha, IL-10, TNFRs

Fibrogenesi TGFbeta, MMPs, TIMPs, Angiontensinogeno, KLF6
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GENETIC PREDISPOSITION TO LIVER INJURY IN THE CASE OF:
CHOLESTATIC DISEASES

Dr. Marco Marzioni

Per comprendere il ruolo della predisposizione genetica nella colestasi € necessario rispondere ai seguenti
quesiti: (i) la genetica ha un ruolo nello sviluppo delle malattie colestatiche croniche? (ii) In quale step del
processo fisiopatologico? (iii) Quanto & importante la predisposizione genetica?

(i) La genetica ha un ruolo?

Prendiamo in considerazione il “modello” della Cirrosi Biliare Primitiva (PBC), la pitt comune delle ma-
lattie colestatiche croniche. Che la predisposizione genetica abbia un ruolo in questa malattia si & sempre
sospettato, ma studi recenti hanno trasformato il sospetto in qualcosa di pit concreto.

Nel 2005 & stato pubblicato uno studio in cui sono stati analizzati nel dettaglio i fattori di rischio in pit
di mille pazienti con PBC arruolati in diversi centri americani (1).

E stato osservato che nei familiari, soprattutto madri e sorelle ovviamente, vi & una prevalenza significa-
tiva della PBC; complessivamente, avere una familiarita per PBC aumenta il rischio di sviluppo di questa
patologia di 10 volte rispetto a non averla.

Ipotesi ancor piu rinforzata dallo studio di Selmi et al., in cui gli autori hanno studiato la prevalenza di
malattia nei gemelli (2). Lo studio & stato condotto su un database di una grande associazione internazio-
nale di pazienti, dove si & potuta verificare la presenza o meno di gemelli di pazienti affetti da PBC. In una
coorte di circa 1400 famiglie sparse in tutto il mondo, sono state rinvenute 16 coppie di gemelli, di cui 8
monozigoti. Di 8 coppie di gemelli monozigoti, addirittura 5 erano concordanti, cio¢ entrambi i gemelli
avevano la malattia.

Dati che ci convincono ulteriormente del ruolo della predisposizione genetica nella PBC sono quelli pub-
blicati da Invernizzi et al. (3). In questo studio gli autori sono partiti dal concetto a tutti noto che la PBC
¢ molto pit frequente nelle donne che negli uomini. Il cromosoma X sembra essere importante per le ma-
lattie autoimmuni in quanto li sono localizzati numerosi geni coinvolti nella regolazione della tolleranza
immunologica. Infatti, malattie genetiche legate al cromosoma X, come la Sindrome di Turner per esem-
pio, sono associate allo sviluppo di malattie autoimmuni.

Gli autori hanno quindi studiato la frequenza della monosomia X, cioe la presenza di un solo cromosoma
X, nelle cellule del sangue periferico di 100 pazienti con la PBC, 50 pazienti con HCV e 50 pazienti sane.
La frequenza della monosomia X & significativamente piu elevata nelle pazienti affette da PBC piuttosto
che non in quelle sane o con HCV. Inoltre, la monosomia X nelle pazienti con PBC é significativamente
pit alta nei linfociti T e B, piuttosto che non nelle altre cellule del sistema immunitario.

E stato anche osservato che la frequenza della monosomia X & perd simile nelle pazienti con una malattia
negli stadi iniziali o avanzati. La monosomia X, quindi, sembra essere importante per I'insorgenza della
malattia, ma la progressione della stessa evidentemente deve essere influenzata da altri fattori.

Ad ogni i dati esposti fin qui visto indicano che il ruolo della predisposizione genetica non & pilt un so-
spetto, ma si avvia ad essere una certezza.

(i) In quale step del processo fisiopatologico?

Su questo argomento di aspetti da considerare ce ne sarebbero parecchi; i principali, comunque, sono la de-
terminazione di una risposta immune anomala e I'induzione di anomalie nella funzione delle cellule del
fegato.
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Anomalie nella visposta immune

Nel 2007 & stato pubblicato un lavoro in cui gli autori (4) hanno approfondito il significato della mono-
somia X. Generalmente dei due cromosomi X ne funziona uno solo, in quanto uno dei due viene inatti-
vato oppure perso, per non avere prodotti anomali dei geni. L'inattivazione o la perdita avvengono
generalmente in maniera casuale; avviene in maniera preferenziale, cioé sempre lo stesso dei due, in pre-
senza di mutazioni. Questo studio ha dimostrato che nelle pazienti affette da PBC con monosomia X si ha
la perdita preferenziale sempre di uno solo dei due cromosomi, e questo, quindi, determina la formazione
di linee di cellule del sistema immune differenti funzionalmente rispetto alle costitutive.

Gli studi sul ruolo della genetica nelle malattie colestatiche come la PBC hanno preso un’accelerazione negli
ultimi 3-4 anni, da quando cioe si & iniziata ad utilizzare la metodica degli SNPs (Single Nucleotide Po-
lymorphisms), cioe la ricerca di anomalie dei geni dovute a mutazioni di singole basi. Oertl et al. sono par-
titi dal concetto che il meccanismo fondamentale che porta al danno nella PBC & mediato dai linfociti T
e che altre malattie autoimmuni sono associate a difetti della proliferazione di queste cellule (5). Hanno
quindi ricercato, su 154 pazienti con PBC, eventuali mutazioni di questi geni, che sono tra i principali coin-
volti nella regolazione dell’espansione dei linfociti T.

