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Abstract 

Introduzione 

La malattia epatica steatosica non alcolica (NAFLD) è caratterizzata da un eccessivo 

accumulo di lipidi all'interno degli epatociti che conduce ad infiammazione epatica e 

fibrosi. La disfunzione dell’autofagia ovvero del processo mediante il quale la cellula 

elimina i cataboliti attraverso i lisosomi, è uno dei meccanismi fisiopatologici che 

portano all’accumulo di lipidi nella NAFLD. La lipofagia è il meccanismo autofagico 

attraverso il quale la cellula elimina le gocciole lipidiche costituite da esteri del 

colesterolo e trigliceridi attraverso il catabolismo lisosomiale. Nel lisosoma la lipasi 

acida lisosomiale è l’enzima preposto al catabolismo degli esteri del colesterolo. Un 

altro percorso di eliminazione di colesterolo e fosfolipidi per l’epatocita è costituito dalla 

loro secrezione nella bile. Dati emergenti suggeriscono che la colestasi in pazienti 

NAFLD rappresenti un fattore predittivo di prognosi sfavorevole, indicando un ruolo 

potenziale dell'alterata secrezione biliare nella patogenesi e nella progressione della 

malattia. Recenti studi hanno evidenziato che la lipofagia può essere disregolata dagli 

acidi biliari che esercitano un effetto inibitorio (CholeSTOPhagy) in corso di patologie 

colestatiche. 

Obiettivo dello studio: In una coorte di pazienti NAFLD abbiamo voluto valutare se 

fosse presente un impairment lipofagico e se questo fosse correlato a segni di 

colestasi e/o di disfunzione lisosomiale.  

Metodi: Abbiamo innanzitutto valutato il contenuto e l'attività della LAL in modelli 

sperimentali in vitro e in vivo di NAFLD. In totale, sono stati inclusi nello studio 87 

pazienti sottoposti a biopsia epatica. Tramite metodiche di immunoistochimica si sono 

valutate l’espressione di LAL, LAMP1 (marcatore lisosomiale), p62/SQSTM1 

(marcatore di impairment autofagico), CK7 (per la valutazione della componente 

colestatica: cellule epatiche progenitrici HPC ed epatociti intermedi IH), CD-10 (per la 

valutazione dei canalicoli biliari). E’ stata eseguita un’analisi al micrscopio elettronico 

a trasmissione per la valutazione delle componenti autofagiche e i segni epatocellulari 

di colestasi. In un sottogruppo di 38 pazienti tramite la metodica di Nanostring 

nCounter si è analizzata l’espressione genica di 20 geni coinvolti implicati nel processo 

autofagico (compresa l’espressione di LAL) e nella secrezione biliare di colesterolo.   
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Risultati Abbiamo evidenziato una riduzione dell’attività di LAL nel modello cellulare 

di NAFLD.  La diminuzione dell'attività di LAL è mediata dall'ubiquitinazione e la 

proteina ubiquitinata presenta una localizzazione extralisosomiale. In vivo il contenuto 

epatico di LAL  totale è più elevata nei fegati dei pazienti con punteggio NAS 3-5 e 6-

7 rispetto a quelli con punteggio NAS 0-2. L'espressione del gene di LAL è risultata 

lievemente aumentata nei pazienti con NAFLD rispetto ai controlli sani. Dallo studio è 

emerso un blocco della machinery autofagica con un aumento dell’espressione di p62/ 

SQSTM1 che correla significativamente con fibrosi e NAS (p=0.01 R=0.322; p=0.01 

R=0.157). Nei pazienti con NAFLD sono stati evidenziati lisosomi con lume visibile e 

sono stati identificati alla TEM come lipolisosomi. L’ accumulo anomalo di LAL 

ubiquitinata correla con il NAS e con il numero di lipolisosomi (p=0.04, R=0.128). La 

compromissione dell'autofagia è stata associata ad alterazioni legate alla colestasi nel 

compartimento biliare: è stato osservato un aumento della reazione duttulare e 

l'espansione di epatociti intermedi. Si è infatti osservato un aumento parallelo del 

marcatore di compromissione dell'autofagia p62/SQSTM1 e delle cellule progenitrici 

epatiche (HPCs) e delle degli epatociti intermedi (IH)(R=0.392, p=0.016; R=0.370, 

p=0.026) 

All’analisi ultrastrutturale con il microscopio elettronico a trasmissione si sono 

evidenziate significative differenze a livello dei canalicoli biliari tra pazienti con NAFLD 

lieve e severa. Inoltre abbiamo osservato una riduzione dell’espressione di ABCG5/8 

con l’aumentare del balooning nei pazienti con colestasi. 

Conclusioni Nei pazienti NAFLD si assiste ad un impairment della lipofagia con 

aumento di lisosomi repleti di lipidi non catabolizzati chiamati lipolisosomi. La riduzione 

dell’attività di LAL sembra possa contribuire alla disfunzione lisosomiale. Inoltre una 

colestasi a livello istologico ma non sierologico correla con la disfunzione autofagica 

e con un fenotipo di malattia più severo. 
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Introduzione generale 

Il fegato è il centro metabolico dei lipidi circolanti. Una ritenzione di lipidi all'interno 

degli epatociti, per lo più sotto forma di trigliceridi, è un prerequisito per lo sviluppo 

della malattia epatica più comune ad oggi, ovvero la malattia del fegato grasso non 

alcolica (NAFLD) (Benedict M World J Hepatol 2017). Sebbene le principali 

anomalie metaboliche che portano all'accumulo di grasso negli epatociti siano 

ancora da chiarire, esse includono alterazioni nelle vie che coinvolgono 

l'assorbimento dei lipidi (chilomicroni remnants e acidi grassi liberi-FFA derivati dal 

tessuto adiposo), la sintesi (lipogenesi), la degradazione (lipolisi e lipofagia) o la 

secrezione di lipoproteine epatiche (ad es, lipoproteine a bassissima densità VLDL) 

ed eliminazione di colesterolo e lipidi attraverso il flusso biliare. Pertanto, la NAFLD 

non deve più essere considerata solo un problema di afflusso dovuto all'aumento 

del carico di acidi grassi, ma deve anche essere collegata ad un'alterazione del 

compartimento di deflusso che coinvolge la secrezione biliare: recenti evidenze 

hanno infatti dimostrato che un pattern colestatico nei pazienti con NAFLD predice 

una prognosi sfavorevole ed è associato a specifici modelli morfologici e di 

espressione genica (Pennisi, Liver Int 2022). 

 L'accumulo di grasso negli epatociti può portare a infiammazione, sviluppo di 

steatoepatite non alcolica (NASH) e infine fibrosi (Ekstedt M Curr Hepatol Rep 

2017). La lesione patognomonica della steatosi comporta l'accumulo di grasso in 

organelli subcellulari specializzati chiamati gocciole lipidiche o lipid droplets (LD). 

In precedenza, il catabolismo delle LD era attribuito alle sole lipasi citosoliche, ma 

la lipofagia è stata recentemente descritta come un meccanismo alternativo per la 

mobilizzazione delle LD epatiche (Singh R Nature 2009, Zechner R,  Nat Rev Mol 

Cell Biol 2017) e la compromissione della lipofagia è stata fortemente associata 

alla patogenesi della NAFLD (Sinha RA, Hepatology 2014; Zhang Z, Biomed 

Pharmacother, 2018). Durante la lipofagia, i lipidi neutri (triacilgliceroli –TAG- ed 

esteri del colesterolo) immagazzinati nei LD sono parzialmente sequestrati negli 

autofagosomi e trasportati nei lisosomi, dove vengono catabolizzati. La lipasi acida 

lisosomiale (LAL), l'unico enzima noto in grado di idrolizzare gli esteri del 

colesterolo e i TAG e di rimanere attivo a un pH acido nel lisosoma, svolge un ruolo 

speciale in questo processo. I TAG, gli FFA e il colesterolo generati da queste vie 

sono incorporati nelle lipoproteine e trasportati nel sangue verso gli organi 

bersaglio. La Figura 1 illustra le fasi più importanti del metabolismo lipidico 
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intraepatico. 

 
 

Figura 1. Ruolo del fegato nel metabolismo lipidico. L'immagazzinamento e lo smaltimento dei grassi 

negli epatociti comprendono l'assorbimento dei lipidi [resti di chilomicroni alimentari o acidi grassi liberi 

(FFA) derivati dal tessuto adiposo], la sintesi (lipogenesi), la d e g r a d a z i o n e (lipolisi e lipofagia) o 

la secrezione di lipoproteine epatiche [ad esempio, lipoproteine a bassissima densità (VLDL)]. ATGL, 

adipose triglyceride lipase; LAL, lysosomal acid lipase; LDL, low-density lipoprotein; PNPLA, patatin- 

like phospholipase domain-containing protein; TAG, triacylglycerol. 

Nei seguenti paragrafi verranno riassunte la struttura e la fisiologia dei LD, nonché 

il loro catabolismo attraverso la lipolisi e la lipofagia. Inoltre, in ogni fase del 

metabolismo lipidico epatico, verranno descritte le potenziali alterazioni che 

contribuiscono allo sviluppo e/o alla progressione della NAFLD, con particolare 

attenzione alla lipofagia e alle recenti evidenze che dimostrano una riduzione 

acquisita dell'attività della LAL nei pazienti con NAFLD, che dovrebbe essere 

distinta dalla forma geneticamente determinata di deficit di LAL (LAL-D).  Infine 

tratteremo il ruolo della colestasi nella NAFLD. 

 

Panoramica sulla lipogenesi de novo e sull'immagazzinamento dei lipidi 

nel fegato 

La lipogenesi de novo contribuisce a circa il 10-35% del pool totale di TAG nel 

fegato; tuttavia, questa percentuale è notevolmente aumentata nei pazienti con 
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steatosi epatica (Donnelly KL, J Clin Invest 2005). Tra gli enzimi biosintetici dei 

lipidi, la sintasi degli acidi grassi (FAS) è stata fortemente implicata nella patogenesi 

della NAFLD, per la sua capacità di aumentare la produzione intraepatica di TAG 

(Hodson L,  Nat Rev Endocrinol 2019). In presenza di 

nicotinammideadeninadinucleotidefosfato (NADPH), la FAS sintetizza il palmitato 

dall'acetil-CoA e dal malonil-CoA e il palmitato può essere successivamente 

desaturato o allungato (Jensen-Urstad APL, Biochim Biophys Acta 2012). A livello 

molecolare, il FAS è indotto trascrizionalmente dalla proteina di risposta ai 

carboidrati (ChREBP) e dal fattore di trascrizione sterol regulatory element-binding 

protein (SREBP)-1c. Va notato che SREBP-1c controlla direttamente la sintesi del 

colesterolo nel fegato, indirizzando la 3-idrossi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-

CoA) reduttasi. Infatti, sia SREBP-1c che ChREBP sono alterati in condizioni di 

insulino-resistenza; l'iperinsu- linemia aumenta l'attività di SREBP-1c, mentre 

l'iperglicemia porta alla lipogenesi attraverso l'attivazione di ChREBP, che 

promuove la sintesi de novo di acidi grassi (Choi SH Trends Endocrinol Metab 

2011; Hodson L, Nat Rev Endocrinol 2019). In modo notevole, in modelli murini di 

insulino-resistenza, l'abbattimento di ChREBP o SREBP-1c limita l'accumulo 

epatico di lipidi e lo sviluppo della NAFLD (Jensen-Urstad APL,  Biochim Biophys 

Acta 2012; Horton JD,  J Clin Invest 2002). 

Gli acidi grassi sintetizzati si coniugano con il glicerolo-3- fosfato per produrre TAG 

attraverso le molecole intermedie di monoacil-glicerolo e diacilglicerolo. Il glicerolo-

3-fosfato deriva non solo dalla gliceroneogenesi, ma anche dal glicerolo ematico, 

mediato dall'attività della glicerochinasi, ed entrambe le vie sono indotte dall'insulina 

(42). Gli epatociti utilizzano principalmente il glicerolo derivato dalla gliceroneogenesi 

(>54%), mentre il glicerolo rimanente deriva dal glicerolo plasmatico (30%) o dal 

glucosio plasmatico attraverso la glicolisi (12%) (42). L'enzima che catalizza la 

sintesi dei TAG è la diacilglicerolo aciltransferasi (DGAT), che esiste in due isoforme, 

DGAT1 e DGAT2. La DGAT1 è espressa in modo ubiquitario, mentre la DGAT2 è 

espressa principalmente negli epatociti e negli adipociti. La compromissione di 

DGAT2 porta all'accumulo di diacilglicerolo nel fegato e rende gli epatociti più 

suscettibili all'infiammazione. Ciò indica un possibile contributo del diacilglicerolo allo 

sviluppo della NAFLD e alla progressione dalla semplice steatosi alla NASH.  

Infine, i TAG epatici possono essere incorporati nelle VLDL per essere secreta nella 

circolazione sistemica o immagazzinata nelle LD. Sebbene la secrezione di VLDL 

non sia alterata nei modelli murini di NAFLD (9), nei pazienti con NAFLD è stata 
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descritta una secrezione di VLDL deregolata. Un tasso più elevato di   secrezione   

di   VLDL-triacilglicerolo è osservata in pazienti  con  NAFLD rispetto ad individui 

sani. Tuttavia, l'aumento osservato sembra raggiungere un plateau nei pazienti con 

un contenuto di trigliceridi intraepatici ≥10%, indicando così che questo meccanismo 

potrebbe essere insufficiente a compensare il sovraccarico lipidico epatico (Fabbrini 

E, Gastroenterology 2008).  

Le LD sono organelli subcellulari caratterizzati da un nucleo di lipidi neutri circondato 

da un monostrato di fosfolipidi: essi sono buchi neri in cui gli acidi grassi e il 

colesterolo libero vengono trasformati in lipidi neutri, evitando così l'ossidazione nel 

citoplasma e il conseguente danno cellulare. Pertanto, le LD rappresentano uno dei 

meccanismi primari di accumulo di nutrienti per la sopravvivenza in assenza di 

substrati esogeni (Olzmann JA, Nat Rev Mol Cell Biol 2019). La biogenesi e la 

regolazione delle LD sono regolate dalle leggi della biofisica, ma sono sottoposte a 

una precisa regolazione da parte di meccanismi intracellulari mediati da numerosi 

enzimi e proteine, che rendono le LD organelli metabolicamente attivi piuttosto che 

semplici compartimenti di substrati energetici lipidici neutri (8, 77). La formazione di 

LD inizia con l'accumulo di lipidi neutri all'interno della membrana bilayer del reticolo 

endoplasmatico (ER), formando i lipidi della lente, che cresce e infine germoglia 

dall'ER (71). La gemmazione dei LD dalla membrana ER richiede il coinvolgimento 

di particolari fosfolipidi con specifiche caratteristiche geometriche. In sostanza, i 

lisofosfolipidi favoriscono la gemmazione, mentre i diacilgliceroli neutri, con la loro 

forma conica, la ostacolano (10). I fosfolipidi sono più comunemente localizzati nello 

strato esterno della membrana ER, dove promuovono la germinazione delle LD 

verso il citosol. Un altro importante promotore della biogenesi delle LD è la seipina, 

una proteina integrale oligomerica che regola l'interazione tra l'ER e le LD nascenti. 

L'assenza di seipina ritarda la formazione delle LD (52). Esperimenti condotti in 

cellule umane A431 con ablazione della seipina hanno dimostrato che la seipina 

favorisce la formazione di contatti strutturalmente uniformi tra l'ER e le LD e facilita 

il passaggio dei TAG dall'ER alle LD, contrastando così il restringimento delle 

piccole LD indotto dalla maturazione (72). 