Quello che si e osservato € sostanzialmente che, rispetto ai controlli, c’¢ un diminuito rate di omozigosita
dell’allele A del gene CTLA-4, il che & associato con una ridotta suscettibilita allo sviluppo della malat-
tia. Il dato & molto importante soprattutto se si considera che il CTLA-4 ha un ruolo fondamentale nel-
I'inibire la proliferazione dei linfociti T, essendo quindi importante per mantenere la tolleranza. Infatti,
mice knock-out per CTLA-4 sviluppano delle massive reazioni autoimmuni.

Tanto importante sembra essere il ruolo di questo gene che 'associazione di sue mutazioni con lo sviluppo
della PBC ¢ stata poi studiata in molti altri lavori, buona parte dei quali ne hanno confermato il ruolo (6,
7).

Per una malattia autoimmune, & ovvio che un ruolo fondamentale ce I’hanno i geni del’HLA. Come &
noto i geni dell’HLA sono localizzati nella regione del sistema maggiore di istocompatibilita, dove per altro
ci sono molti geni che influenzano la funzione immune. LHLA & importante perché si sa che varianti ge-
netiche di tali geni sono associate all’insorgenza di moltissime patologie, soprattutto delle malattie au-
toimmuni, praticamente tutte. Il problema ¢ che non si sa bene come cid accada (8). Lipotesi pil
riconosciuta € che tali varianti aumentino il legame o la presentazione di antigeni ai linfociti T, aumen-
tando quindi il potenziale di sviluppo di reazioni immunitarie.

Uno studio pubblicato recentemente da Invernizzi et al., ha studiato il ruolo dell’HLA nella PBC pren-
dendo in considerazione un numero molto vasto di pazienti e controlli (9).

Sono stati testati diversi alleli del gene HLA DRB1; e stato osservato che 'allele 8 & piu frequente nelle
pazienti con PBC, mentre gli alleli 11 e 13 sono meno frequenti. Quindi la presenza dell’allele 8 significa
probabilita maggiore di malattia, mentre I'11 ed il 13 hanno valore protettivo.

E stato poi studiato cosa accade nelle diverse aree italiane: I'allele 8 mantiene il suo significato di rischio
sia al nord, al centro che al sud; analogamente, 'l 1 mantiene il suo significato protettivo sia al nord, che
al centro, che al sud. Al contrario il valore protettivo dell’allele 13 & rilevabile solo al nord ed al centro,
ma non al sud, dove invece & peculiare 'associazione con I'allele 9 che non si rileva invece nelle altre aree
geografiche italiane e nella popolazione generale.

I dati che abbiamo visto, quindi, ci suggeriscono come la predisposizione genetica possa influire sul sistema
immune.
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Anomalie nella funzione delle cellule del fegato

In uno studio fatto su 148 pazienti in Giappone, gli autori (10) sono andati a studiare i polimorfismi del
gene di MDR3. sostanzialmente hanno osservato che 'aplotipo Hap2 & associato ad una maggior pro-
gressione verso gli stadi avanzati della malattia; al contrario I'aplotipo Hapl sembra conferire una non su-
scettiblita alla progressione. Tale differenza & verosimilmente da attribuirsi ad una diversa capacita
funzionale di MDR3 sulla base del diverso set genico. Ma che cos’¢ MDR3 ed a che serve?

MDR3 ¢ un trasportatore localizzato sulla membrana canalicolare degli epatociti, ed & una fosfatidilinco-
lin floppasi: trasporta la fosfatidilcolina dal layer interno della membrana verso l'esterno, nella bile (11, 12).
MDR3 e quindi necessario per 'escrezione dei fosfolipidi nella bile, fosfolipidi che proteggono i colangiociti
dal danno da parte degli acidi biliari citotossici. Ovviamente, se tale attivita € ridotta o persa, vi sara danno
dell’albero biliare. Infatti la perdita di MDR3 causa la colestasi intraepatica familiare progressiva di tipo
3 (11, 12). Mutazioni del gene che codifica per MDR3 sono state riscontrate un po’ in tutte le patologie
colestatiche, in particolare nella PBC. E stato riportato un caso in cui una mutazione del gene di MDR3
¢ associata ad un danno istopatologico che e praticamente identico a quello della PBC, solo che qui si ha
una perdita subtotale del trasportatore (13).

Un secondo esempio di come la genetica possa influenzare la funzionalita delle cellule epatiche & cio che
emerge da uno studio (14) condotto su 258 pazienti con la PBC. Gli autori hanno studiato le varianti ge-
niche di diverse molecole coinvolte nella patogenesi della PBC; ne € emersa I'importanza soprattutto delle
varianti genetiche del gene per lo scambiatore cloro bicarbonato (AE2). Sembra che la presenza di una par-
ticolare variante sia protettiva nei confronti della progressione di malattia. Anche in questo caso, come in
quello di MDR 3, verosimilmente corrispondono a differenti capacita funzionali del trasportatore, che & fon-
damentale per la risposa dei colangiociti al danno. Questi dati sull’'uomo, in un certo senso stupiscono
molto. Infatti come ha dimostrato da Salas et al., nel mouse knock-out per questo trasportatore si sviluppa
una malattia epatica indistinguibile dalla PBC, con la comparsa di anticorpi anti mitocondrio, aumento
progressivo della FA, danno ingravescente dei dotti biliari con infiammazione dello spazio portale, che &
infiltrato da linfociti T CD4 e CDS8 positivi (15).

Tanto importante sembra essere lo scambiatore cloro bicarbonato da essere addirittura un target diretto del-
'acido ursodesossicolico; cio sulla base di diversi set del suo gene, potrebbe anche spiegare la differente ri-
sposta dei pazienti alla terapia (16).

(ii1) Quanto ¢ importante la predisposizione genetica?

11 peso della predisposizione genetica emerge dallo studio sopra citato di Selmi et al.: nei gemelli omozi-
goti che hanno entrambi la PBC, nella maggior parte dei casi entrambi hanno una malattia che ha carat-
teristiche cliniche esattaemente sovrapponibili, come 'eta alla diagnosi, i sintomi, lo stadio istologico fino
al grado di ipertensione portale (2).

In diverse malattie autoimmuni, che la predisposizione genetica conti molto & assodato: se questo € vero,
deve esserlo anche per la PBC, che quanto a concordanza tra gemelli monozigoti e seconda soltanto alla ce-

liachia (2).
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GENETIC PREDISPOSITION TO HEPATIC FIBROSIS

M. Pinzani
Dipartimento di Medicina Interna - Centro di Ricerca, Alta Educazione e Trasferimento DENOT be,
Universita degli Studi di Firenze

The fibrogenic evolution of liver diseases characterized by chronic liver tissue damage is mainly the con-
sequence of a chronic wound healing reaction whose aim is ultimately the preservation of tissue continu-
ity. In other words, the fibrotic transformation of the liver is an intention-to-treat process that allows the
disease to evolve over decades without major symptoms and life-threatening conditions. By definition,
the chronic wound healing process is not associated only with a progressive accumulation of fibrillar ex-
tracellular matrix (ECM) but also with chronic inflammation and neo-angiogenesis. Therefore, the final
result is not just a fibrotic organ but rather an organ characterized by a markedly different angioarchitec-
ture conditioning both the development and progression of portal hypertension and hepatocellular failure.
As shown in Figure 1, there are several pathophysiological events involved in the progression of chronic
liver diseases (CLD). Chronic liver tissue injury is associated with a chronic activation of the coagulation
cascade and with chronic inflammation (1). The activation of platelets and of the coagulation cascade is
the first event that occurs following tissue damage. Several pro-inflammatory and pro-fibrogenic cytokines
are released by platelet alpha granules and likely provide a “priming effect” causing the recruitment and
the commitment of infiltrating inflammatory cells. Similar effects are caused by the activation of throm-
bin and of complement factors. Along these lines, it is becoming increasingly clear that the chronic acti-
vation of platelet and of the coagulation cascade represents an important pro-fibrogenic mechanism (2).
The inflammatory infiltrate has different connotations depending on the specific chronic CLD), but in
general includes cells of the immune systems, polymorphonuclear cells and macrophages. Oxidative stress
is a key event in any phase of wound healing process and in same instances, i.e. alcoholic and non alcoholic
(metabolic) CLD, may represent the leading pro-inflammatory and pro-fibrogenic mechanism (3). Over a
period of years and in many cases decades, these mechanisms lead to the accumulation of fibrillar ECM with
different patterns according to different CLD (4 DLD). Indeed, fibrosis observed as a consequence of
chronic viral infection is initially concentrated within and around portal tract, while fibrosis secondary to
toxic/metabolic damage is located mainly in the centrolobular areas. In addition, it is increasingly evident
that different cell types are involved in the deposition of fibrillar extracellular matrix (ECM) during ac-
tive hepatic fibrogenesis: hepatic stellate cells are mainly involved when hepatocellular damage is limited
or concentrated within the liver lobule, whereas portal myofibroblasts and fibroblasts provide a predom-
inant contribution when the damage is located in the proximity of portal tracts. In further stages of evo-
lution (septal fibrosis) is likely that all ECM-producing cells contributes to fibrogenesis.
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The progression rate of fibrosis in CLD is in general slow requiring several decades to reach the stage of
cirrhosis. The effective deposition of fibrillar ECM is the net result of a dynamic process characterized by
deposition of fibrillar ECM paralleled by a continuous remodelling activity, i.e. degradation of the newly
formed ECM. In many cases, the equilibrium is in favour of effective degradation and these patients show
a very slow progression of fibrosis. On the contrary, in some cases progression to cirrhosis occurs in a more
limited time frame. It is therefore evident that the progression of the disease is largely regulated by indi-
vidual genetic factors. Based on the scheme provided in Figure 1, these differences may concern the acti-
vation and modulation of the coagulation/complement cascade, the handling of reactive oxygen species
deriving from oxidative stress, the expression and signalling of growth factors, cytokines and chemokines
involved in the chronic wound healing process (e.g. TGF-b), the regulation of genes coding for ECM mol-
ecules and metalloproteinases (5 Bataller & Brenner). In later stages of CLD, when cirrhosis is estab-
lished, expression and regulation of genes coding for vasoconstrictors may affect the progression of portal
hypertension and relative complications.

From the clinical point of view it is also evident that the rate of fibrosis progression is related to age and
gender. Ageing is associated with a progressive down regulation of genes involved in matrix degradation
with an increasing generic tendency to fibrosis. In addition ageing is characterized by a reduced expres-
sion of endogenous antioxidants with a relative increase of reactive oxygen species-mediated tissue dam-
age, inflammation and fibrogenesis. In females, fibrosis progression is on average slower that in males at
least until the onset of menopause. This seems related to the relatively higher level of estrogens and, im-
portantly, many genes contained in the so-called “oestrogen cassette” are involved in ECM turnover and
are negatively regulated by estrogens.