Dopo la gemmazione, le LD possono crescere attraverso la sintesi de novo di lipidi 

sulla loro superficie e attraverso lo scambio di lipidi con altre LD. Nelle cellule di 

mammifero, le LD possono fondersi in goccioline più grandi e questo meccanismo è 

mediato da proteine della famiglia degli effettori DFF45, che inducono la morte 

cellulare e permettono il passaggio dei TAG dalle LD più piccole a quelle più grandi 
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(32). Tuttavia, i LD interagiscono anche con altri organelli subcellulari, come 

mitocondri, perossisomi, Golgi e lisosomi (91). Durante la fame, gli acidi grassi 

rilasciati dalle LD sono utilizzati dai mitocondri e dai perossisomi per produrre 

energia attraverso la  β-ossidazione e il ciclo dell'acido citrico (11, 48, 49, 64). Infatti, 

l'interazione delle LD con i mitocondri è utile per l'avvio della β-ossidazione e per la 

normale crescita delle LD. Infatti, gli enzimi presenti sulla membrana mitocondriale, 

come la fosfatidiletanolammina N- metiltransferasi, che converte la 

fosfatidiletanolammina in fosfatidilcolina per metilazione, e il DGAT2, che media 

l'acilazione del diacilglicerolo in TAG, sono entrambi fondamentali per la crescita 

delle LD (8). Inoltre, le LD interagiscono comunemente con altre LD (56). A seconda 

delle loro dimensioni, le LD consentono anche due vie cataboliche per i lipidi. Nelle 

LD di grandi dimensioni, il catabolismo dei lipidi è mediato principalmente dalle lipasi 

neutre citoplasmatiche, mentre nelle LD più piccole avviene attraverso la lipofagia, 

in cui la LAL svolge un ruolo enzimatico centrale (75). 

Rimozione dei lipidi da parte delle lipasi neutre nel fegato 
Le lipasi citoplasmatiche funzionano in un intervallo di pH citosolico normale e 

comprendono la lipasi dei trigliceridi adiposi (ATGL), chiamata anche pata- tina-like 

phospholipase domain-containing protein (PNPLA)-2 codificata da PNPLA2, la lipasi 

ormone-sensibile (HSL) e la mono- acilglicerolo lipasi (MAGL). L'ATGL degrada i 

TAG in acidi grassi e diacilgliceroli, mentre HSL e MAGL convertono ulteriormente il 

diacilglicerolo in acidi grassi e glicerolo. Le LD sono anche circondate da diverse 

proteine perilipiniche (PLIN) che regolano strettamente il processo lipolitico sulla 

membrana delle LD. In particolare, tutti questi enzimi sono espressi a livelli inferiori 

nel fegato rispetto al tessuto adiposo. In condizioni basali o dopo l'alimentazione, 

l'ATGL rimane nel citoplasma, con un accesso limitato alle LD. Inoltre, l'attività 

dell'ATGL è inibita dalla sua interazione con PLIN5 nelle cellule ossidative, come gli 

epatociti (33, 101). L'attività dell'ATGL può essere potenziata dal suo coattivatore 

essenziale Identificazione genica comparativa-58 (CGI-58) (47), che viene 

sequestrato da PLIN5 (100, 106), inibendo ulteriormente l'attività dell'ATGL lipasi. In 

condizioni di digiuno, l'attivazione della protein chinasi A porta alla fosforilazione di 

ATGL, CGI-58, HSL e PLIN; questa cascata di fosforilazione porta al rilascio di CGI-

58, che interagisce con ATGL e lo attiva (84). Tuttavia, il ruolo di HSL e MAGL nel 

catabolismo dei TAG negli epatociti rimane poco conosciuto.  
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Fig. 2. Vie intraepatiche del metabolismo dei grassi: la lipofagia è il processo principale del 

catabolismo delle gocce lipidiche (LD). Le LD sono organelli subcellulari complessi che 

immagazzinano lipidi neutri [triacilgliceroli (TAG) ed esteri del colesterolo (CE)]. Il catabolismo dei 

LD avviene attraverso 2 vie distinte: la lipolisi e la lipofagia. La lipolisi utilizza le lipasi citosoliche, 

come la lipasi dei trigliceridi adiposi (ATGL), la lipasi ormonosensibile (HSL) e la lipasi del 

monoacilglicerolo (MAGL), che agiscono in sequenza sulla superficie dei LD per trasformare i TAG 

in acidi grassi liberi (FFA). Le lipasi citosoliche si legano alle perilipine (PLIN), proteine che ricoprono 

l'esterno delle LD e svolgono un ruolo fondamentale nella biogenesi delle LD e nella regolazione 

delle lipasi. Questa via catabolica si verifica principalmente nelle LD di grandi dimensioni. Al 

contrario, la lipofagia svolge un ruolo nella degradazione dei piccoli LD che vengono inclusi 

all'interno di una membrana chiamata fagoforo per generare l'autofagosoma, che si fonde con il 

lisosoma e il LD viene degradato dalla lipasi acida lisosomiale (LAL). Nell'autofagia delle LD sono 

coinvolti diversi meccanismi. A: nella microautofagia o autofagia frammentaria, il fagoforo, formato 

dall'omegasoma (B), si chiude sulla membrana del LD per sequestrarne il contenuto. La parte di LD 

che rappresenta il futuro carico autofagico viene marcata attraverso diversi meccanismi. PLIN2 si 

lega alle ubiquitine e a p62, che a sua volta lega LC3 sul fagoforo, avvicinandolo all'LD. 

Successivamente, il fagoforo ingloba i lipidi dal LD, trasportandoli al lisosoma per l'eliminazione. B: 

biogenesi della membrana del fagoforo dalla cisterna del reticolo endoplasmatico (ER). Il processo 

inizia con la formazione dell'omegasoma in un sito della membrana ER con livelli più elevati di 

fosfatidilinositolo 3-fosfato (PtdIns3P). Il PtdIns3P favorisce il rigonfiamento della membrana lipidica 

per formare il fagoforo, interagendo con il complesso della fosfatidilinositolo 3- chinasi (PtdIns3K) 

(Beclin1, p150 e ATG14). Dopo l'allungamento, la membrana del fagoforo si stacca dall'ER. Nella 
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macroautofagia, il fagoforo incorpora piccoli LD per formare l'autofagosoma. C: in alternativa, il 

contenuto lipidico del LD fuoriesce nell'ER attraverso un contatto diretto tra l'ER e il LD. 

La PNPLA3 (Romeo S, Nat Genet 2008), nota anche come adiponutrina, è una delle 

lipasi citosoliche più studiate per il suo coinvolgimento nella patogenesi della NAFLD. 

Insieme al suo paralogo, ATGL, il PNPLA3 fa parte di un gruppo di enzimi che 

metabolizzano i lipidi che comprende nove PNPLA (PNPLA1-PNPLA9). Sebbene la 

struttura 3D di PNPLA3 non sia stata completamente chiarita, si propone che 

PNPLA3 contenga domini che attraversano la membrana e che favoriscono 

un'azione di tipo tight-junction con le membrane dell'ER e delle LD. La PNPLA3 

presenta un'attività lipasica verso i TAG e gli esteri di retinile e un'attività 

aciltrasferasica verso i fosfolipidi. Nel fegato, la PNPLA3 è espressa principalmente 

negli epatociti e nelle cellule stellate epatiche, dove agisce come modulatore della 

dinamica e del turnover dei LD, anche se i meccanismi sottostanti devono ancora 

essere completamente descritti (61). Inoltre, l'espressione della PNPLA3 epatica è 

regolata dall'assunzione di cibo ed è ridotta dal digiuno, nonché indotta 

dall'alimentazione con carboidrati in un uomo insulino- dipendente. In particolare, il 

promotore di PNPLA3 mostra due siti di consenso specifici per ChREBP e SREBP-

1c che sono regolati da glucosio, insulina e acidi grassi (14). 

Diversi studi condotti a partire dal 2008 hanno riportato che una comune variante 

missense di PNPLA3 (rs738409 C>G) è fortemente associata allo sviluppo e alla 

progressione della NAFLD (69, 70, 96). Il meccanismo con cui questo polimorfismo 

determina la steatosi rimane discutibile. Tuttavia, negli adipociti bruni, Wang et al. 

(103) hanno recentemente dimostrato che, rispetto alla variante non patologica, la 

variante di PNPLA3 legata alla NAFLD compete più efficacemente con la principale 

TAG lipasi intracellulare ATGL per il legame con il coattivatore CGI-58, sequestrando 

così CGI-58 e impedendo l'attivazione di ATGL. Questa scoperta solleva la 

possibilità che l'interazione PNPLA3/CGI-58 possa essere mirata a limitare 

l'eccessivo accumulo di TAG nella NAFLD. 

 

Rimozione dei lipidi mediante lipofagia nel fegato 

Singh et al. (Singh et al, Nature 2009) hanno introdotto il concetto di lipofagia, 

ovvero un processo autofagico specifico in cui le LD interagiscono con i lisosomi per 

degradare i lipidi. La lipofagia è generalmente attivata dalla restrizione dei nutrienti 

ed è definita dalla degradazione precisamente controllata delle LD da parte delle 

lipasi lisosomiali, che rappresentano un tipo specifico di autofagia. La lipofagia è 
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strettamente correlata alla lipolisi citosolica e i due processi sono modulati 

reciprocamente. PNPLA2 contiene un motivo di interazione con la catena leggera 3 

della tubulina (LC3); la delezione di questo motivo, la regione di interazione con LC3, 

porta a un'alterazione della lipolisi (53). Al contrario, la sovraespressione di 

PNPLA2/ATGL porta a un aumento della lipofagia attraverso un meccanismo 

dipendente dalla sirtuina 1 (73). Nel complesso, questi risultati indicano la 

PNPLA2/ATGL come la lipasi citosolica preponderante nel fegato e un importante 

mediatore a monte della lipofagia (73, 75). 

Singh et al. Hanno inoltre dimostrato che il silenziamento di uno dei numerosi geni 

coinvolti nell'autofagia, come l'autophagy-related gene 5 (ATG5), determina un 

aumento dei TAG e porta a un'alterazione della β-ossidazione negli epatociti. 

Attualmente, si presume che l'autofagia sia compromessa nella NAFLD e che questa 

compromissione contribuisca all'accumulo di lipidi intraepatocitario (Kwanten WJ, 

World J Gastroenterol 2014). 

La lipofagia comprende le seguenti fasi: 1) regolazione dell'up stream metabolico da 

parte degli induttori della lipofagia; 2) sequestro proteico del carico (una porzione o 

l'intera LD) all'interno del fagoforo, una vescicola citosolica a doppia membrana, e 

conseguente formazione dell'autofagosoma attraverso diversi meccanismi, come 

l'autofagia mediata da chaperoni (CMA), la mi- croautofagia e la macroautofagia (65); 

3) il tracciamento e il trasferimento dell'autofagosoma al lisosoma e la loro fusione; 

4) la degradazione del carico da parte delle lipasi lisosomiali. Gli studi emergenti 

mostrano che per lo sviluppo della NAFLD le alterazioni possono coinvolgere una o 

più fasi di questo complesso processo. Altre vie alterate coinvolgono proteine che 

promuovono la formazione di autofagosomi (es, la serina/treonina chinasi 

mammalian target of rapamycin (mTOR), ATG3-ATG7, ATG14 e Beclin1), proteine 

regolatrici e di trasporto (Rab GTPasi), proteine che permettono la fusione tra 

autofagosoma e lisosoma (lysosomal-associated membrane protein (LAMP) 1, 

LAMP2 e Rubicon), o altri meccanismi legati alla funzione lisosomiale (acidificazione 

e lipasi) (34, 45, 74, 86, 110). 

Uno dei più importanti regolatori dell'autofagia è mTOR. La sua attivazione, 

regolata da nutrienti e ormoni, sopprime l'autofagia, portando all'accumulo di lipidi e 

alla steatosi epatica (45). Nei pazienti con NAFLD, l'insulino-resistenza determina 

l'attivazione di mTOR, con conseguente compromissione della lipofagia (110). Il 

passo preliminare dell'autofagia è la formazione del fagoforo, una doppia membrana 

fosfolipidica che si stacca dall'ER. Come mostrato nella Fig. 2B, la formazione del 
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fagoforo inizia in un sito specifico della membrana ER, dove la concentrazione di 

fosfatidilinositolo 3-fosfato (PtdIns3P) è più elevata. In condizioni di restrizione 

nutrizionale, viene attivato il complesso fosfatidilinositolo 3-ki- nasi (PtdIns3K), che 

comprende Beclin1, Vps34, p150 e la subunità ATG14, specifica per l'autofagia, che 

innesca la produzione di membrane autofagosomiali (13). Studi sull'inibizione del 

complesso PtdIns3K da parte della wortmannina hanno dimostrato il suo ruolo chiave 

nell'autofagia (63). 

In questo complesso, ATG14 regola la produzione di PtdIns3P (88), che viene 

indotta ectopicamente in compartimenti cellulari, come l'ER. La localizzazione 

osservata di ATG14 nell'ER fornisce la prova che l'ER può essere il sito primario 

della formazione di fagofori e omegasomi. Si propone che l'omegasoma funga da 

piattaforma per la formazione dei fagofori, poiché il com- plesso ATG5 e LC3 sono 

reclutati in questa struttura dopo la restrizione dei nutrienti e le membrane ATG5- e 

LC3-positive sembrano emergere dall'omegasoma. L'omegasoma, attraverso la for- 

mazione del fagoforo, porta alla formazione di autofagosomi come risultato della 

coniugazione della proteina associata ai microtubuli 3 (pro- LC3-I), elaborata 

proteoliticamente, con la fosfatidiletanolamina da parte delle ligasi ATG7 e ATG3, 

portando alla formazione di LC3-II. L'incorporazione di LC3-II nel biogenere 

dell'autofagosoma e il reclutamento di proteine adattatrici del carico, come p62/ 

sequestosoma 1 (SQSTM1), portano alla chiusura del carico nell'autofagosoma 

maturo (108). La PtdIns3P altera la membrana lipidica e ne promuove il ripiegamento 

attraverso l'interazione con Beclin1 e altre proteine coinvolte (34), come ATG3-

ATG7. Singh et al (81) hanno dimostrato che, in presenza di una coltura di un stimolo 

lipidico esogeno o endogeno, gli epatociti di ratto RALA255-10G trattati con siRNA 

per inibire farmacologicamente Atg5 accumulano TAG all'interno delle LD e che 

l'accumulo di TAG è causato da un'alterata lipofagia piuttosto che da un aumento 

della sintesi di TAG. Questi risultati sono stati confermati in vivo utilizzando topi Atg7 

knockdown con deficit di au- tofagia che sviluppano epatomeg- gia con un aumento 

dei TAG e del contenuto di colesterolo negli epatociti rispetto ai topi wild-type (81). 

Infine, dopo l'elongazione della membrana del fagoforo, questo si stacca dall'ER 

(107). 

L'ancoraggio del fagoforo alle LD è un processo mediato da chaperoni. 

Nell'autofagia, il reclutamento dei chaperoni rappresenta solitamente una parte della 

CMA, un tipo di autofagia. Al contrario, nella lipofagia, l'attivazione del macchinario 

chaperone induce il contatto fagoforo-LD in preparazione dei successivi eventi 
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lipofagici. La CMA porta alla degradazione selettiva di singole proteine solubili con 

una specifica sequenza aminoacidica riconosciuta da una proteina simile alla heat 

shock protein 70 (HSC70). Le LD sono coperte da proteine PLIN, che contengono il 

motivo di legame per HSC70, e da pentapeptidi, come la serina/treonina-chinasi 25 

simile a STE20, che è stata recentemente identificata come un regolatore critico 

dell'omeostasi energetica e della progressione della NAFLD (5). Quando la CMA è 

compromessa, le proteine PLIN si accumulano e la mobilizzazione degli acidi grassi 

attraverso la lipolisi e la lipofagia è ridotta, come si osserva nella NAFLD (74). Inoltre, 

mutazioni nel motivo CMA di PLIN2 determinano l'accumulo di LD più grandi, che 

non sembrano interagire con i lisosomi (44). La proteina ubiquitaria antica 1 è una 

proteina LD altamente espressa che può reclutare la coniugasi di ubiquitina E2 G2 

(Ube2g2) attraverso il suo dominio COOH-terminale conservato G2BR; Ube2g2 può 

ubiquitinare le proteine situate sulla superficie delle LD (1, 83). Le proteine PLIN 

sono degradate dal proteasoma nella CMA e si crea una via d'ingresso per il 

fagoforo. Kaushik et al. (43) hanno dimostrato che la degradazione tramite CMA 

corrisponde alla siti di PLIN2 e PLIN3. Pertanto, la CMA si verifica in preparazione 

alla microautofagia (Fig. 2A). 

Nella microautofagia o autofagia frammentaria, il fagoforo si chiude sulla membrana 

del LD per sequestrarne il contenuto. La parte della LD che rappresenta il futuro 

carico autofagico viene marcata attraverso diversi meccanismi. PLIN2 si lega alle 

ubiquitine e a p62, che a sua volta lega LC3 sulla superficie del fagoforo, 

avvicinandoli alle LD. Successivamente, il fagoforo ingloba i lipidi dal LD, 

trasportandoli ai lisosomi per l'eliminazione (43, 74) (Fig. 2A). 

A differenza della microautofagia, nella macroautofagia l'intero LD è avvolto dal 

fagoforo. Studi recenti hanno dimostrato che le LD coinvolte nella macroautofagia 

sono di dimensioni inferiori rispetto a quelle coinvolte nella microautofagia (75). 

La migrazione dell'autofagosoma verso il lisosoma è un processo finemente 

regolato da diversi complessi proteici, come quelli della famiglia Rab (35). Ad 

esempio, Rab7 si trova sugli autofagosomi ed è coinvolta nel traffico di queste 

vescicole e nella formazione dei lisosomi (15). Durante il digiuno, Rab7 si accumula 

nelle LD e media la fusione delle LD con il lisosoma. Quando Rab7 viene silenziato 

mediante siRNA, si verifica un blocco della lipofagia con inattivazione della 

degradazione delle LD (76). Oltre a Rab7, altre Rab GTPasi sono state implicate 

nella lipofagia, come Rab10, coinvolta nel reclutamento degli adattatori necessari 

per l'inglobamento delle LD da parte dell'autofagosoma in crescita (51), e forse 
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Rab32, come dimostrato da esperimenti condotti in Drosophila, dove l'ablazione di 

Rab32 determina il blocco dell'autofagia in concomitanza con un alterato 

immagazzinamento dei lipidi (99). 

L'ultima fase cruciale regolata nella lipofagia è la fusione dell'autofagosoma con il 

lisosoma, che è alterata in diversi modelli steatogeni. L'assunzione di acidi grassi 

saturi provoca una rigidità della membrana ER mediata dalla lipotossicità e 

l'innalzamento dei livelli di calcio citosolico, con conseguente inibizione della fusione 

autofagosoma-lisosoma e arresto dell'autofagia, che può essere parzialmente 

annullato dai calcio-antagonisti (58). Inoltre, p62/SQSTM1 si trova sulla membrana 

dell'autofagosoma e interagisce con LAMP2A e altre proteine, consentendo il 

riconoscimento dell'autofagosoma e la fusione con il lisosoma. I topi privi di 

LAMP2A sviluppano steatosi epatica con accumulo di LD, riduzione dell'ossidazione 

degli acidi grassi e aumento dei livelli di TAG totali (74). Uno studio recente ha 

dimostrato che il sovraccarico di lipidi nelle cellule di epatoma HepG2 è 

accompagnato dalla fosforilazione di p62/SQSTM1 attraverso la chinasi 1 che lega 

TANK. La fosforilazione di p62/SQSTM1 è associata a un'alterata au- tofagia e alla 

formazione di corpi di Mallory-Denk associati alla NASH (19). Il difetto della 

clearance lisosomiale degli autofagosomi determina l'accumulo citoplasmatico di 

p62/SQSTM1 in modelli murini di NAFLD e in pazienti con NAFLD (102). Inoltre, è 

stata riportata una correlazione diretta tra p62/SQSTM1 e i punteggi dell'attività 

della NAFLD e/o delle transaminasi (30). Il Rubicon inibisce la fusione 

autofagosoma-lisosoma regolando in modo significativo Rab7, che è coinvolto nel 

complesso delle proteine di fusione. In un modello di steatosi, la coltura di cellule 

HepG2 con supplemento di acidi grassi saturi, come l'acido palmitico, determina un 

aumento dell'espressione di Rubicon (86). Inoltre, le LD possono partecipare 

attivamente alla biogenesi degli autofagosomi dall'ER (25, 92, 93). In questo 

processo, PNPLA5, una lipasi localizzata sulla superficie delle LD, fornisce i mattoni 

per la formazione delle memorie degli autofagosomi a partire dall'ER (25). ATG2 

risiede sia sulle LD che sulle membrane dell'ER ed è necessario per il trasferimento 

dei lipidi dalle LD all'ER (92, 93) per la formazione degli autofagosomi (Fig.2C). A 

livello dell'ER, i diacilgliceroli vengono trasformati in fosfolipidi che servono a 

formare le membrane dell'omegasoma nascente. Inoltre, i diacilgliceroli permettono 

la corretta curva dell'omegasoma (2). 

Le principali vie di degradazione delle LD, ovvero la lipolisi citosolica e la lipofagia, 

sono illustrate nella Fig. 2. 
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Ruolo dei lisosomi nella lipofagia 

Le normali funzioni dei lisosomi, il loro ambiente acido e le lipasi funzionali al loro 

interno sono necessarie per l'integrità della lipofagia. I lisosomi sono uno dei molti 

regolatori metabolici della cellula, che intrattengono diverse reti con il nucleo, la 

membrana cellulare e altri organelli, come i LD e i mitocondri (79). Il complesso di 

proteine lisosomiali sensibili al nu- trimento, recentemente identificato, comprende 

la pompa protonica V-ATPasi, la pompa LysNa e mTOR; mTOR si lega alla 

membrana lisosomiale durante il normale apporto calorico e fosforila il fattore di 

trascrizione EB (TFEB), che regola i geni coinvolti nell'autofagia, nonché quelli che 

codificano per i componenti lisosomiali e per il recettore associato al proliferatore del 

perossisoma (PPAR)-α e -γ (79). Una volta fosforilato, TFEB non può più 

raggiungere il nucleo per esercitare funzioni di regolazione trascrizionale. Durante il 

digiuno, TFEB è libero di spostarsi nel nucleo e, quindi, il numero di lisosomi, la 

funzionalità dell'autofagia e l'ossidazione mitocondriale possono aumentare (79). Il 

contenuto lisosomiale può anche regolare il legame di mTOR alla membrana 

lisosomiale. La pompa LysNa regola il potenziale di membrana lisosomiale in base 

alla presenza di sub-strati nel lume lisosomiale. Inizialmente, l'aumento 

dell'assunzione di acidi grassi stimola la lipofagia e il catabolismo attuato dai 

lisosomi; tuttavia, a lungo andare, un carico eccessivo di lipidi sopprime l'autofagia, 

probabilmente a causa di cambiamenti nella membrana lisosomiale in condizioni di 

eccesso di lipidi all'interno di questi organi (67, 68). Il flusso autofagico, l'acidità 

lisosomiale e la funzionalità degli enzimi lisosomiali sono stati studiati in topi ob/ob 

(39). In questo modello, nonostante la presenza di una normale fusione tra gli 

autofagosomi e i lisosomi, l'attività lisosomiale è diminuita, i livelli di espressione 

delle catepsine B e L sono stati ridotti e l'acidità lisosomiale compromessa è stata 

accompagnata da enzimi lisosomiali difettosi (39). In uno studio che ha esaminato i 

livelli di espressione delle catepsine D, B e L nei tessuti epatici di pazienti con 

NAFLD, epatite B, epatite C e cirrosi biliare primaria, è stata osservata una 

diminuzione significativa dei livelli di catepsine nei pazienti con NAFLD rispetto a 

quelli dei pazienti con altre patologie epatiche(30). 

 L'acidificazione degli autolisosomi è decisiva per l'attivazione delle lipasi e 

influisce sulla degradazione dei substrati. Inoltre, è stato recentemente riportato che 

un'acidificazione lisosomiale difettosa compromette l'autofagia nella NAFLD (102). 
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Lal: funzione fisiologica ed effetti di una ridotta attività di lal 

LAL è un enzima lisosomiale che catalizza l'idrolisi degli esteri del colesterolo e 

dei TAG che sono stati internalizzati attraverso l'endocitosi mediata da recettori delle 

particelle di lipoproteine a bassa densità (LDL). I prodotti dell'idrolisi della LAL 

vengono esportati attivamente dalla proteina Niemann- Pick di tipo C, nel caso del 

colesterolo libero, oppure diffondono nel citosol come FFA. Il colesterolo libero e gli 

FFA presenti nel citosol downregolano l'espressione di 

SREBP e riducono la trascrizione delle proteine coinvolte nella biosintesi e 

nell'assorbimento del colesterolo e degli acidi grassi. La LAL, presente praticamente 

in tutti i tipi di cellule, è codificata dalla LIPA sul cromosoma 10. Strutturalmente, 

LAL ha un dominio core e un dominio cap. Dopo la sua sintesi, LAL subisce una 

scissione del peptide segnale e della glicosilazione N-linked nell'ER, seguita dal 

trasporto all'apparato di Golgi per l'aggiunta di mannosio 6-fosfato, importante per il 

targeting lisosomiale dell'idrolasi. Infine, la proteina viene trasportata al lisosoma 

(50). 

L'attività conservata della LAL è necessaria per lo smaltimento dei lipidi neutri dopo 

l'internalizzazione mediata dai recettori delle lipoproteine o dopo la fusione 

dell'autofagosoma con il lisosoma durante la lipofagia. La LAL-D è una malattia 

autosomica recessiva multiorgano causata da mutazioni nella LIPA (57). Ad oggi, 

sono state descritte più di 59 mutazioni associate alla LAL-D; tuttavia, la variante 

patogena più frequente della LIPA è una mutazione di splicing, c.894G>A, con una 

frequenza allelica che varia da 0,0005 nelle popolazioni asiatiche a 0,0017 nelle 

popolazioni caucasiche e ispaniche, riflettendo frequenze di portatori di 1 su 1.000 e 

~1 su 300, rispettivamente (78). Poiché la LAL è coinvolta nella degradazione degli 

esteri lisosomiali del colesterolo e dei TAG, in caso di LAL mutata si verifica un 

accumulo di lipidi nel fegato, nella milza, nelle ghiandole surrenali, nel midollo osseo, 

nei linfonodi, nei macrofagi di tutto l'organismo e, in particolare, nei villi intestinali. È 

noto che la LAL-D si presenta in due fenotipi patologici, la malattia di Wolman e la 

sindrome da accumulo di colesterolo (CESD), la cui insorgenza e gravità dipendono 

dalla quantità di attività residua della LAL, che a sua volta è determinata dal tipo di 

mutazioni e dal loro effetto sulla funzione della proteina (21, 97). Dal punto di vista 

clinico, come ampiamente rivisto altrove (18, 60, 66, 85), la malattia di Wolman è u n 

a malattia rapidamente progressiva con una mortalità quasi universale entro i primi 6 

mesi di vita, mentre la CESD è spesso diagnosticata più tardi nella vita o addirittura 
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confusa e sottovalutata a causa della presentazione clinica aspecifica che assomiglia 

a quella della sindrome metabolica. In particolare, l'interessamento epatico, 

universale nella LAL-D, si presenta come una grave steatosi microvescicolare che 

progredisce fino alla cirrosi e all'insufficienza epatica (3), perché l'accumulo di lipidi 

lisosomiali agisce come un fattore infiammatorio scatenante che induce la fibrogenesi 

e la cirrosi nel tempo attraverso unidenti meccanismi di sicurezza (98). 

Gli approcci terapeutici per la LAL-D sono cambiati completamente alla fine del 

2015, quando la sebelipasi alfa, una proteina LAL umana ricombinante, è stata 

utilizzata in una terapia enzimatica sostitutiva con ottimi risultati (16). Nello studio 

ARISE, la sebelipasi alfa ha determinato un grande miglioramento della funzionalità 

epatica. Inoltre, in 12 pazienti su 20 è stata osservata una regressione della fibrosi 

di più di uno stadio, mentre in 6 pazienti non si è verificata alcuna variazione della 

gravità della fibrosi e solo in 2 pazienti si è verificato un peggioramento (17). Più 

recentemente, Jones et al. (41) hanno dimostrato l'efficacia della sebelipasi alfa 

specificamente nei neonati con malattia di Wolman, che hanno mostrato una 

sopravvivenza nettamente migliore e miglioramenti clinicamente significativi nella 

crescita e in altre manifestazioni chiave della malattia. 

 

Prove di riduzione acquisita dell'attività lal in nafld 

Sebbene la malattia di Wolman e la CESD siano entrambe malattie genetiche, studi 

recenti hanno riportato che, rispetto agli individui sani, i pazienti con NAFLD e quelli 

con cirrosi dovuta a NASH presentano una riduzione più lieve e probabilmente 

acquisita dell'attività LAL, come valutato dal test del sangue secco (DBS). Nel 2015, 

Baratta et al. (6) hanno riportato per la prima volta un'associazione tra la riduzione 

dell'attività LAL e il danno epatico nei pazienti con NAFLD. Gli autori hanno riferito 

che, rispetto rispetto ai controlli, 200 pazienti con NAFLD (età, 55,4 ± 11,0 anni) 

hanno mostrato una riduzione di circa il 30% dell'attività LAL nel sangue insieme a 

un aumento degli enzimi epatici sierici. Questo risultato è stato confermato 

dall'ulteriore riduzione dell'attività LAL (~40%) osservata nei pazienti con NASH 

istologicamente provata rispetto ai controlli. Questi risultati sono in linea con quelli 

riportati da Shteyer et al. (80), che hanno riscontrato che l'attività LAL nel sangue 

prediceva in modo significativo la gravità della malattia epatica nei pazienti con 

steatosi mi- crovescica, cirrosi criptogenetica e NAFLD diagnosticata sulla base di 

biopsie epatiche. In uno studio successivo, abbiamo riscontrato che, rispetto ai 
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soggetti sani, i pazienti con cirrosi criptogenetica, la maggior parte dei quali aveva 

una cirrosi post-NASH, mostravano una riduzione del ~35% dell'attività LAL nel 

sangue (95). Tuttavia, nello stesso studio, abbiamo anche osservato che i pazienti 

con cirrosi di eziologia nota presentavano un'attività LAL significativamente ridotta, 

paragonabile a quella osservata nei pazienti con cirrosi criptogenetica; inoltre, 

abbiamo determinato che l'attività LAL era fortemente associata alla conta dei 

leucociti e delle piastrine. Pertanto, abbiamo ipotizzato che, nel contesto della 

cirrosi, il test DBS possa essere influenzato da leucopenia e trombocitopenia, 

tipiche anomalie ematologiche dell'ipertensione por- talare. Inoltre, sebbene fosse 

già noto che la maggior parte dell'attività LAL del sangue misurata con il test DBS 

riflettesse l'attività LAL leucocitaria, abbiamo riportato che anche le frazioni di 

piastrine nel sangue presentavano un'attività LAL significativa, strettamente 

correlata all'attività LAL totale del sangue misurata con il test DBS (94). In questo 

contesto, in una coorte di pazienti con NAFLD non cirrotica, Polimeni et al. 

(62) ha descritto che l'attività della LAL era ridotta del ~20% in pazienti con 

splenomegalia, rispetto a quelli senza, suggerendo che la ridotta attività della LAL 

abbia di per sé un ruolo nella fisiopatologia della splenomegalia. In particolare, i livelli 

ematici di LAL in diverse fasi dell'evoluzione della NAFLD sono stati ricapitolati in 

due studi recenti (7, 29). Il primo studio era uno studio trasversale che comprendeva 

575 pazienti, la maggior parte dei quali è stata valutata con l'ecografia (le biopsie 

epatiche sono state valutate solo in un sottogruppo di pazienti) e la fibrosi è stata 

stratificata in base al Fibrosis-4 e al punteggio di fibrosi della NAFLD. In questo 

studio, Baratta et al. (7) hanno riportato che l'attività LAL nel sangue era ridotta 

rispettivamente del 10%, 20% e 50% nell'intero gruppo di pazienti con fegato grasso, 

nel sottogruppo di pazienti con NASH e nel sottogruppo di pazienti con cirrosi 

criptogenetica, rispetto ai controlli. Nel secondo studio, che comprendeva 118 

pazienti con NAFLD, i pazienti con NAFLD non cirrotica e cirrotica presentavano una 

riduzione dell'attività LAL rispettivamente del 30% e del 50% rispetto ai controlli (29). 