The role of genes becomes more specific in different CLD. While the vast majority of heavy drinkers and
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individuals with obesity, insulin resistance, and the metabolic syndrome will have fatty liver, only a mi-
nority will ever develop steatohepatitis, fibrosis, and cirrhosis. Genetic and environmental risk factors for
advanced alcoholic liver disease (ALD) and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) seem likely to include
factors that influence the severity of steatosis and oxidative stress, the cytokine milieu, the magnitude of
the immune response, and/or the severity of fibrosis. For ALD, the dose and pattern of alcohol intake,
along with obesity are the most important environmental factors determining disease risk. For NAFLD,
dietary saturated fat and antioxidant intake and small bowel bacterial overgrowth may play a role. Fam-
ily studies and interethnic variations in susceptibility suggest that genetic factors are important in deter-
mining disease risk. For ALD, functional polymorphisms in the alcohol dehydrogenases and aldehyde
dehydrogenase alcohol metabolising genes play a role in determining susceptibility in Oriental populations.
No genetic associations with advanced NAFLD have been replicated in large studies. Preliminary data
suggest that polymorphisms in the genes encoding microsomal triglyceride transfer protein, superoxide
dismutase 2, the CD14 endotoxin receptor, TNF-a, TGF-3, and angiotensinogen may be associated with
steatohepatitis and/or fibrosis (6).

The role of specific genes potentially involved in the fibrotic progression of viral CLD has been investi-
gated in several studies employing large cohorts of patients with chronic HCV infection. Overall, it seems
that there is a correlation between fibrosis stage and the expression of different clusters of genes mainly
encoding for protein of the cytoskeleton (KRT19 and SCG10), growth factors/cytokines (CXCLO6, ILS,
ILIA, IL2, and CXCL10), growth factor receptors (CCR2, CXCR3, and CXCR4), extracellular matrix
production (COLIA1, CHI3L, and SPP1), extracellular matrix remodelling (TIMP1, MMP7,and MMPY),
and cell junction ITGA2 and CLDN4) (7).

Overall, it is unclear how these findings would be able to translated in application with clinical utility in
everyday practice. However, finding molecular markers of the progression of fibrosis has several clinical
implications. First, many of the genes founded up-regulated between mild and moderate fibrosis code
molecules secreted in the serum (cytokines). Therefore, looking to genes dysregulated in the liver can con-
stitute a logical functional approach for the discovery of serum markers of the progression of fibrosis. For
example, serum levels of cytokines have been associated with changes in the severity of chronic hepatitis
C. Second, since a primary goal in the treatment of HCV infection is eradication of the virus and another
is to stop the progression of fibrosis; molecular markers of the progression of fibrosis could help define new
end points during antiviral therapy. Therefore, gene changes could be new markers of the progression of
fibrosis during antiviral treatment. Third, many of the up-regulated genes identified in this gene-expres-
sion study are potential molecular targets for the development of antifibrotic drugs.
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HLA E TRAPIANTO DI FEGATO

Giorgio Ballardini
Medicina 2, Azienda Usl, Ospedale Infermi Rimini.

I concetti di immunita cellulo-mediata validi al di fuori del trapianto di fegato, che sostanzialmente im-
plicano meccanismi di riconoscimento TCR/HLA-antigene con specificita tale da determinare, in vitro,
mancato riconoscimento in caso di mutazioni anche di un solo elemento degli epitopi implicati, non si ap-
plicano nel caso del trapianto di fegato in cui usualmente HLA del donatore e del ricevente non sono com-
patibili. E’ noto che fino al 2% di cloni T “normali” & in grado di riconoscere e rispondere a singoli epitopi
HLA allogenici e di cross-reagire con essi tramite il meccanismo TCR/HLA-antigene, ove 'antigene puo
essere un antigene non self o lo stesso epitopo di derivazione HLA. Ne deriva che, dopo il trapianto, cel-
lule T CD8 “preformate” del ricevente possono riconoscere direttamente 1'organo trapiantato e che cellule
CD4 “cross-reattive” possono colloquiare con APC allogeniche (riconoscimento indiretto). Nel fegato al-
logenico, in cui la popolazione di APC residenti (in particolare le cellule di Kupffer) viene sostituita da
quella del ricevente (1), esiste inoltre la possibilita di processazione e di presentazione dell’HLA esogeno
in maniera “tradizionale”. Questi meccanismi, la cui specifica entita non & prevedibile nel singolo indivi-
duo concorreranno di fatto a reclutare all’interno del fegato cellule T attivate, NK, macrofagi, polimorfo-
nucleati, eosinofili, con liberazione di citokine e possibilita anche di danno “non specifico”, che cioé non
richiede un contatto con riconoscimento antigene specifico fra cellula effettrice e cellula bersaglio. 11 fe-
nomeno della tolleranza, particolarmente rilevante nel caso del fegato, & da tempo oggetto di studio con
prospettive in campo terapeutico. Un ruolo centrale sembra essere giocato da fenomeni di microchimeri-
smo, (2) che implica variabile persistenza, al di fuori del fegato, di cellule ematopoietiche, in particolare
cellule dendritiche, in numero non superiore al 1%, in grado di stimolare o, in funzione del livello matu-
rativo e quindi delle molecole di costimolazione espresse, anergizzare e quindi modularne la morte per
apoptosi, i cloni T alloreattivi.

Gli studi dell’ultimo decennio si sono mossi in questa direzione: come favorire e modulare questo micro-
chimerismo. Minori sviluppi hanno ricevuto gli studi tesi ad espandere le conoscenze su un altro aspetto,
cioe il ruolo degli antigeni HLA non solo come “transplantation antigens” e quindi bersaglio della reazione
alloantigenica ma come segnali della risposta immune e quindi come parte dei meccanismi coinvolti nella
genesi delle malattie di base e quindi, nel caso del trapianto, della recidiva della malattia di base.