In quest'ultimo studio, l'attività LAL è stata determinata anche nelle frazioni 

leucocitarie e piastriniche del sangue. L'attività LAL intracellulare delle piastrine, ma 

non quella intracellulare dei leucociti, è risultata significativamente ridotta nei pazienti 

con NAFLD non cirrotica rispetto ai controlli e una riduzione simile è stata osservata 

nei pazienti con cirrosi NASH rispetto ai controlli e ai pazienti con NAFLD non 

cirrotica. 
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Complessivamente, questi studi recenti indicano che la LAL ematica è ridotta del 20-

40% nei pazienti con NAFLD non cirrotica e del 35-50% in quelli con cirrosi NASH 

rispetto ai controlli (6, 7, 29, 95). Una riduzione del 10-20% dell'attività LAL nel 

sangue nei pazienti con NASH rispetto a quelli con NAFLD non NASH è stata 

riportata anche in alcuni studi (6, 7), ma non all'unanimità (31). Una correlazione 

significativa tra l'attività LAL del sangue e la conta delle piastrine è sempre stata 

evidenziata e gli studi più recenti hanno dimostrato che l'attività LAL determinata nella 

frazione piastrinica è strettamente correlata a quella dei campioni di DBS (51) e che 

si riduce progressivamente nei pazienti con NAFLD non cirrotica e cirrosi NASH. 

Questo dato suggerisce che l'attività LAL piastrinica è un importante determinante 

dell'attività LAL totale del sangue; tuttavia, è anche evidente che la riduzione 

osservata nella malattia epatica cronica non dipende solo dalla trombocitopenia. 

Inoltre, nel contesto della malattia epatica, la compromissione dell'attività LAL 

sembra essere piuttosto specifica della NAFLD. Infatti, sebbene non abbiamo 

osservato alcuna differenza significativa nel tasso di riduzione dell'attività LAL tra 

cirrosi di eziologia nota e cirrosi criptogenetica, studi che hanno utilizzato campioni 

più ampi hanno riportato che, a parità di stadio della malattia epatica, la riduzione 

dell'attività LAL nella NAFLD è maggiore rispetto a quella nelle malattie epatiche di 

altra eziologia (29, 89). 

 

Possibili determinanti della ridotta attività di LAL nella NAFLD: spunti 

per ulteriori indagini 

A causa della bassissima prevalenza di varianti genetiche responsabili 

dell'alterazione dell'attività LAL, la maggior parte, se non la totalità, della ridotta 

attività LAL osservata nella NAFLD deve essere considerata acquisita attraverso un 

meccanismo epigenetico. Recentemente abbiamo riportato che nessuno dei 66 

pazienti con cirrosi criptogenetica che presentavano una riduzione significativa 

dell'attività LAL era portatore della mutazione c.894G>A in LIPA, responsabile di 

circa il 60% di tutti i casi di LAL-D (6). 

Sulla base di studi sperimentali, nemmeno i bassi livelli di espressione della 

proteina LIPA o LAL sembrano essere responsabili della ridotta attività LAL 

osservata nei pazienti con NAFLD con LDL ossidate; Infatti, in vitro, il trattamento di 

macrofagi peritoneali con cristalli di colesterile, specie lipidiche comunemente 

presenti nel sangue di pazienti dismetabolici, induce la traslocazione nucleare di 

TFEB e la conseguente in- duzione di un gruppo di bersagli genici lisosomiali e 
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autofagici di TFEB, tra cui LAL (27). Tuttavia, nello stesso modello, i macrofagi 

aterosclerotici mostrano lisosomi morfologicamente anormali, disfunzionali a causa 

dell'aumento del pH e della permeabilità della membrana (27). Questi risultati sono 

coerenti con quelli osservati negli epatociti isolati in coltura di topi ob/ob, dove 

l'aumento del numero di autofagosomi si accompagna a una ridotta acidificazione e 

all'attivazione della catepsina negli autolisosomi (39). Pertanto, in condizioni di 

sovraccarico lipidico, la ridotta lipofagia può essere attribuita a un'alterata 

acidificazione lisosomiale piuttosto che a una carenza assoluta di espressione di 

LAL. Una panoramica dello smaltimento lisosomiale dei grassi normale e patologico, 

che dipende anche dall'attività di LAL, è rappresentata nella Fig. 3. 

 

Fig. 3. Funzione del lisosoma nel contesto fisiologico e in condizioni dismetaboliche con ridotta 

attività della lipasi acida lisosomiale (LAL), come la malattia del fegato grasso non alcolico (NAFLD). 

La via endosomiale e la lipofagia convergono nel lisosoma per il catabolismo delle lipoproteine a 

bassa densità (LDL) e delle gocce lipidiche (LD), rispettivamente. In condizioni fisiologiche (lato 

sinistro), il lisosoma è finemente regolato da una fitta rete di segnali che coinvolgono recettori 

cellulari, fattori nucleari e diversi metaboliti. Il cosiddetto complesso proteico LYNUS (lysosomal 

nutrient sensing) regola il fattore di trascrizione EB (TFEB), che attiva i geni coinvolti nell'autofagia 

e costituisce i componenti lisosomiali. In presenza di un adeguato apporto calorico, il mammalian 

target of rapamycin (mTOR) si lega al lisosoma per fosforilare e disattivare TFEB. Un altro 

meccanismo di controllo metabolico è attuato dal lisosoma attraverso il pool di colesterolo. In 

condizioni fisiologiche, la quantità di colesterolo libero regola il fattore di trascrizione sterol regulatory 

element- binding protein (SREBP). Se il colesterolo libero è abbondante, SREBP non si sposta nel 



   

 

  24 

 

nucleo; altrimenti, SREBP entra nel nucleo e trascrive il gene per la 3- idrossi-3-metilglutaril-

coenzima A (HMG-CoA) reduttasi, un enzima chiave nella sintesi del colesterolo. Inoltre, in presenza 

di colesterolo libero, SREBP trasloca il fattore di trascrizione liver X receptor (LXR), che trascrive la 

proteina ATP-binding cassette subfamily A member 1 (ABCA1), permettendo la formazione di 

lipoproteine ad alta densità (HDL) e rappresentando quindi il trasporto del colesterolo fuori dalla 

cellula. L'acil-CoA:colesterolo aciltransferasi (ACAT), situata nel reticolo endoplasmatico (ER), è in 

grado di riesterificare il colesterolo libero e di rimandarlo alla LD. LAL è l'idrolasi acida responsabile 

dell'idrolisi degli esteri del colesterolo e dei trigliceridi. Quando la LAL è assente o ha una funzionalità 

ridotta (lato destro), quest'ultima osservata nella NAFLD, gli esteri del colesterolo e i trigliceridi si 

accumulano nel lisosoma. La struttura del lisosoma e la funzionalità delle sue pompe di membrana, 

compresa la V-ATPasi, sono compromesse; di conseguenza, l'acidificazione del lume lisosomiale, 

essenziale per la funzione degli enzimi lisosomiali, è compromessa. I lisosomi inglobati in modo 

disfunzionale si ingrandiscono, formando un lipolisosoma, e la lipofagia è di conseguenza 

compromessa, con uno smaltimento insufficiente delle LD citoplasmatiche. Infine, la mancanza di 

colesterolo libero induce SREBP a entrare nel nucleo e a trascrivere HMG-CoA, aumentando 

ulteriormente la sintesi di colesterolo. APO, apolipoproteina; FOXO1, forkhead box O1; LAMP, 

lysosomal-associated membrane protein; VLDL, very low- density lipoprotein. 

 

Il primo passo della ricerca futura dovrebbe essere la conferma che l'attività LAL 

rilevata nei campioni di DBS riflette quella delle cellule di tutto il corpo, in particolare 

del fegato. Finora questo punto è stato ipotizzato piuttosto che  aspetto sono stati 

riportati molto recentemente da Gomaraschi et al. (31), che hanno scoperto che 

l'attività LAL misurata direttamente nel fegato di pazienti con NAFLD era 

significativamente correlata con quella misurata nel sangue mediante test DBS, ma 

non con l'espressione LAL epatica. Inoltre, l'attività LAL epatica dimostrato A tal fine, 

l'espressione di LAL e, soprattutto, l'attività di LAL nel fegato dovrebbero essere 

confrontate tra pazienti con NAFLD e individui sani. Gli unici dati su questo dovrebbe 

essere esaminata per verificare la correlazione con i segni istologici della LAL-D, tra 

cui la steatosi microvescicolare, i lipolisosomi, le cellule schiumose di Kuppfer e i 

segni di disfunzione lisosomiale, che possono essere riscontrati, anche se in misura 

minore, nei pazienti con NAFLD (55, 104), nonché con il grado di 

necroinfiammazione, palloncino e fibrosi.   

Infine, studi futuri dovrebbero verificare se la stimolazione dell'attività epatica della 

LAL eserciti effetti benefici sull'istologia epatica nella NAFLD sia nei modelli 

sperimentali che nei pazienti. Nei topi LIPA-knockout, è stato dimostrato che 

l'espressione di LAL umana specifica per gli epatociti riduce le dimensioni del fegato 

a livelli normali, riducendo l'accumulo di lipidi sia negli epatociti che nelle cellule di 



   

 

  25 

 

Kupffer (24). . In questo contesto, la potenziale modulazione dell'attività della LAL da 

parte della dieta e dell'esercizio fisico e l'effetto dei trattamenti farmacologici 

dovrebbero essere ulteriormente esplorati. Sulla base della correlazione positiva tra 

l'uso di statine e l'attività della LAL, è stata suggerita anche una modulazione 

epigenetica dell'espressione della LIPA da parte delle statine o un potenziamento 

della funzione dell'enzima (6). Più recentemente, anche la terapia con fibrati è stata 

associata a un aumento dell'attività della LAL (59). Infine, si è tentati di ipotizzare 

che, essendo una terapia enzimatica sostitutiva già disponibile per il trattamento 

della LAL-D genetica, questo stesso approccio potrebbe rivelarsi efficace nei pazienti 

con NAFLD che presentano un'attività LAL gravemente ridotta e una malattia epatica 

più avanzata e progressiva. 

Colestasi e NAFLD 
Già da due decenni si è posta l’attenzione sull’impronta colestatica nell’epatopatia 

steatosica non alcolica, tuttavia solo recentemente alcuni studi hanno nuovamente 

sottolineato questo aspetto dimostrando come il pattern colestatico dei pazienti 

NAFLD potesse in qualche modo alterare la prognosi di questi pazienti e presenti 

delle basi biochimiche che potrebbero dare qualche spiraglio terapeutico.  

Infatti già nel 2005 Sorrentino et al mostravano come i pazienti NAFLD con una 

colestasi avessero sempre un danno istologico grave e ipotizzavano quindi che la 

colestasi biochimica nei pazienti con NAFLD potesse predire in modo significativo 

anomalie più gravi all'istologia epatica. Questo studio metteva a confronto il gruppo 

colestatico NAFLD con pazienti con un grado di infiammazione e fibrosi identiche ma 

senza segni di colestasi sierologica: i pazienti senza colestasi sierologica, 

nonostante un grado di fibrosi comparabile non presentava segni di compromissione 

del comparto biliare, inoltre, questo gruppo era effettivamente caratterizzato da 

un'età più avanzata. Evidentemente il quadro di danno biliare è assente nei pazienti 

senza colestasi biochimica e la gravità istologica della malattia non sembra indicare 

la presenza di questa condizione. Questi dati potevano suggerire un ruolo 

prognostico della colestasi nella storia naturale della NAFLD. Tale sospetto è stato 

confermato recentemente dallo studio di Pennisi et al (Pennisi Liver Int 2022).  

In questo studio hanno analizzato 582 pazienti NAFLD suddivisi in tre gruppi in base 

al quadro degli enzimi epatici elevati: quadro prevalentemente colestatico (C), 

quadro prevalentemente epatocellulare (H) e quadro misto (M). Il pattern di enzimi 

epatici elevati è stato calcolato utilizzando la seguente formula: R = (ALT/ALT limite 

superiore di normalità)/(ALP/ALP limite superiore di normalità). HAnno quindi 
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valutato prospettivamente l’impatto dello sviluppo di eventi avversi maggiori correlati 

alla patologia epatica sottostante ( major liver-related outcomes (MALO). La 

presenza di un pattern colestatico sierologico era correlato ad un aumentato rischio 

di MALO indipendentemente da altre caratteristiche della malattia epatica.  

La lesione dell’epatocita è il principale fattore scatenante la reazione duttulare DR, 

che comprende non solo la proliferazione dei dotti biliari, ma anche un ampio spettro 

di reazioni del tessuto epatico, compresa l'attivazione di diverse vie infiammatorie. 

Le lesioni epatiche croniche attivano le cellule progenitrici epatiche (HPC), quiescenti 

nel fegato normale, con una conseguente DR che si manifesta in diversi modi. In 

primo luogo, le HPCs si differenziano in cellule intermedie e verso i lineages degli 

epatociti o dei colangiociti, a seconda della patogenesi del danno epatico; viceversa, 

le HPCs possono dedifferenziare, portando alla metaplasia. Inoltre, il sovraccarico 

relativo di acidi biliari potrebbe essere un fattore scatenante precoce della metaplasia 

duttulare degli epatociti, esercitando un effetto primario sulle stesse cellule 

parenchimali che, a loro volta, stimolano le CSE. Recentemente alcuni studi hanno 

evidenziato come un sovraccarico di acidi biliari a livello intraepatocitario possa 

svolgere un ruolo nell’impairment dell’autofagia, bloccando questo importante 

processo cellulare. Tale blocco avverrebbe in diversi punti del processo autofagico: 

gli acidi biliari  riducono la fusione dell’autofagosoma con il lisosoma e, attraverso 

una transrepressione genica, riducono la trascrizione di importanti geni che regolano 

l’autofagia come mostrato in figura 4 (Panzitt K, Biochimica et Biophysica Acta 2021). 

Il significato biologico della DR e dell'attivazione delle CSE è stato esplorato anche 

nella NAFLD.  

Inoltre nello studio di Pennisi et al è stata condotta un’analisi di un piccolo 

sottogruppo di pazienti stratificato per i pattern C e H, ed è stata riscontrata una 

significativa down-espressione dei geni NR1H3, RXRα e VCAM-1 nei pazienti con il 

pattern C rispetto a quelli con il pattern H. I recettori retinoidi Xα (RXRα) 

appartengono ai recettori nucleari che mediano gli effetti biologici dei retinoidi 

attraverso il loro coinvolgimento nell'attivazione genica mediata dall'acido retinoico. 

Questo recettore funziona come fattore di trascrizione legandosi come omodimero o 

eterodimero a sequenze specifiche nei promotori dei geni bersaglio. RXRα crea un 

eterodimero funzionale con il recettore epatico X α (LXRα alias NR1H3), che 

rappresenta la subunità di legame con il ligando. L'eterodimero rappresenta un 

regolatore chiave della funzione dei macrofagi, controllando i programmi 

trascrizionali coinvolti nell'omeostasi dei lipidi e del colesterolo e nell'infiammazione. 
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Le vie attivate da LXRα hanno una duplice funzione: da un lato, sono coinvolte nel 

mantenimento dell'omeostasi del colesterolo e degli acidi biliari aumentando il 

catabolismo del colesterolo e, dall'altro, possono prevenire la tossicità derivante 

dall'accumulo di acidi biliari.(Uppal H, Hepatology 2007). In questo scenario, la bassa 

espressione di RXRα e LXRα nei pazienti NAFLD con il pattern C, e la conseguente 

mancanza dei loro effetti benefici, è coerente con il legame osservato tra il pattern C 

e gli esiti clinici negativi. D'altra parte, la molecola di adesione delle cellule vascolari1 

(VCAM-1) è una proteina di superficie che, inducendo la disfunzione dell'endotelio 

vascolare, l'adesione e lo stravaso dei monociti nei vasi sanguigni e determinando 

uno stato proinfiammatorio in diversi contesti, agisce come fattore scatenante e 

peggiora l'infiammazione epatica nella NAFLD, con la conseguenza di un possibile 

impegno verso un modello epatocelulare citolitico. 

In definitiva questi studi suggeriscono che la presenza di un pattern biochimico 

colestatico identifica un sottogruppo di pazienti a maggior rischio di MALO. 

 

  

 

Fig 4 Il ruolo degli acidi biliari liberi a livello epatocitario sul processo autofagico. 
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Parte sperimentale 
Nelle successive sezioni andremo ad affrontare i principali 3 studi effettuati dal nostro 

gruppo per quanto pertiene il ruolo di LAL, Lipofagia e della colestasi nella NAFLD. 

Dal momento che numerose delle metodiche di immunomorfologia e biologia 

molecolare si sovrappongono nei tre studi seguenti, tratteremo una sezione di 

materiali e metodi univoca in calce agli studi suddetti. Invece per quanto riguarda la 

popolazione oggetto di studio verrà indicata per i singoli studi in quanto non è univoca.  

Studio 1: Caratteristiche molecolari ed istologiche della riduzione 

dell’attività della lipasi acida lisosomiale nella NAFLD.  
Sulla base del ruolo di LAL come effettore ultimo della degradazione degli esteri del 

colesterolo dell’epatocita, nel seguente studio abbiamo esplorato il contenuto proteico 

e l'attività della LAL sia in vitro che in vivo in modelli sperimentali di NAFLD, al fine di 

chiarire i meccanismi alla base della compromissione dell'attività della LAL nella 

NAFLD.  

Abbiamo riscontrato un accumulo di LAL disfunzionale ed extralisosomiale dovuto 

all'ubiquitinazione della sua regione N-terminale. Questi risultati sono stati confermati 

nel fegato di un'ampia coorte di pazienti con NAFLD diagnosticata istologicamente. In 

particolare, l'accumulo anomalo di LAL ubiquitinata è stato osservato nei pazienti con 

NAFLD diagnosticata istologicamente, nei quali era correlato con la gravità della 

malattia e con alcuni dei segni distintivi dell'alterata funzione di LAL, ossia la steatosi 

microvescicolare e i lipolisosomi. 

Pazienti 

In totale, sono stati inclusi nello studio 87 pazienti sottoposti a biopsia epatica per il 

grading e la stadiazione della NAFLD presso l'Unità di Epatologia del Policlinico 

Universitario Campus Bio- Medico di Roma e il cui tessuto epatico incluso in paraffina 

era disponibile per ulteriori analisi. È stata confermata l'assenza di un'anamnesi di 

assunzione di alcolici >20 g/die se donna e >30 g/die se uomo o di uso di farmaci noti 

per indurre danno epatico, e sono stati ottenuti i seguenti risultati: anticorpi anti-HCV 

e HBsAg negativi; anticorpi antinucleari (ANA) < 1:80 e anticorpi anti- mitocondriali 

(AMA), anti-muscolo liscio (ASMA) e anti-microsomiali di fegato e reni (anti-LKM) 

negativi; saturazione della transferrina e livelli sierici di ceruloplasmina e alfa-1 

antitripsina normali. Tutti i pazienti avevano firmato un consenso informato in cui 

veniva specificato il possibile utilizzo di parte del loro tessuto epatico a scopo di 

ricerca. Un campione conveniente di dieci pazienti con transaminasi normali, test 

negativo per HBsAg e anticorpi anti-HCV, e che presentavano istologicamente fegato 
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normale con meno del 5% di steatosi è stato incluso nello studio come gruppo di 

controllo per le valutazioni istologiche e immunoistochimiche (IHC). Si trattava di 

cinque donatori di fegato da cadavere e di cinque pazienti sottoposti a chirurgia 

epatica per tumori metastatici (due tumori del colon, due cistoadenomi biliari, un 

tumore gastrico, un tumore endocrino). Nei pazienti metastatici, il tessuto epatico per 

l'immunoistochimica (IHC) era ad almeno 0,5 cm dalla lesione metastatica. 

Il protocollo dello studio era conforme alle linee guida etiche della Dichiarazione di 

Helsinki del 1975 ed è stato approvato dal Comitato Etico dell' Università Campus Bio-

Medico di Roma. 

 

Risultati 
L'attività di LAL è ridotta in un modello cellulare di NAFLD  

Abbiamo innanzitutto valutato il contenuto e l'attività della LAL in modelli sperimentali 

in vitro e in vivo di NAFLD. Per innescare il sovraccarico lipidico, gli epatociti umani 

Huh7 sono stati coltivati in DMEM ad alto contenuto di glucosio integrato con 400 μM 

di acido palmitico (high glucose/high lipid, HGHL) per 2, 4 e 8 giorni. Un aumento 

significativo dei lipidi intracellulari è stato ottenuto a partire dal quarto giorno di 

trattamento (Fig. 1A), parallelamente a una diminuzione significativa dell'attività di LAL 

(Fig. 1B). L'analisi dei livelli di mRNA ha mostrato che l'espressione del gene LIPA 

era solo leggermente aumentata dopo 4 giorni di trattamento con HGHL (Fig. 1C). 

Inaspettatamente, mediante analisi in western blotting con due diversi anticorpi LAL 

C-terminali (da 150 a 300 e da 164 a 399 aminoacidi), è stato osservato un marcato 

accumulo di proteine LAL ai giorni 2 e 4 nelle cellule HGHL (Fig. 1D). Al contrario, 

utilizzando un anticorpo che riconosce la regione N- terminale della proteina (da 15 a 

200 aminoacidi), è stata rilevata una significativa diminuzione della proteina LAL in 

queste stesse cellule, coerente con il calo dell'attività LAL (Fig. 1D). 

Complessivamente, questi dati suggeriscono che, in presenza di una 

supplementazione di HGHL, nelle cellule Huh7 si verifica una modifica post- 

traduzionale della proteina LAL a livello della regione N- terminale che maschera 

l'epitopo dell'anticorpo e che tale modifica determina l'accumulo di un enzima 

ubiquitinato/disfunzionale.  
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Fig. 1 Il contenuto e l'attività della proteina LAL sono influenzati in un modello in vitro di NAFLD. Le 

cellule Huh7 sono state coltivate in terreno ad alto contenuto di glucosio/alto contenuto di lipidi (HGHL) 

per 2, 4 e 8 giorni. A Colorazione con Oil Red O per determinare i lipidi intracellulari mediante 

microscopia a fluorescenza (pannello di sinistra) o con un metodo colorimetrico dopo eluizione di Oil 

Red O (pannello di destra). Per la colorazione dei nuclei è stato utilizzato Hoechst 33342. B Attività LAL 

determinata mediante saggio enzimatico spettrofotometrico. C Analisi dei livelli di mRNA di LIPA 

mediante qPCR. D Valutazione del contenuto proteico di LAL mediante analisi western blot utilizzando 

diversi anticorpi diretti contro l'epitopo N-term o C-term. La vinculina è stata utilizzata come controllo di 

carico. Gli immunoblots sono rappresentativi di un esperimento su tre che ha dato risultati simili. I dati 

sono espressi come media ± SD (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,**** p < 0,0001, vs CTR; n = 3). 

 

La diminuzione dell'attività di LAL è mediata dall'ubiquitinazione 

Per verificare se l'ubiquitinazione delle proteine fosse aumentata nelle cellule HGHL, 

abbiamo effettuato un'analisi western blot con un anticorpo anti-ubiquitina. È stato 

osservato un aumento significativo delle proteine ubiquitinate, in concomitanza con 

l'accumulo di LAL evidenziato con l'anticorpo LAL C-terminale, indicando LAL come 

possibile bersaglio dell'ubiquitinazione (Fig. 2A). In particolare, anche l'espressione di 

un altro enzima lisosomiale, la catepsina, è aumentata con la supplementazione di 

HGHL, anche se in misura molto ridotta (Fig. 2A). Pertanto, abbiamo effettuato 

un'analisi immunocitochimica fluorescente utilizzando gli anticorpi LAL e ubiquitina a 

C-term. L'aumento delle proteine totali LAL e ubiquitina è stato confermato dopo 4 

(dati non mostrati) e 8 giorni di trattamento con HGHL attraverso la microscopia 

confocale (Fig. 2B, C) e si è osservata una maggiore colocalizzazione tra i segnali 
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LAL e ubiquitina nelle cellule HGHL rispetto alle cellule di controllo (Fig. 2D). 

Per corroborare ulteriormente questi risultati, abbiamo cercato di verificare se la 

proteina LAL subisce l'ubiquitinazione e la degradazione mediata dal proteasoma in 

condizioni fisiologiche. Le cellule Huh7 sono state trattate per 6 ore con l'inibitore del 

proteasoma MG132. Come rilevato nella Fig. 2E, MG132 è stato efficace nel ridurre 

la degradazione delle proteine ubiquitinate. In particolare, l'analisi western blot 

effettuata con l'anticorpo N-term ha rivelato una diminuzione del contenuto di LAL nelle 

cellule trattate con MG132 (Fig. 2E), coerentemente con l'ipotesi che l'ubiquitinazione 

mascheri l'epitopo riconosciuto dall'anticorpo N- term e che MG132 abbia aumentato 

la LAL ubiquitinata. Al contrario, i due anticorpi C-term hanno rivelato un accumulo di 

LAL al trattamento con MG132 (Fig. 2E), suggerendo che tali anticorpi riconoscono la 

LAL totale, cioè sia l'enzima ubiquitinato/disfunzionale che quello non 

ubiquitinato/funzionale. Coerentemente, l'inibizione dell'attività del proteasoma da 

parte di MG132 ha portato a una significativa diminuzione dell'attività di LAL (Fig. 2F). 

La specificità dei due anticorpi utilizzati contro le regioni C e N è stata confermata nel 

fegato di topi LAL knockout (KO) (Fig. 1 supplementare). Infine, per dimostrare 

l'aumento dell'ubiquitinazione di LAL in seguito al trattamento con HGHL, abbiamo 

sovraespresso una HA- ubiquitina ed eseguito un saggio di immunoprecipitazione 

utilizzando un anticorpo anti-HA. Come previsto, l'analisi western blot sui lisati cellulari 

totali ha rivelato un accumulo di proteine HA-ubiquitina nelle cellule trattate con HGHL 

per 4 giorni (Fig. 2G). L'immunoprecipitazione delle proteine HA- ubiquitinate, seguita 

dall'analisi western blot di LAL con l'anticorpo C-term, ha rivelato che questa proteina 

era ubiquitinata nelle cellule trattate con HGHL per 4 giorni (Fig. 2H). Al contrario, la 

colorazione con l'anticorpo N-term non ha rivelato alcun segnale, confermando che 

l'ubiquitinazione maschera l'epitopo dell'anticorpo nella regione N-terminale della 

proteina LAL (Fig. 2H).  
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Fig. 2 La proteina LAL subisce un'inattivazione mediata dall'ubiquitinazione in un modello in 

vitro di NAFLD. Le cellule Huh7 sono state coltivate in terreno ad alto contenuto di glucosio/alto 

contenuto di lipidi (HGHL) per 4 (A) o 8 giorni (B-D) o con l'inibitore del proteasoma MG132 

(10 μM) per 6 ore (E, F). A Valutazione della proteina LAL, delle proteine ubiquitinate (Ub-prot) 

e della catepsina D mediante analisi western blot. TOMM20 è stato utilizzato come controllo 

di carico. B-D Analisi dell'ubiquitinazione di LAL mediante microscopia confocale. Sono state 

mostrate le proteine ubiquitinate (rosso) e la proteina LAL totale (individuata dall'anticorpo 

contro il termine C) (verde) (B) e sono state valutate la loro abbondanza (C) e la 

colocalizzazione (D). E Valutazione di LAL (mediante diversi anticorpi anti-LAL contro il C-term 

o l'N-term) e delle proteine ubiquitinate (Ub-prot). La vinculina è stata utilizzata come controllo 

di carico. F Attività di LAL determinata mediante saggio enzimatico spettrofotometrico. G 

Western blot rappresentativo di cellule Huh7 che esprimono ubiquitina marcata con HA. 

L'anticorpo anti-HA è stato utilizzato per rivelare le proteine ubiquitinate in 4 giorni di 

trattamento con HGHL. La colorazione con rosso Ponceau è stata utilizzata come controllo di 

carico. H Analisi Western blot di LAL utilizzando l'anticorpo C-term o N-term sulle proteine 

ubiquitinate HA immunoprecipitate in 4 giorni di trattamento con HGHL. Gli immunoblots sono 

rappresentativi di un esperimento su tre che ha dato risultati simili. I dati sono espressi come 

media ± SD (*p < 0,05, **p < 0,01, vs CTR; n = 3). Barra di scala 25 μm. 

 

  

La localizzazione extralisosomiale di LAL aumenta con il trattamento HGHL  
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Sulla base di questi dati, abbiamo ipotizzato che la LAL ubiquitinata/disfunzionale 

fosse meno in grado di localizzarsi nel compartimento lisosomiale. Abbiamo quindi 

analizzato la distribuzione subcellulare di LAL determinando la colocalizzazione  tra  

LAL e LAMP1, una proteina di membrana lisosomiale. Sono stati eseguiti saggi di 

immunofluorescenza in cellule HGHL utilizzando gli anticorpi C-term LAL e LAMP1.  

L'accumulo di LAL è stato confermato sia al giorno 4 (dati non mostrati) che al giorno 

8 nelle cellule HGHL (Fig. 3A, B). Questo evento è stato accompagnato dall'aumento 

del marcatore lisosomiale LAMP1 rispetto alle cellule di controllo (Fig. 3A, B), 

indicando un aumento della massa lisosomiale. È interessante notare che, in caso di 

trattamento con HGHL, la colocalizzazione fra LAL e LAMP1 erano significativamente 

diminuiti (Fig. 3C), suggerendo che LAL si accumula anche nel compartimento 

extralisosomiale. Come previsto, rispetto alla LAL totale, la LAL non 

ubiquitinata/funzionale rilevata con l'anticorpo N-term ha mostrato livelli di 

colocalizzazione più elevati con il segnale di LAMP1 (Fig. 2 supplementare). Abbiamo 

isolato la frazione citosolica e determinato il contenuto di LAL mediante western blot 

per confermare i dati ottenuti con la microscopia confocale. Abbiamo riscontrato un 

aumento dell'abbondanza di LAL nel citosol, in linea con l'idea che con il trattamento 

HGHL LAL si accumuli n e l citosol (Fig. 3D, E). 

 

Fig. 3 La proteina LAL si accumula nel compartimento extralisosomiale in un modello in vitro 

di NAFLD. Le cellule Huh7 sono state coltivate in terreno ad alto contenuto di glucosio/alto 

contenuto di lipidi (HGHL) per 8 giorni. A-C Analisi della localizzazione di LAL mediante 
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microscopia confocale. Sono stati mostrati il marcatore lisosomiale LAMP1 (rosso) e la 

proteina LAL totale (individuata dall'anticorpo contro il termine C) (verde) (A) e sono state 

valutate la loro abbondanza (B) e colocalizzazione (C). Barra di scala 25 μm. D, E Analisi in 

Western blot del dominio C-terminale di LAL, LDHB, tubulina e LAMP-1 nella frazione 

citosolica (D) e valutazione del contenuto di LAL nella frazione citosolica calcolando il rapporto 

LAL/tubulina mediante analisi densitometrica (E). Sono riportate le immagini rappresentative 

di un esperimento su tre che ha dato risultati simili. I dati sono espressi come media ± SD (*p 

< 0,05, **p < 0,01 ***p < 0,001, vs CTR; n = 3). 

 

 

La LAL ubiquitinata/disfunzionale si accumula nel fegato di topi alimentati con 

HFD 

Abbiamo poi cercato di confermare questi risultati in un modello in vivo di NAFLD 

costituito da topi adulti maschi C57BL/6J alimentati con HFD per 4 o 8 mesi. I topi 

alimentati con ND sono serviti da controllo. L'alimentazione con HFD è stata associata 

a un aumento significativo della steatosi istologica, del peso del fegato e 

dell'elevazione dei livelli di alanina aminotransferasi (ALT), glucosio e colesterolo sia 

a 4 che a 8 mesi [18, 19]. In linea con i dati in vitro, l'IHC effettuata utilizzando gli 

anticorpi C-term e N- term ha mostrato un aumento della LAL totale e una diminuzione 

della LAL non ubiquitinata/funzionale nel fegato dei topi alimentati con HFD rispetto a 

ND, soprattutto a 8 mesi (Fig. 4A). Coerentemente, il western blot effettuato con un 

anticorpo C-term ha rivelato che il contenuto di proteina LAL totale era più elevato nel 

fegato dei topi alimentati con HFD in entrambi i momenti (Fig. 4B). Inoltre, come 

previsto, l'attività LAL epatica è risultata significativamente ridotta nei topi HFD rispetto 

a quelli ND (Fig. 4C). In particolare, l'espressione genica della LIPA epatica era simile 

tra i gruppi di topi HFD e ND (Fig. 4D). Nel complesso, questi risultati indicano un 

accumulo di enzima ubiquitinato/disfunzionale nel fegato di topi HFD. La 

localizzazione della proteina LAL è stata analizzata mediante saggi di 

immunofluorescenza a doppia marcatura per LAL totale e LAMP1 (Fig. 4E). L'HFD è 

stato associato a un aumento del marcatore lisosomiale LAMP1 e dell'espressione di 

LAL totale (Fig. 4F), con una ridotta colocalizzazione tra i segnali di LAMP1 e LAL a 4 

e 8 mesi nel fegato di topo HFD rispetto a quello ND (Fig. 4G). Questi risultati 

suggeriscono che LAL ubiquitinata/disfunzionale si accumula nel compartimento 

extralisosomiale nel fegato di topi HFD. 
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Fig. 4 Il contenuto e l'attività della proteina LAL sono influenzati in un modello in vivo di NAFLD. 