Il ruolo centrale del’HLA esogeno nel fegato trapiantato trova conferma nel fatto che le cellule primaria-
mente colpite in corso di rigetto (biliociti ed endoteli) esprimono costitutivamente HLA di classe I e in
condizioni patologiche possono anche esprimere HLA di classe II, rappresentando quindi bersagli privile-
giati (3). Anche gli epatociti esprimono peraltro antigeni HLA in bassa concentrazione e questa pud di-
ventare notevole in diverse condizioni di patologia, ad esempio in presenza di infezioni virali. E’ noto che,
diversamente da quanto avviene ad esempio per il trapianto renale, 'entita della differenza tra HLA del do-
natore e del ricevente (mismatch) non sono risultate rilevanti ai fini della sopravvivenza ed esistono se-
gnalazioni che addirittura un elevato grado di matching potrebbe risultare sfavorevole. Questo & stato
segnalato in condizioni come 'epatite autoimmune, l'infezione da CMV e I'epatite C, in cui certe associa-
zioni sembrerebbero favorire la recidiva di malattia. Una possibile spiegazione potrebbe risiedere in una
maggiore facilita, in caso di elevato matching, di ripresentare i meccanismi patogenetici operativi prima
del trapianto (4).

D’altro canto sarebbe possibile collegare ad esempio l'infezione da CMV e il rigetto tramite la forte indu-
zione operata da questo virus dell’espressione di antigeni di classe I e quindi la maggiore disponibilita, per
i cloni alloreattivi, di HLA esogeno in caso di mismatch.
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Piu’ complesso il ruolo giocato dall’infezione da HCV. E’ nota la difficolta clinica e talora istopatologia di
discriminare tra recidiva di epatite e rigetto nei pazienti anti-HCV positivi trapiantati. E’ noto che il virus
dell’epatite C & un buon induttore di HLA e che tale induzione & proporzionale all’entita dell’infezione e
che entrambi i parametri (espressione di HLA di classe I sugli epatociti e numero di epatociti infettati) cor-
relano negativamente con la risposta all’interferone (5). Questa correlazione sembra essere presente anche
nel fegato trapiantato (6) in cui peraltro sembra raramente essere presente una associazione fra rigetto e re-
cidiva severa di epatite C, al punto da ipotizzare che i meccanismi che sono alla base del rigetto (attiva-
zione TH1 e conseguente attivita T citotossica) finiscano per limitare la replicazione virale, inferiore nei
pazienti con rigetto rispetto a quelli con recidiva di epatite controllando I'infezione (7,8), contrariamente
a quanto avviene con i boli di steroide, usati nel controllo del rigetto, che sembrano aggravare l'epatite C,
favorendo la replicazione virale, cosi come si ha la sensazione di un peggioramento dell’epatite C, negli ul-
timi anni, che coincidono con un migliore controllo dei meccanismi di rigetto.

Compuatibilita HLA.

Le prove di compatibilita immunologica per il trapianto d’organi consistono nella tipizzazione HLA ese-
guita con tecniche sierologiche e molecolari e nel cross-match tra donatore e ricevente. La tipizzazione
HLA serve per stabilire “a priori” il grado di compatibilita tra donatore e ricevente, parametro, tra altri,
utilizzato come criterio di assegnazione dei reni. Il cross-match serve a valutare se nei sieri dei pazienti se-
lezionati per il trapianto non siano presenti, nelle ore precedenti il possibile trapianto, anticorpi anti HLA
preformati diretti contro gli antigeni del donatore, condizione, frequente, mutabile nel tempo, favorita ad
esempio da frequenti trasfusioni di sangue intero.. Una positivita del cross-match porta usualmente al ri-
getto iperacuto dell’organo trapiantato. Tutto questo & meno rilevante nel fegato per motivi non del tutto
chiari.

Lanalisi della letteratura per verificare il ruolo della compatibilita HLA nella sopravvivenza del fegato tra-
piantato ha dato nel tempo esito a risultati contrastanti. I motivi di questi contrasti possono, entro certi
limiti, essere identificati in problemi metodologici, come le diverse tecniche di identificazione (dai sistemi
che utilizzano anticorpi monoclonali alle tecniche di biologia molecolare), diversa modalita di definire
I'entita del mismatch e di analizzare i dati, diversa modalita di definire I'eziologia della patologia di base
e di definirne la recidiva) ma in realta le variabili in gioco sono anche altre ad esempio il tipo di immu-
nosoppressione che potrebbe modificare il rapporto, in termini di rilevanza per la sopravvivenza dell’or-
gano e del paziente, tra rigetto e recidiva della malattia di base.

Una recente analisi (9) basata su una valutazione di pazienti trapiantati tra il 1990 e 1994, analizza la so-
pravvivenza a 10 anni in funzione delle variabili sopra descritte. Nel complesso & possibile concludere per
I'assenza di associazione tra entita del mismatch per HLA A, B e DR e sopravvivenza (sopravvivenza a 10
anni del 60% per 0-2 mismatch, 54% per 3-4, 57% per 5-6 mismatch), anche se & presente una correla-
zione significativa con la probabilita di rigetto. Nel’'ambito dei diversi HLA, & descritto una tendenza
verso una minore sopravvivenza in presenza di mismatch per il locus A. Nei pazienti trattati con tacroli-
mus, apparentemente un elevato mismatch, in particolare per il locus DR, sembra favorire la sopravvi-
venza. Nei pazienti con epatite autoimmune, colangite sclerosante e cirrosi biliare primitiva la recidiva di
malattia sembra aumentare in presenza di mismatch, in particolare per il locus DR (rischio relativo 4.2)
ma cio non influisce sulla sopravvivenza. Gli autori suggeriscono in prospettiva di incrementare la terapia
immunosoppressiva in presenza di mismatch per il locus DR nelle patologie autoimmuni. In letteratura
esistono dati contrastanti su queste patologie, ottenuti in popolazioni analoghe ed in pazienti con tra-
pianto da vivente che appunto non evidenziano un ruolo significativo del mismatch (10) o che segnalano,
ad esempio nella PBC, in presenza di mismatch, minore sopravvivenza ma minore recidiva di malattia
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(11) . Come commento generale va segnalato che le significativita statistiche vengono ottenute sulle casi-
stiche piti numerose e con differenze numeriche comunque modeste.