Topi C57BL/6J sono stati alimentati per 4 e 8 mesi con dieta ad alto contenuto di grassi (HFD) 

o dieta normale (ND). A Analisi immunoistochimica di LAL nel fegato mediante l'uso di diversi 

anticorpi che riconoscono LAL totale (C-term) o LAL non ubiquitinato (N-term) e la 

quantificazione relativa rispetto a ND. B Valutazione della proteina LAL totale negli omogenati 

di fegato mediante analisi western blot (pannello di sinistra) e analisi densitometrica relativa 

(pannello di destra). La colorazione con rosso Ponceau è stata utilizzata come controllo di 

carico. C Attività LAL determinata mediante saggio enzimatico spettrofotometrico. D Analisi 

dei livelli di mRNA di LIPA mediante qPCR. E-G Analisi della localizzazione di LAL mediante 

microscopia confocale. Sono stati mostrati il marcatore lisosomiale LAMP1 (rosso) e la 

proteina LAL totale (C-term) (verde) (E) e sono state valutate la loro abbondanza (F) e la 

colocalizzazione (G). Sono riportate immagini rappresentative di immunoistochimica e 

immunofluorescenza relative a un topo su 3 per ciascun gruppo. I dati sono espressi come 

media ± SD (*p < 0,05; 

**p < 0,01, ***p < 0,005, vs ND; n = 3 per gruppo). Ingrandimento originale X100 (A); X400 (E), 

campo ad alta potenza X600 (E). Barra di scala 250 μm (A); 25 μm (E). 
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NAFLD 

Le caratteristiche epidemiologiche, cliniche, biochimiche e istologiche dei pazienti con 

NAFLD inclusi nello studio sono riportate in tabella 1. L'età media era di poco superiore 

ai 50 anni e la maggior parte dei pazienti era di sesso maschile (60%). Come previsto, 

il BMI era nell'intervallo dell'obesità e si è osservata un'alta prevalenza di diabete e 

ipertensione . Secondo i criteri di Brunt, la NASH è stata diagnosticata in 50 pazienti 

(57,5%) e tutti gli stadi della fibrosi epatica erano rappresentati. In un sottogruppo di 

20 pazienti con NAFLD, il contenuto epatico di LAL non ubiquitinata/funzionale e totale 

è stato valutato contemporaneamente utilizzando gli anticorpi LAL N- term e C-term, 

rispettivamente. La LAL totale era più elevata nei fegati dei pazienti con punteggio 

NAS 3-5 e 6-7 rispetto a quelli con punteggio NAS 0-2 (Fig. 5A). Inoltre, nei pazienti 

con punteggio NAS 3-5 e 6-7, il livello epatico della proteina LAL totale era superiore 

a quello della LAL non ubiquitinata/funzionale (Fig. 5A), suggerendo che l'accumulo 

di proteina ubiquitinata/disfunzionale è correlato alla gravità della NAFLD. Sulla base 

del diverso andamento dell'espressione IHC ottenuto con gli anticorpi LAL C-term e 

N-term in questo sottogruppo di pazienti, l'analisi è stata estesa a una coorte di 87 

pazienti con NAFLD, che sono stati studiati mediante IHC con l'anticorpo che 

riconosce la LAL N-term non ubiquitinata/funzionale. La proteina LAL non 

ubiquitinata/funzionale era significativamente più bassa nei pazienti NAFLD con NAS 

3-5 e 6-7 rispetto a quelli con NAS 0-2 (Fig. 5B). La LAL non ubiquitinata/funzionale 

era anche più bassa nei pazienti con NAFLD con una maggiore percentuale di steatosi 

microvescicolare e con un numero più elevato di lisosomi inglobati nel grasso, meglio 

denominati liposomi (Fig. 5C, D). 

L'espressione di alcuni geni rilevanti è stata infine valutata mediante il sistema di 

analisi Nanostring nCounter in una sottocoorte di 32 pazienti con NAFLD e in sei 

controlli sani. L'espressione del gene LIPA è risultata lievemente aumentata nei 

pazienti con NAFLD rispetto ai controlli sani. Inoltre, l'espressione di LIPA e grado di 

malattia con alcune differenze significative tra i gruppi quando i casi di NAFLD sono 

stati stratificati in base al punteggio NAS (Fig. 5E). 

 

Tabella 1. Caratteristiche epidemiologiche, cliniche, biochimiche ed istologiche dei pazienti 

NAFLD.(dati espressi con media ± deviazione standard) 
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Fig. 5 Il contenuto proteico di LAL è alterato nei pazienti con NAFLD. A Analisi 

immunoistochimica (IHC) di LAL in 20 pazienti con NAFLD mediante l'uso di diversi anticorpi 

che riconoscono LAL totale (C-term) o LAL non ubiquitinata (N-term) (pannello di sinistra) e la 

relativa quantificazione (pannello di destra). B L'espressione IHC di LAL nonubiquitinata è 

stata valutata in soggetti sani (A) e in pazienti con NAFLD con attività di malattia lieve (NAS 0-

2) (B), moderata (NAS 3-5) (C) e grave (NAS 6-7) (D) in base alla NAS. Il punteggio LAL IHC 

era più basso nei pazienti con NAFLD rispetto ai fegati sani e nei NAS moderati-gravi rispetto 
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ai NAS lievi (pannello di destra). C, D È stata 

 
 

Discussione 

Nel presente studio abbiamo analizzato in modo esaustivo, in modelli sperimentali in 

vitro e in vivo di NAFLD e in una coorte di pazienti con diagnosi istologica di NAFLD, 

l'espressione del gene LAL (LIPA), nonché il contenuto proteico e l'attività enzimatica. 

Per quanto ne sappiamo, i risultati ottenuti dimostrano per la prima volta che il 

sovraccarico di grassi negli epatociti determina l'ubiquitinazione di LAL e la sua ridotta 

localizzazione nel compartimento lisosomiale, con accumulo citoplasmatico di un 

enzima disfunzionale e conseguente compromissione della sua funzione. Nei pazienti 

affetti da NAFLD, il grado di riduzione della LAL funzionale è stato associato ad alcuni 

dei segni distintivi dell'alterata attività della LAL, ossia steatosi microvescicolare e 

lipolisosomi, e alla gravità della malattia in termini di attività necroinfiammatoria. Nel 

complesso, questi risultati indicano il possibile contributo di un'alterazione acquisita 

dell'integrità e della funzione della proteina LAL alla patogenesi della NAFLD. La LAL 

è l'enzima responsabile dell'idrolisi degli esteri del colesterolo e dei trigliceridi negli 

epatociti. Pertanto, in condizioni normali, LAL svolge un ruolo centrale nell'omeostasi 

del colesterolo, prevenendo il sovraccarico lipidico intracellulare. Pertanto, la riduzione 

dell'attività di LAL è causata dall'aumento dell'accumulo di esteri di colesterolo nei 

lisosomi. Inoltre, poiché la via lisosomiale-autofagia è strettamente coinvolta nella 

degradazione dei lipidi epatici [20], la carenza di LAL può compromettere l'efficienza 

di questo processo e limitare lo smaltimento degli acidi grassi. In effetti, la WD e la 

CESD sono caratterizzate da una grave steatosi microvescicolare e da una rapida 

progressione verso l'insufficienza epatica [4]. 

Sulla base di questo background e grazie alla disponibilità di un nuovo test su DBS 

per lo screening della carenza di LAL, l'attività LAL nel sangue è stata recentemente 

esplorata in diverse coorti di pazienti con NAFLD e cirrosi post-NASH, dove è risultata 

generalmente ridotta [6-10]. Tuttavia, il grado di riduzione dell'attività LAL osservato 

in questi studi era più lieve di quello osservato nella WD e nella CESD. Inoltre, quando 

si è indagato [7- 10], non sono state rivelate mutazioni responsabili di una 

compromissione geneticamente determinata dell'attività della LAL, suggerendo che la 

funzione della LAL è compromessa su base acquisita, probabilmente associata o 

determinata dal sovraccarico di grasso epatico. Tuttavia, poiché la maggior parte delle 

attività lisosomiali testate nella DBS sono di origine leucocitaria, la riduzione dei 
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globuli bianchi tipica della malattia epatica avanzata potrebbe aver influenzato i 

risultati. In realtà, una forte correlazione tra attività LAL e conta leucocitaria è stata 

osservata in tutti gli studi precedenti su pazienti cirrotici [7-9]. Inoltre, nei pazienti 

cirrotici è stata riscontrata un'associazione ancora più forte tra la funzione LAL e la 

conta delle piastrine (PLT) [7-9], e recentemente è stata descritta una stretta 

correlazione tra l'attività LAL nel DBS e quella determinata nella frazione PLT del 

sangue [11]. Pertanto, nei pazienti con malattia epatica, la verifica dell'espressione e 

dell'attività della LAL a livello epatico è emersa come essenziale. 

Nel presente studio, il sovraccarico di grassi negli epatociti ha indotto una significativa 

compromissione dell'attività della  LAL. Mentre è stato osservato un lieve e transitorio 

aumento dell'espressione genica di LIPA, i risultati relativi alla quantità di proteina LAL 

sono stati dicotomici e strettamente dipendenti dall'anticorpo utilizzato. In particolare, 

l'espressione di LAL è risultata significativamente aumentata se analizzata con 

anticorpi che riconoscono il termine C della proteina, mentre l'opposto è stato 

osservato con l'anticorpo diretto verso il termine N dell' enzima. Abbiamo quindi 

ipotizzato che l'ubiquitinazione di LAL fosse responsabile di questi risultati, 

mascherando l'epitopo sul termine N dell'enzima e siamo andati oltre, dimostrando un 

aumento dell'ubiquitinazione della proteina e una maggiore colocalizzazione tra i 

segnali di LAL e ubiquitina nelle cellule sovraccariche di grasso. In accordo con la 

nostra ipotesi, il trattamento delle cellule Huh7 con l'inibitore del proteasoma MG132 

ha portato a una riduzione dell'attività di LAL e ai risultati dicotomici precedentemente 

descritti utilizzando gli anticorpi N-term e C- term, suggerendo che il turnover di LAL 

è sotto il controllo del sistema ubiquitina/proteasoma anche in condizioni fisiologiche. 

Questa interpretazione è stata ulteriormente corroborata dal saggio di 

immunoprecipitazione in cellule trattate con HGHL, seguito da un'analisi western blot 

per la proteina LAL utilizzando l'anticorpo C-term. Le proteine danneggiate possono 

essere impegnate nell'ubiquitinazione, una modificazione post-traduzionale del 

gruppo ε-amino dei residui di lisina al termine N della proteina, mediata dal legame 

covalente di una o più proteine ubiquitina [21]. Le proteine ubiquitinate possono poi 

essere degradate dal sistema del proteasoma [22]. Per comprendere i possibili effetti 

dell'ubiquitinazione di LAL sulla funzione dell'enzima, è fondamentale ricordare il 

traffico intracellulare di LAL, tipico degli enzimi lisosomiali. Dopo il clivaggio del peptide 

segnale nel reticolo endoplasmatico (ER), la LAL nascente nell'ER/Golgi è un pro-

peptide di 56 kDa, che può essere secreto o indirizzato al lisosoma attraverso il 

sistema di traffico del recettore del mannosio-6-fosfato [23]. Nel lisosoma, l'acidità e 
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le proteasi determinano il clivaggio del pro-peptide per ottenere un peptide maturo e 

attivo di ≈41 kDa [23-26]. L'ubiquitinazione e il targeting al proteasoma possono in 

qualche modo alterare il normale traffico dell'enzima e questo è coerente con 

l'aumento della proteina LAL nella frazione citosolica che abbiamo osservato in 

condizioni di trattamento con HGHL. In particolare, compromettere la localizzazione 

lisosomiale di LAL significa comprometterne la funzione; infatti, LAL è attiva solo a pH 

acido, con un'attività massima a pH 4 e un'attività molto ridotta al di sopra di pH 4,5 

I risultati ottenuti in vitro sono stati sostanzialmente riprodotti nel modello 

sperimentale in vivo di topi alimentati con HFD. Inoltre, il 

I risultati più rilevanti del modello in vitro e preclinico di NAFLD sono stati confermati 

nel fegato di pazienti con NAFLD. In particolare, l'espressione di LAL non 

ubiquitinata/funzionale è risultata inversamente associata ai segni distintivi di una 

ridotta funzione di LAL e, soprattutto, all'attività della NAFLD. 

I nostri risultati sono in gran parte in accordo con quelli riportati da l'unico studio 

precedente che ha valutato l'espressione e l'attività di LAL nelle cellule epatiche e nel 

fegato di pazienti con NAFLD [10]. Infatti, utilizzando un anticorpo verso il termine C 

della proteina, anche Gomaraschi et al. hanno osservato che la diminuzione 

dell'attività di LAL non era correlata alla diminuzione della proteina LAL sia in cellule 

HepG2 caricate di grasso che in pazienti con NAFLD. In quello studio, la riduzione 

dell'attività enzimatica è stata genericamente attribuita al sovraccarico di acidi grassi, 

senza approfondire i possibili meccanismi. In realtà, Gomaraschi et al. non hanno 

rilevato alcuna differenza nell'attività LAL epatica tra i pazienti con NASH e quelli con 

fegato grasso, ma il campione per questa sottoanalisi era limitato a 24 soggetti. 

Il presente studio presenta alcune limitazioni. Innanzitutto, non è stato possibile 

misurare l'attività LAL nel fegato dei pazienti con NAFLD ed è stato possibile 

analizzare l'espressione genica di LIPA solo in un sottogruppo di essi. Inoltre, l'attività 

LAL del sangue non era disponibile nei nostri pazienti con NAFLD e non era quindi 

possibile una correlazione con l'espressione LAL epatica. Nonostante la posizione, 

questo studio ha alcuni importanti punti di forza. È stato il primo a valutare i possibili 

meccanismi di compromissione acquisita dell'attività di LAL in condizioni 

dismetaboliche. Include dati provenienti da modelli sperimentali in vitro e preclinici 

che sono stati ben ricapitolati in un'ampia coorte di pazienti affetti da NAFLD che 

comprende tutto lo spettro della malattia, dalla semplice steatosi alla NASH e fino alla 

cirrosi epatica. 

In conclusione, i dati presentati suggeriscono che disturbi nella distribuzione epatica 
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e nell'attività di LAL, che è un enzima chiave per lo smaltimento del grasso 

intracellulare, possono svolgere un ruolo nella patogenesi della NAFLD. Si attendono 

ulteriori studi per confermare i nostri risultati e verificare se l'inibizione 

dell'ubiquitinazione di LAL o la sostituzione dell'attività di LAL possano avere effetti 

benefici nel trattamento della NAFLD. 
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Studio 2: La compromissione della lipofagia è associata ad una 

progressione della NAFLD 
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Nel presente studio abbiamo valutato l'autofagia sia in modelli in vitro e in vivo di 

NAFLD sia nel fegato di pazienti NAFLD. I risultati presentati confermano l'idea che la 

lipofagia/autofagia sia compromessa nella NAFLD in misura strettamente correlata 

alla gravità e alla progressione della malattia. 