Per quanto il crossmatch non venga praticato nel trapianto di fegato, una recente segnalazione conferma
'assenza di effetto sulla sopravvivenza del matching HLA ma evidenzia un ruolo negativo, soprattutto sul
breve termine, della presenza di un cross match positivo verso linfociti T del donatore (12) al momento del
trapianto.

Dati interessanti sono emersi sul ruolo dei sottotipi di Killer-immunoglobulin-like receptors, KIRs, pre-
senti sui linfociti NK. I principali ligandi HLA dei 3 gruppi funzionali di KIR sono rappresentati da
HLA-C, divisi in due gruppi C1 e C2 (sulla base del tipo di KIR cui rispondono ed identificati tramite
una tecnica di biologia molecolare) e dal’HLA-Bw4. La stimolazione che deriva dall’interazione KIR-
HLA esercita un diverso effetto inibente (talora stimolante) sui linfociti NK che potrebbe essere alla base
di un diverso danno d’organo. Lo studio di Hanvesakul et al (13) evidenzia un incremento di sopravvivenza
a 10 anni del 16,2% quando il donatore & eterozigote per HLA-C2 e del 26,5% quando il donatore & omo-
zigote per HLA-C2, rispetto al donatore omozigote per HLA C1. Tutto questo indipendentemente dal
rapporto con I'HLA del ricevente e quindi non nell’ambito di un rapporto self-nonself, ma in relazione alle
intrinseche maggiori capacita inibenti I'attivazione NK del contatto HLA-C2/KIR e quindi indipenden-
temente dalla frequenza e gravita degli episodi di rigetto acuto, ma attraverso una diversa frequenza di ri-
getto cronico e cirrosi (ed epatite) di eziologia non specifica post trapianto, legata a inflammazione
intraepatica non specifica. Per contro questa maggiore capacita inibente potrebbe essere alla base di una
maggiore severita (legata ad un minore controllo della replicazione virale) della recidiva di epatite C nei
pazienti che ricevono un organo HLA-C2 positivo (14) come discusso in precedenza (8). La presenza di una
attivazione di fenomeni di infiammazione cellulo mediata con apoptosi rispetto al fegato normale, de-
scritta in fegati trapiantati “normali” & a sostegno di questa problematica (6).

Il potenziale impatto di questa osservazione & notevole. Circa il 60% dei donatori presenta il “genotipo fa-
vorevole” HLA-C2 (etero o omozigote) e il 40 % il genotipo HLA-C1 eterozigote sfavorevole. Questo po-
trebbe diventare oggetto di scelta di allocazione dei fegati “a migliore prognosi” a riceventi a rischio e di
particolari protocolli di immunosoppressione nei riceventi di un organo di genotipo sfavorevole.

Il microchimerismo e la tolleranza.

Dalla sua iniziale descrizione (2) la presenza di microchimerismo € stata sempre associata a maggiore tol-
leranza dell’organo, con minore frequenza di rigetto. Il microchimerismo viene definito come persistenza
nel sangue circolante del ricevente di una percentuale, inferiore all’1%, di cellule ematopoietiche circolanti
del donatore. II fegato, per la sua storia “embriologica” le sue potenzialita e le tipiche popolazioni cellu-
lari residenti puo essere considerato un organo ematopoietico. Il trapianto di fegato conferisce quindi al ri-
cevente una popolazione cellulare particolarmente ricca, identificabile gia dopo pochi giorni dal trapianto,
usualmente decrescenti ma talora identificabili per anni nel sangue e negli organi linfoidi del ricevente. Si
¢ ipotizzato che queste cellule possano svolgere un ruolo attivo nell’anergizzare/eliminare i cloni alloreat-
tivi e quindi indurre la tolleranza anche se qualche studio suggerisce che siano semplicemente la “spia” dello
stato di tolleranza presente.

Un recente studio (15) conferma I'associazione significativa tra presenza di microchimerismo e: minor fre-
quenza di rigetto, pil bassi livelli di immunosoppressore utilizzati/necessari e pit frequente utilizzo di FK-
506 come immunosoppressore. Peraltro la presenza di microchimerismo non consente di ridurre
I'immunosoppressione, mentre la sua assenza consiglia particolare attenzione al rischio di rigetto. In altre
parole il microchimerismo & condizione necessaria per la tolleranza ma non sufficiente.

Nell’ambito degli studi sulla tolleranza, particolare interesse ha suscitato la popolazione dei linfociti re-
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golatori T, CD4+, CD25 +,Foxp3 + (Tregs) che rappresentanon circa il 10% dei CD4 circolanti e svolgono
in condizioni normali una funzione di controllo sull’attivazione del sistema T. Queste cellule vengono con-
siderate importanti in patologia autoimmunitaria e nel trapianto d’organo. Si ipotizza anche che Tregs al-
logeniche abbiano un ruolo importante nella modulazione/ soppressione dei cloni allo reattivi del ricevente
(16)

Attualmente sia in ambito clinico che a livello sperimentale sono in corso studi e valutazioni di protocolli
terapeutici con 'obiettivo di indurre microchimerismo e tolleranza, perlomeno parziale, attraverso farmaci
“mielo-ablativi” o infusione di cellule staminali del donatore, variamente combinati in sequenza (17). Con-
cetti con “operational tolerance” , “prope tolerance “ e “partial tolerance” sono destinati a diventare sem-
pre piu’ utilizzati.
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PEDIATRIC LIVER TRANSPLANTATION

FOR INBORN ERRORS OF METABOLISM

M. Zambelli, M. Colledan
Centro Trapianti di Fegato e Polmone - Center for Liver Research (CeLiveR)
Ospedali Riuniti di Bergamo — Italy

The aim of this paper is to briefly review the recent literature reporting about the topic of metabolic liver
diseases (MD) as indication to pediatric liver transplantation (LTx) and to report the series of Bergamo
Liver and Lung transplant center where, at present, a large numbers of pediatric patients (pts) have been
treated for inherited metabolic diseases. Our intent is also to provide adequate references to hepatologists
who primarily care for adults.