Materiali e metodi 

Per quanto riguarda i materiali e metodi consultare la sezione “materiali e metodi 

generale”  

Pazienti 

Sono stati inclusi nello studio 59 pazienti sottoposti a biopsia epatica per sospetta 

NASH presso l'Unità di Epatologia del Policlinico Universitario Campus Bio-Medico di 

Roma e il cui tessuto epatico incluso in paraffina era disponibile per ulteriori analisi. È 

stata confermata l'assenza di anamnesi di assunzione di alcolici >20 gr/die se donna 

e >30 gr/die se uomo o di uso di farmaci noti per indurre danno epatico, e che siano 

stati ottenuti i seguenti risultati: anticorpi anti-HCV e HBsAg negativi; anticorpi 

antinucleo (ANA) < 1:80 e anticorpi anti- mitocondrio (AMA), anti-muscolo liscio 

(ASMA) e anti- microsomiali epatici e renali (anti-LKM) negativi; saturazione della 

transferrina e livelli sierici di ceruloplasmina e alfa-1 antitripsina normali. Tutti i pazienti 

avevano firmato un consenso informato in cui veniva specificato il possibile utilizzo di 

parte del loro tessuto epatico a scopo di ricerca. Il protocollo dello studio era conforme 

alle linee guida etiche della Dichiarazione di Helsinki del 1975 ed è stato approvato 

dal Comitato Etico dell'Università Campus Bio-Medico di Roma. Le biopsie epatiche 

di dieci pazienti con transaminasi normali, negativi ai test per HBsAg e anticorpi anti-

HCV e che presentavano un fegato istologicamente normale con meno del 5% di 

steatosi sono state incluse nello studio come gruppo di controllo per le valutazioni 

istologiche e immunoistochimiche. Questi campioni provenivano da pazienti 

sottoposti a chirurgia epatica per tumori metastatici (il tessuto epatico per 

l'immunoistochimica era ad almeno 0,5 cm dalla lesione metastatica). 

 

Risultati 

Progressiva compromissione della lipofagia in modelli cellulari e murini di 

steatosi epatica 

Per generare un modello preclinico di NAFLD, i topi C57BL/6J sono stati alimentati 

con HFD per 4 o 8 mesi. I topi alimentati con dieta normale (ND) sono serviti da 

controllo. Come previsto, i topi alimentati con HFD hanno subito un progressivo 

aumento del peso corporeo (Figura 1A) e un'alterazione dei parametri biochimici, 

come l'aumento della glicemia, del colesterolo e delle ALT (Figura 1B). Sono stati 
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osservati anche un aumento del peso del fegato (Figura 1C) e l'acquisizione di un 

fenotipo steatotico (Figura 1D), in associazione a una maggiore espressione di 

citochine infiammatorie (IL-6, TNF- α, IL-1β) e di marcatori di fibrosi (Col1a1, Mmp2) 

(Figura 1E), ricapitolando nel complesso la comparsa di un fenotipo clinico simile alla 

NAFLD. A livello proteico, si è notato un aumento significativo del rapporto 

p62/SQSTM1 e LC3-II/LC3-I rispetto al gruppo ND, più marcato dopo 8 mesi rispetto 

a 4 mesi di trattamento HFD (Figure 1F,G). 

 

Risultati simili sono stati osservati nel modello in vitro di sovraccarico di lipidi 

epatocellulare, in particolare le cellule Huh7 sono state coltivate in DMEM ad alto 

contenuto di glucosio integrato con 400 µM di acido palmitico (high-fat/high- glucose, 

HFHG). A partire da 72 ore di trattamento, è stata riscontrata una up-regulation degli 

mRNA delle citochine (IL-6, TNF-α, IL-1β), è stato osservato un aumento della proteina 

p62/SQSTM1 e del rapporto LC3-II/LC3- I (Figure 2A,B), nonché un accumulo di massa 

lisosomiale all'analisi confocale con il marcatore lisosomiale LAMP1 (Figura 2C), 
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suggerendo l'inibizione dell'autofagia e la reazione lisosomiale. 

 

Aumento dei lipolisosomi e alterazione del catabolismo lipidico nei pazienti 

con NAFLD 

Sulla base dei risultati ottenuti nei modelli sperimentali di NAFLD, siamo passati a una 

coorte di 59 pazienti con NAFLD. Le principali caratteristiche di questi pazienti sono 

riportate nella Tabella 1. 

 

Con l'immunoistochimica per LAMP1, i lisosomi dei soggetti sani sono stati rilevati 

soprattutto in prossimità del polo biliare dell'epatocita e non sono stati rilevati vacuoli 

1 
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LAMP1-positivi con lumi visibili. Nei pazienti con NAFLD, l'architettura del 

compartimento lisosomiale è stata completamente stravolta. In particolare, i lisosomi 

non erano più localizzati al polo biliare e si osservavano vacuoli LAMP1-positivi 

all'interno degli epatociti. Inoltre, il numero di lisosomi carichi di LD, i cosiddetti 

lipolisosomi, correlava positivamente con il punteggio NAS (ρ = 0,375, p < 0,005) 

(Figura 3). 

L'aumento della massa lisosomiale è stato supportato da un aumento dei livelli di 

espressione dei geni lisosomiali (CTSD, LAMP1, LAMP2, NPC1, ATP6V1B2, 

TFEB), i cui livelli di espressione erano correlati con il punteggio NAS (r = 0,7; p < 

0,001;r = 0,5; p < 0,005;r = 0,4; p < 0,01;r = 0,4; p < 0,05; r = 0,6.).7; p < 0,001; r = 

0,5; p < 0,005; r = 0,4; p < 0,01; r = 0,4; p < 0,05; r = 0,6; p < 0,001; r = 0,4; p <0,01, 

rispettivamente), nonché con lo stadio di fibrosi (r = 0,6; p < 0,001; r = 0,7; p < 0,00; 

r = 0,6; p < 0,001; r = 0,5; p < 0,005, r = 0,8; p < 0,001; r = 0,6; p < 0,001, 

rispettivamente) (Figura 4). 

 

Autofagia compromessa nei pazienti con NAFLD 

Coerentemente con i risultati ottenuti nei topi, i livelli di proteina p62/SQSTM1 e la 
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fibrosi erano significativamente aumentati nel fegato dei pazienti con NAFLD. In 

particolare, la positività immunoistochimica di p62/SQSTM1 è aumentata con la 

progressione della fibrosi, accumulandosi negli epatociti nei cosiddetti corpi di Mallory-

Denk e indicando il blocco dell'autofagia. Inoltre, mediante immunofluorescenza, sono 

stati osservati aggregati di p62/SQSTM1 al di fuori dei lisosomi, suggerendo 

un'alterazione anche delle prime fasi dell'autofagia (Figura 5). 

 

Inoltre, sono state rilevate correlazioni significative tra i livelli di espressione dei geni 

correlati all'autofagia (ATG12, ATG5, ATG7, BECN1, GABARAP, MTOR, RAB7A, 

P62/SQSTM1, ULK1) e il punteggio NAS (r = 0,4; p < 0,05; r = 0,4; p < 0,01; r = 0,5; 

p < 0,005; r = 0,5; p < 0,005; r = 0,3; p < 0,05; r = 0,6; p < 0,001; r = 0,3; p < 0,05; r = 

0,5; p < 0,005; r = 0,3; p < 0,05, rispettivamente) e lo stadio di fibrosi (r = 0,7; p < 

0,001; r = 0,6; p < 0,001; r = 0,7; p < 0,001; r = 0,7; p < 0,001; r = 0,5; p < 0,005; r = 

0,7; p < 0,001; r = 0,5); p < 0,001; r = 0,5; p < 0,005; r = 0,4; p < 0,01, rispettivamente) 

(Figura 6). 
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La valutazione dell'autofagia è stata eseguita anche a livello ultrastrutturale in biopsie 

umane trattate per l'esperimento TEM. Nei soggetti con NAFLD è stata riscontrata 

una maggiore quantità di goccioline lipidiche, lipolisosomi e autofagosomi rispetto ai 

soggetti sani (p < 0,05) (Figura 7). 

 

 

Discussione  
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Nel presente studio abbiamo dimostrato che il sovraccarico cronico di lipidi attraverso 

l'HFD nei topi e il trattamento con acido palmitico in una linea cellulare derivata da 

epatociti umani, rispettivamente, portano a un'inibizione dell'autofagia dipendente dal 

tempo. In particolare, nei topi alimentati con HFD, la progressione delle caratteristiche 

che simulano la NAFLD era fortemente associata al grado di inibizione dell'autofagia 

(aumento di p62/SQSTM1 e LC3-II/LC3-I). Inoltre, abbiamo dimostrato per la prima 

volta la presenza di lipolisosomi negli epatociti di pazienti affetti da NAFLD sia con la 

microscopia ottica che con quella elettronica. Nella NAFLD, i lipolisosomi 

rappresentano probabilmente la progressiva compromissione della funzione 

lisosomiale, e in particolare della capacità delle idrolasi lisosomiali di catabolizzare i 

grassi. Ciò è supportato dalla correlazione tra l'aumento del numero di lipolisosomi e 

l'attività della malattia in termini di necroinfiammazione. 

L'up-regulation di geni lisosomiali, come CTSD, LAMP1, LAMP2, NPC1, ATP6V1B2, 

TFEB, che suggerisce un aumento d e l l a massa lisosomiale complessiva, deve 

essere interpretata come un tentativo di contrastare la disfunzione lisosomiale. Tra 

questi geni, In particolare, la CTSD è già stata correlata all'infiammazione e 

all'alterazione del metabolismo lipidico nella NAFLD. Houben et al. (2017) hanno 

dimostrato che l'inibizione della CTSD nei topi determina una riduzione dei livelli di 

colesterolo e trigliceridi nel fegato. Il gruppo di Liao ha dimostrato che la CTSD è up- 

regolata quando il colesterolo si accumula nei compartimenti lisosomiali in un modello 

NPC1 knock-out, dimostrando un aumento della CTSD quando i lisosomi vengono 

inglobati (Liao et al., 2007). Nel presente studio, l'espressione di CTSD è risultata più 

elevata nei pazienti con NAFLD rispetto ai controlli ed è stata osservata una 

correlazione diretta tra l'espressione di CTSD e la NAS e la fibrosi. 

È stato dimostrato che l'inglobamento dei lisosomi da parte dei lipidi inibisce il turnover 

degli autofagosomi e diversi studi sulle malattie da accumulo lisosomiale hanno 

dimostrato un'alterazione della fusione tra autofagosomi e lisosomi grassi che porta a 

una clearance autofagica difettosa (Fukuda et al., 2006; Settembre et al., 2008; Sarkar 

et al., 2013). Coerentemente con ciò, come già descritto (Fukuo et al., 2014), abbiamo 

confermato un'aumentata espressione di p62/SQSTM1 mRNA e proteina nel fegato 

dei pazienti con NAFLD, significativamente associata ad attività della malattia e stadio 

di fibrosi. L'aumento di p62/SQSTM1 suggerisce che i cargos autofagici non possono 

fondersi con i lisosomi per essere degradati, portando ad aggregati citosolici di 

p62/SQSTM1; di conseguenza, l'esperimento di doppia etichettatura ha rivelato che 

gli ammassi di p62/SQSTM1 sono staccati d a l l a struttura lisosomiale. Inoltre, nei 
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pazienti con NAFLD, l'analisi TEM ha rivelato un aumento del numero di autofagosomi 

e lipolisosomi, che probabilmente rappresentano l'espansione compensatoria di un 

macchinario autofagico mal funzionante. Infatti, l'espressione di diversi geni coinvolti 

nell'autofagia (Atg7, Atg5, GABARAB e Rab7) è risultata significativamente correlata 

alla NAS e allo stadio di fibrosi. Si tratta di proteine chiave per la formazione delle 

vescicole autofagiche e la maturazione dei lisosomi, il cui deficit è risultato in grado di 

sopprimere il flusso autofagico e di compromettere la fusione autofagosoma-lisosoma 

(Xu et al., 2013). Inoltre, l'autofagia potrebbe esercitare un ruolo antifibrogeno poiché 

promuove la sopravvivenza degli epatociti e l'apoptosi degli epatociti è un evento 

centrale nel processo fibrogeno (Ni et al., 2014; Ruart et al., 2019; Hammoutene et 

al., 2020). 

In conclusione, nel presente studio abbiamo osservato un'alterazione dell'autofagia 

nella NAFLD, con conseguente compromissione della degradazione dei lipidi. La 

compromissione dell'autofagia sembra essere un fattore cruciale che determina la 

progressione clinica della NAFLD. Individuare i marcatori molecolari di 

compromissione della lipofagia potrebbe aiutare a identificare i pazienti a rischio di 

progressione. In particolare, in questo studio, LAMP1-positivo I vacuoli con lume 

visibile, noti come lipolisosomi, sono stati identificati come caratteristica morfologica 

di alterata lipofagia. Si attendono chiaramente ulteriori studi per verificare se la 

quantificazione dei lipolisosomi possa essere un metodo praticabile e strumento 

riproducibile per valutare la gravità della NAFLD e la sua propensione alla 

progressione. 
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Studio 3. Interazioni tra colestasi e lipofagia nei pazienti NAFLD 
 

Introduzione  

Recenti evidenze in ambito clinico hanno dimostrato che un pattern colestatico nei 

pazienti con NAFLD predice una prognosi sfavorevole ed è associato a specifici 

aspetti morfologici e di espressione genica. Da un punto di vista fisiopatologico si 

è evidenziato che la lipofagia ovvero la degradazione selettiva delle gocce lipidiche 

da parte dei lisosomi, è essenziale per la regolazione dei livelli di lipidi. Tale 

processo autofagico può essere downregolato dagli acidi biliari liberi che si 

accumulano nell’epatocita in corso di colestasi intraepatica (CholeSTOPhagy). 

Con il seguente studio abbiamo valutato la relazione tra autofagia e colestasi in 

pazienti NAFLD.  la relazione tra i marcatori sierologici di colestasi e autofagia. 

Inoltre, valutiamo il livello di espressione di un pannello di geni correlati al 

metabolismo dei lipidi, all'escrezione della bile e alla lipofagia in relazione alle 

caratteristiche istomorfologiche nei pazienti con NAFLD. 

Inoltre ci siamo soffermati sull’espressione delle pompe di efflusso di colesterolo 

nel canalicolo biliare ABCG5 e ABCG8 (vedi figura 1).  

 
Figura 1. Schema di due epatociti che formano un canalicolo biliare. Sono evidenziati tutti i 

trasportatori localizzati nella membrana plasmatica degli epatociti umani. I trasportatori ABC, ad 

eccezione della sottofamiglia ABCC (colorata in verde), sono illustrati in blu. ABCB4, ABCB11 e 

ABCG5/G8 traslocano i composti che formano una micella mista (giallo chiaro) nel canalicolo biliare. 

(adattato da Kroll T. Chem. Rev. 2021) 

 

Metodi 

Il seguente studio è uno studio osservazionale descrittivo su 28 pazienti adulti con 

NAFLD. Tutti i pazienti arruolati sono stati sottoposti a biopsia epatica ed hanno 
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eseguito esami ematochimici. I pazienti sono stati classificati in due gruppi in base 

al pattern di enzimi epatici elevati utilizzando il seguente rapporto come già 

utilizzato in letteratura: R=((ALT/ALT ULN)/(ALP/ALP ULN)) (Pennsisi et al. Liver 

Int 2022). Sono quindi stati evidenziati due gruppi: un gruppo prevalentemente 

colestatico (gruppo C) con R<2 e un gruppo con profilo epatocellulare (gruppo H) 

con R>2.  

Le caratteristiche istomorfologiche sono state valutate al microscopio ottico con 

colorazioni standard per graduare l'attività della malattia (NAS) e lo stadio di fibrosi.  

 

Analisi immunoistochimica 

Ogni caso è stato analizzato mediante immunoistochimica per la CK7 un marcatore 

biliare e p62/SQSTM1 (ab56416, titolo 1:100, monoclonale di topo, 

Cambridge,Regno Unito), un marcatore di compromissione autofagica. 

L'immunoistochimica è stata eseguita su sezioni ottenute da tessuti fissati in 

formalina e inclusi in paraffina. Le sezioni colorate con l'immunoistochimica sono 

state scansionate con l'Hamamatsu NanoZoomer 2.0-RS. La CK7 è stata utilizzata 

per valutare il compartimento delle cellule progenitrici epatiche (HPC), contando le 

small cell CK7-positive nell'area periportale del lobulo ed esprimendole come 

numero per campo. Le cellule erano presenti come cellule singole, stringhe che 

rappresentavano canalicoli di Hering e dotti biliari di reazione duttulare. Le cellule 

contate erano più piccole degli epatociti normali e mostravano una colorazione 

citoplasmatica. I dotti biliari interlobulari (IBD) sono stati contati separatamente in 

quanto formanti elementi del lume costituiti da cellule CK7-positive. Gli epatociti 

morfologicamente tipici con citoplasma anti-CK7-positivi sono stati considerati 

epatociti intermedi (IH) e sono stati valutati separatamente. Per ogni caso, i valori 

medi delle cellule progenitrici epatiche, dotti biliari interlobulari ed epatociti 

intermedi sono stati ottenuti contando i tre campi a 10 ingrandimenti con la più alta 

intensità di colorazione antiCK7.  