MD can be divided into diseases that lead to structural liver damage with liver failure or cirrhosis, with
or without injury to other tissues, such as Alpha 1 antitrypsin deficit (A1ATD) and Cystic fibrosis (CF),
and inherited metabolic defects expressed solely or predominantly in the liver but leading to injury to
other organ systems as for example the Urea cycle disorders and Hyperoxaluria. (1)

As a large number of MD is characterized by an acute onset, one of the main concerns about them is that
the diagnosis is frequently problematic as investigations prior to transplant may be inadequate due to pro-
longed laboratory processing time and to a lack of specific diagnostic tests. So definitively, in the acute sit-
uation the metabolic defect can be unrecognized.

The rationale of the LTx for MD is that in Pts undergoing this procedure we can obtain the reconstitution
of physiological levels of lacking enzyme and the complete replacement of the damaged parenchyma if cir-
rhosis is present.

The treatment of the acute liver failure is radical and immediate and the systemic extra-hepatic damage
can be in some cases resolved or almost stabilized. If present, the risk of hepatocarcinoma is prevented and
the quality of life may be sensibly improved (e.g. reintegration in the social life and dietary regimens sus-
pension)

Last but not the least if the LTx is performed for metabolic indications the surgical procedure is generally
quite “easy” due to a lack of previous abdominal operation in this kind of Pts.

Although individually rare, when considered together, liver based metabolic diseases represents approxi-
mately 10% of pediatric liver transplants and, in some centers, are the second most common indication
for liver transplant after biliary atresia. (2)
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TABLE 1. Hepatic-based mefabolic disorders suifable for
liver fransplantation
Disorders with structural liver damage
Alpha-1-antitrypsin deficiency
Wilson's disease
Crigler Najiar-Syndrome type 1
1yrosinemia type 1
Disarders with mainly extrahepatic consequences
Urea cycle disorders
Carbamylphosphate synthase deficiency
Ornithine transcarbamylase deficiency
Argininosuccinate synthase deficiency { Citrullinemia)
Argininosuccinate hyase deficiency
Crganoacidopathies
Propionic acidemia
Methylmalonic acidemia

Disarders with multiorgan manifestations
Cystic fibrosis
Respiratory chain defects

Among various indications to LTx for MD listed in table (3), some of them are definitively well established
whereas others are still discussed due to some important concerns about their outcomes as reported for or-
ganic acidurias or for atypical hemolytic uremic syndrome. (4) (5) (6)

The main published series of LTx performed for each single MD are resumed underlining benefits and pit-
falls of the procedures. The transplant related mortality and morbidity and the disease outcome are also
reported.

The specific up to date indications and contraindications are presented and, in all the cases where their ben-
efit is proved, the possibility of combined multiorgan procedures is also illustrated. (7)

Alternative therapies to LTx currently available to treat MD include the Living donor LTx (LDLT), Aux-
iliary Partial OLTx (APOLT) and Liver Cells Transplantation (LCT).

Some well representative series demonstrates 1 and 5 yrs Pts survival rate after LDLT of 86.8 and 81.2 re-
spectively, suggesting that LTx using parental donors can be recommended as an effective treatment for
pediatric Pts with MD. (8)

APOLT finds its motivation in the likelihood that gene therapy could be successful in the future, and is
also a technically feasible option as it provides adequate hepatocyte mass to correct the underlying meta-
bolic abnormality e.g. in the case of CNs Type I and PA, also if indications are, at present, still discussed.
9

After the considerable experience that it has been gained so far, with more than 50 pts already treated, LCT
now represents a less invasive, less expensive, and fully reversible alternative option to LTx for MD. LCT
has currently entered its phase of clinical application and current indications and protocols are detailed also
if ongoing lines of research are discussed to ameliorate the outcome and the pitfalls of the procedure. (10)
A very promising and interesting therapeutic option due to the perspective of avoiding solid organs trans-
plantation and immunosuppression therapies, it is definitively represented by the gene therapy but that
seems to be however still a promise. (11)
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The Bergamo series of Pediatric LTx performed for MD (1997-2007) includes 21 transplanted patients with
a median age of 2.8 yrs, median weight of 14 Kgs with a median waiting list time of 28 days. Indications
cover almost all the described MD with the exception of about 40 cases of familial colestatic diseases (Byler
and PFIC2) conventionally excluded as frequently classified and treated as a different chapter of LTx in-
dications.

In our series we recorded 6 cases (28%) of chronic rejection, with no cases of primary disease recurrence,
1 ReTx, and 1 death (4.7%) with a 5 yrs Pts overall survival of 94.4% (100% for noncirrhotic indications
and 91.7% for cirrhotic ones).

65% of Pts showed no post LTx neurological impairment with good performance status and quality of life,
30% had an incomplete neurological recovery but also without primary disease recurrence and only 1 pa-
tient showed very serious sequelae that were not ameliorated by LTx and are still incompatible with nor-
mal social life and studies.

As it concerns the overall outcome of Pediatric LTx for MD it is well documented that this procedure re-
sults in excellent clinical and biochemical outcome with long survival and excellent quality of life for most
recipients although it is now recognized that in non-liver oriented disease satisfactory outcomes were not
obtained by LTx alone due to the impossibility to completely correct the systemic enzyme defect.

Kayler et al. reported that the compared survival rates at 5-10 yrs for pediatric Pts transplanted with MD
indications and with other than MD indications ranged between 78 to 68% and 65-61% respectively.
These outcomes were significantly better than in the indication of biliary atresia and the conclusion was
that the presence of structural liver disease did not appear to be a risk factor for significantly worse out-
comes among liver recipients with MD. (12)

Although most of the described conditions may be amenable by LTx, it is evident that the decision mak-
ing with respect to MD is complicate not only by the variable phenotypes and the potential for involve-
ment of other organ systems but also by the fact that it requires frequent MELD or PELD score specific
adaptations on which to base transplant listing priority. (7)
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LIVER GENE THERAPY IN 2009

Jesus Prieto
Center for Applied Medical Research (CIMA) and University Clinic
University of Navarra. Spain

Liver gene therapy consists on the transfer of genetic material to the liver to achieve a therapeutic effect.
A diversity of constructs can be used for gene delivery to hepatic tissue. Until present the most efficient
gene therapy vectors are based on viral particles generated by deleting the viral genome of several (or all)
viral genes which are substituted by the therapeutic gene(s). The transgene expression cassette is com-
posed of the cDNA preceded by the promoter and followed by a polyA tail. The promoter can be consti-

tutive or inducible, universal or tissue-specific.

Vectors can be classified according to the duration of transgene expression. The classical example of short-
term expression vectors are first generation adenoviruses that enable transgene expression for about one
week. Long-term expression vectors include adeno-associated viruses (AAV), third generation adenoviruses
(also called gutless adenoviruses [gAd]) and retroviruses. While retroviruses become integrated into the
host genome, others (like gAd) remain episomal. Gene therapy can be used to treat a great variety of con-
ditions including hereditary monogenic conditions as well as acquired diseases such as liver cancer, viral
hepatitis or liver cirrhosis. Clinical trials have been performed to treat liver tumors using first generation
adenoviruses. These pioneer studies showed the feasibility of the procedure but lacked anti-tumor efficacy
mainly due to the short duration of transgene expression.

For many clinical applications long-term expression vectors should be used. gAd are very attractive because
of their high cloning capacity that allows the utilization of inducible promoters to safely control transgene
expression. Recently we have shown that the transduction of the liver with a gAd encoding IL-12 under
the control of a mifepristone-responsive promoter was very effective in the treatment of chronic wood-
chuck hepatitis virus (WHV) infection. This condition results from perinatal infection of the animals lead-
ing to immune tolerance to viral antigens and high viremia, resembling those cases with chronic hepatitis
B very difficult to treat. We found that induction of intrahepatic expression of IL-12 by administration of
mifepristone during 40 days caused a marked reduction of viremia with development of efficient anti-
WHYV cellular immunity.

Also we found that a gutless vector allowing inducible IL-12 expression within the hepatic tissue shows
efficacy in the control of colon cancer metastatic to the liver. In this context IL-12 stimulates antitumor
immunity while displaying potent antiangiogenic effects. Interestingly IL-12-based gene therapy syner-
gizes with oxaliplatin-based chemotherapy, making this combination therapy a promising approach to
treat liver metastasis of colorectal cancer.

One of the difficulties with gAd is the lack of a robust manufacturing technology which precludes the pro-
duction of sufficient amount of vector to supply clinical demands. In contrast AAV is a type of long-term
expression vector that can be produced in sufficient quantitites for clinical use. AAV vectors directed to
the liver have been employed to treat inherited monogenic diseases such as acute intermittent porphyria
(AIP) and hemophilia. In a murine model of AIP we were able to correct the metabolic disorder by trans-
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ducing the liver with an AAV vector encoding the correct version of porphobilinogen deaminase (PBGD).
In these animals we observed normalization of the levels of aminolevulinic acid and porphobilinogen and
a significant improvement of the neurologic disease. In the clinic AAV vectors have been used to treat he-
mophilia B. One of the drawbacks with AAV is the relatively small cloning capacity (4.8 kb) and also the
fact that AAV-transduced cells induce a cellular immune response directed against AAV capsid that reduces
the duration of transgene expression. This makes necessary the use of immunosuppressive therapy to achieve
long duration of transgene expression. Immunosuppression could be acceptable for patients with inherited
metabolic disorders but not for patients with liver cancer or viral hepatitis, thus limiting the number of
clinical applications for AAV-based gene therapy.

Our data and other data in the literature show that liver cirrhosis is a condition that could be amenable to
gene therapy. Liver cirrhosis is characterized by low levels of insulin-like growth factor-I (IGF-I), a hor-
mone that, in addition to its systemic anabolic activity, exerts liver cytoprotective effects and stimulates
differentiated hepatocellular functions. In a model of hepatic cirrhosis in rats we found that the transduc-
tion of the cirrhotic liver with a long-term expression vector encoding IGF-I results in improvement of liver
function and reduced fibrogenesis. The antifibrogenic effect was associated with increased activity of met-
alloproteases and decreased expression of their inhibitors. Interestingly IGF-I based gene therapy reduced
hepatic stellate cells activation and enhanced the production of HGF, a known antifibrogenic and cyto-
protective factor.

In conclusion liver directed gene therapy is a very powerful therapeutic procedure that strives to find its

way to the clinic. A number of problems should be solved before this novel therapy could fulfill in the pa-
tients the promises announced by preclinical data.
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