L’immunoistochimica è stata valutata utilizzando un plugin open source IHC Profiler 

per Image J (Varghese et al., 2014). 

 

Risultati 

Sono stati analizzati i dati di 27 pazienti con NAFLD. Abbiamo escluso i pazienti 

(N=6) con grado di fibrosi severo (fibrosi>3). Caratteristiche antropometriche e 

cliniche dei pazienti: l'età media era di 48,8 ± 13,1; BMI (Kg/m2) 30,5 ± 3,4; AST 
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(AST/AST ULN) 1,67±0,89, ALT 1,9±1,3, ALP 2,07±1,46. 

Le biopsie sono state classificate in steatosi semplice N = 10 [37%]; NASH N = 15 

[55%], e borderline, zona 3 (N = 2). Un grado di fibrosi è stato osservato in 22/27 

campioni bioptici. I dati antropometrici e sierologici sono riportati nella tabella 1. 

 
 

 

 

Tabella 1. Caratteristiche antropometriche e cliniche pazienti NAFLD 

Età 48.8 ± 13.1  

Sesso [M (%)/F (%)]  11 (51%)/10 (49%)  

BMI (Kg/m2)   30.5 ± 3.4  

AST (AST/AST ULN)   48.0 ± 25.7  

ALT (ALT/ALT ULN)  88.6 ± 69.3  

GGT (GGT/GGT ULN)   83.5 ± 77.3  

Rapporto colestasi (ALT/ALT ULN)/(GGT 

/GGT ULN) <2    
8 (29%)  

Glicemia(mg/dL)   102.5 ± 26.0  

Diabete [No (%)/Si (%)]   16(65)/10 (35%)  

Ipertensione [No (%)/si (%)]   14 (54%)/12 (46%)  

Colesterolo totale(mg/dL)   200.8 ± 37.6  

HDL (mg/dL)   46.8 ± 10.0  

Trigliceridi (mg/dL)   140.4 ± 40.9 

L’impairment autofagico correla con l’aumento dei segni morfologici di 

colestasi ma non con quelli sierologici di colestasi 

La compromissione dell'autofagia è stata associata ad alterazioni legate alla 

colestasi nel compartimento biliare: è stato osservato un aumento della reazione 

duttulare e l'espansione di epatociti intermedi. Si è infatti osservato un aumento 
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parallelo del marcatore di compromissione dell'autofagia p62/SQSTM1 e delle 

cellule progenitrici epatiche (HPCs) e delle degli epatociti intermedi (IH)(R=0,392, 

p=0,016; R=0,370, p=0,026). 

  

 

 

 
Figura 2. Pannello A. L’espressione immunoistochimica di p62 è aumentata nei gradi più severi 

di NAFLD evidenziando un blocco del processo autofagico. L’impairment autofagico è correlato 

all’aumento delle HPC e degli IH e quindi alla colestasi nei pazienti NAFLD. Pannello B. 

L’espressione di p62 aumenta nella NASH rispetto a pazienti con steatosi semplice e nei gradi di 

fibrosi moderata rispetto a quelli con fibrosi lieve. 

 

A 
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Figura 3. Il numero di HPC aumenta in maniera direttamente proporzionale e statisticamente 

significativa con l’aumento dell’espressione del marker di impairment autofagico p62 nei pazienti 

NAFLD.  

 

Non è stata riscontrata invece alcuna differenza significativa tra p62/SQSTM1 e 

pattern sierologico (H di KW=1,63; p=0,44). 

L’impairment autofagico a livello immunoistochimico correla con l’espressione 

genica di mRNA coinvolti nella cascata autofagica ma non con l’mRNA delle 

pompe di efflusso biliari P62/SQSTM1 è direttamente correlato a diversi mRNA 

coinvolti nella cascata autofagica (cfr. tabella 2) ma non è stata trovata alcuna 

correlazione tra p62/SQSTM1 e le pompe di efflusso della bile (ABCG5 e 

ABCG8). Tuttavia si è rilevata un’associazione significativa tra p62/SQSTM1 e 

un aumento dell'espressione dei di NR1H3 e NR1H4 (R=0,512 ,p=0,009 

;R=0,411 ,p=0,041). 

 p62/SQSTM1  

(n. 25) 

Pattern sierologico (gruppo colestatico vs gruppo epatocellulare)  

test U di mann whitney 

 

ABCA1  R=0,159  

p=0,449 

p=,052 

ABCG5  R=0,152  

p=0,469 

p=,044 

ABCG8  R=0,175  

p=0,404 

p=,069 

BCN1  R=0,506  

p=0,010 
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ATG7  R=0,478  

p=0,016 
 

CTSD  R=0,707  

p=0,000 

R=0,701  

p=0,024 

LAMP1  R=0,522  

p=0,007 
 

LAMP2  

ATP6V1E2  

ATP6V0E1  

R=0,475  

p=0,017  

R=0,399  

p=0,048  

R=0,441  

p=0,027 

 

NPC1  

NR1H3  

NR1H4  

FSTL1  

R=0,668  

p=0,000  

R=0,512  

p=0,009  

R=0,411  

p=0,041  

R=0,500  

p=0,011 

 

PCSK9  R=0,386  

p=0,057 
 

PARa  R=0,375  

p=0,064 

p=0,045 

PPARgamma  R=0,268  

p=0,196 
 

PNPLA2  R=0,386  

p=0,057 
 

COL2A1   R=0,690  

p=0,027 

Tabella 2. Correlazioni tra espressione genica di geni coinvolti nella cascata autofagica rispetto 

all’espressione istologica di p62 e al pattern sierologico (colestatico vs epatocellulare) dei pazienti 

NAFLD. 

Il profilo colestatico sierologico correla con un aumento dell’espressione dei 

geni delle pompe di efflusso biliare. 

Abbiamo riscontrato un aumento dell'espressione dell'mRNA delle pompa di 

efflusso della bile (ABCG5 e ABCG8) nel gruppo colestatico (p=,052 ; p=,044 ). 

Non sono invece state riscontrate correlazioni tra le caratteristiche morfologiche 

della colestasi (IBD, IH e IH) e l’espressione genica delle pompe di efflusso biliare. 

Abbiamo quindi eseguito una sottoanalisi nel gruppo dei pazienti con colestasi 

sierologica ed abbiamo evidenziato una correlazione inversa tra ballooning ed 

espressione genica delle pompe di efflusso biliare (ABCG5 ABCG8)(p=0,03, R=-
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1,4; p=0.02 R=-1,2).  

 
Figura 4. Rapporto tra i livelli di espressione genica delle pompe di efflusso del colesterolo a livello 

del canalicolo biliare ABCG5 e 8 in pazienti con profilo sierologico colestatico vs pazienti con 

profilo epatocellulare. Nel riquadro rosso sottoanalisi dell’espressione di ABCG5/8 nei soli pazienti 

con colestasi sierologica in rapporto alla presenza di ballooning.  

Il compartimento biliare intraepatico risulta sovvertito nei casi di NAFLD più 

severa 

All’analisi ultrastrutturale con il microscopio elettronico a trasmissione si sono 

evidenziate significative differenze a livello dei canalicoli biliari tra pazienti con 

NAFLD lieve e severa. Infatti i pazienti con gradi di steatoepatite severa mostrano 

un aumento del lume canalicolare, un appiattimento dei microvilli e presenza di 

materiale corpuscolato all’interno del lume (vedi figura 5). 

 
Figura 5. Nei pazienti con NAFLD grave, la TEM rivela una dilatazione canalicolare e un 

appiattimento subtotale dei microvilli rispetto ai pazienti con NAFLD più lieve; punte di freccia: 

canalicoli biliari (per gentile concessione della Prof.ssa Maria Zingariello) 
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All’analisi immunoistochimica utilizzando il marcatore anti-CD10 per evidenziare i 

canalicoli biliari si è messa in evidenza una completa destrutturazione dell’albero 

dei canalicoli biliari nei pazienti con NAFLD di grado più severo rispetto alle forme 

lievi (vedi figura 6).  

 
Figura 6. I canalicoli biliari (CD10-positivi) erano più discontinui e disposti irregolarmente nella 

MASLD grave rispetto a quella lieve. 

  

Discussione 

I risultati sopra riportati dimostrano come l’impairment autofagico sia strettamente 

correlato ad un rimaneggiamento delle vie biliari intraepatiche con conseguente 

colestasi intraepatica a livello istomorfologico. Infatti all’aumentare dell’intensità del 

marcatore di impairment autofagico p62 si assiste ad un aumento delle HPC e degli 

epatociti intermedi. La proliferazione dei dotti biliari è l'espressione patologica della 

reazione duttulare (DR), tipicamente osservata nelle malattie croniche del fegato. Il 

danno epatocellulare è il principale fattore scatenante della DR, che comprende 

non solo la proliferazione dei dotti biliari, ma anche un ampio spettro di reazioni del 

tessuto epatico, tra cui l'attivazione di diverse vie infiammatorie. Il danno epatico 

cronico attiva le cellule progenitrici epatiche (HPC), quiescenti nel fegato normale, 

con una conseguente DR che si manifesta in diversi modi. In primo luogo, le HPCs 

si differenziano in cellule intermedie e verso i lineages degli epatociti o dei 

colangiociti, a seconda della patogenesi del danno epatico; inoltre le HPCs possono 

dedifferenziare, portando alla metaplasia. Solitamente queste modifiche del 

compartimento biliare riguarda patologie biliari primitive come l’atresia biliare o la 

colangite sclerosante o comunque malattie epatiche arrivate a stadi in cui la fibrosi 

è preponderante. Nella nostra casistica invece abbiamo eliminato i soggetti con 

fibrosi severa quindi il danno colestatico sembra essere correlato esclusivamente 

alla malattia di base e soprattutto segue l’impairment dell’autofagia. 
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Un altro risultato importante risulta essere la discrepanza del rapporto tra autofagia 

e colestasi morfologica vs sierologica. Infatti suddividendo i pazienti in base ai 

paramenti sierologici di colestasi non si è notata una differenza significativa 

nell’espressione immunomorfologica di p62 a livello epatico. Questo dato 

probabilmente sottolinea il fatto che un sottogruppo di pazienti NAFLD che non 

presenta alterazioni colestatiche a livello sierologico mostra invece a livello 

morfologico delle alterazioni importanti che potrebbero portare ad una più rapida 

progressione della malattia con prognosi sfavorevole come dimostrato dallo studio 

di Pennisi et al.  

I dati immunomorfologici sull’impairment autofagico sono stati inoltre confermati dai 

risultati emersi dall’analisi sull’espressione genica di geni coinvolti nella cascata 

autofagica: si assiste ad un aumento dell’espressione di quasi tutti i geni correlati 

all’autofagia (vedi tabella) che correla con l’aumentare del marctore p62 a livello 

istologico. Quindi nonostante un aumento dell’espressione della machinery 

autofagica viene rilevato un aumento dell’espressione tissutale di p62 evidenziando 

quindi un blocco nella fase finale dell’autofagia ovvero nell’eliminazione dei 

substrati a livello lisosomiale. Tale dato era già stato dimostrato dal nostro gruppo 

con recenti studi.  

Per quanto riguarda il rapporto tra colestasi ed autofagia abbiamo inoltre trovato 

una correlazione diretta tra l’espressione istologica di p62 e i livelli di espressione 

genica di NR1H1 ed NR1H3 (ovvero il liver X receptor alfa LXRα). 

L'LXRalfa assieme al recettore X dei retinoidi alfa forma un eterodimero che funge 

da recettore nucleare che modula l’espressione genica di diversi pathway 

metabolici tra cui il metabolismo del colesterolo e degli acidi biliari (Uppal H, 

Hepatology 2007). In questo scenario, l’aumento di LXRα nei pazienti NAFLD con 

compromissione dell’autofagia potrebbe rappresentare un tentativo di far fronte 

all’accumulo di colesterolo e acidi biliari. Tale dato sembra essere supportato 

dall’evidenza che anche l’espressione di mRNA delle pompe di efflusso biliare 

ABCG5 e 8 è aumentato nei pazienti con pattern sierologico colestatico rispetto ai 

pazienti epatocellulari. ABCG5 e 8 costituiscono un eterodimero che forma un 

canale per il trasporto del colesterolo dal citoplasma epatocitario verso il lume del 

canalicolo biliare. Quindi, nonostante il tentativo di aumentare i meccanismi per 

eliminare il colesterolo da parte dell’epatocita si osserva un accumulo 

intracitoplasmatico di lipidi e colesterolo che portano alla NAFLD. Nonostante 

abbiamo osservato un aumento di espressione di ABCG5/8 e LXRa tuttavia da un 
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punto di vista istomorfologico e ultrastrutturale abbiamo osservato un totale 

sovvertimento della struttura biliare a livello epatocitario. Infatti i canailcoli biliari 

presentano meno microvilli ed un volume aumentato con microinclusi nel lume nei 

pazienti con NAFLD più severa rispetto ai pazienti con  gradi più lievi di malattia,e 

anche la struttura lineare dei canalicoli e dei dotti biliari  nei pazienti con malattia 

steatosica più severa subisce un sovvertimento come evidenziato dal marcatore 

canalicolare CD10. Tali evidenze di sovvertimento della struttura epatobiliare, unite 

all’aumento dell’espressione delle pompe di efflusso e di LXRa potrebbe suggerire 

un tentativo epatocitario di aumentare l’eliminazione di colesterolo e acidi biliari a 

fronte di una chiara disfunzione strutturale dei canalicoli/colestasi intraepatocitaria.   

Infine l’analisi immunomorfologica con il marcatore per la parete lisosomiale LAMP1 

ha messo in evidenza come in un fegato di pazienti con NALFD lieve il 

compartimento lisosomiale è situato lungo il polo bilare dell’epatocita, tanto che a 

basso ingrandimento LAMP1 delinea il decorso dei canalicoli biliari. Invece nei 

pazienti con NAFLD severa la positività per LAMP1 diviene disordinata e mette i 

evidenza i lipolisosomi ripieni di colesterolo in eccesso come dimostrato in studi 

precedenti e non c’è più una prossimità del comparto lisosomiale a quello biliare. 

La presenza dei lisosomi lungo i canalicoli biliari suggerisce una stretta relazione 

metabolica tra questi due elementi. Dal momento che il lisosoma rappresenta 

l’effettore finale della cascata autofagica e lipofagica, la compromissione 

dell’autofagia che abbiamo evidenziato precedentemente sembra anche in questo 

caso essere correlata ad una disfunzione a livello biliare.  

Altri studi a livello biomolecolare devono essere condotti per valutare meglio il 

rapporto funzionale tra canalicolo biliare e lipofagia nei pazienti con NAFLD.  

 

Conclusioni parte generale 

Con questa serie di studi abbiamo valutato alcuni dei possibili meccanismi che 

possono portare ad un’alterata eliminazione dei lipidi nel fegato dei pazienti NAFLD. 

In questi studi abbiamo indagato l’eliminazione dei lipidi a livello epatocitario sia in 

termini di afflusso (ovvero meccanismi di eliminazione dei lipidi all’interno 

dell’epatocita tramite la lipofagia) sia le vie di efflusso, concentrandoci sul versante 

del canalicolo biliare dove vengono eliminati colesterolo e acidi biliari. Abbiamo 

quindi riscontrato che un blocco a livello del processo lipofagico ovvero quel 

processo che elimina esteri del colesterolo e trigliceridi dell’epatocita tramite il 

lisosoma, sembra svolgere un ruolo chiave nello sviluppo e nella progressione della 
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NAFLD. Inoltre abbiamo evidenziato che il blocco della lipofagia potrebbe essere in 

parte determinato da una riduzione dell’attività della Lipasi acida lisosomiale che 

rappresenta l’enzima adibito alla scissione degli esteri del colesterolo. Tale blocco 

della cascata autofagica al vertice del processo porterebbe allo sviluppo dei 

lipolisosomi ovvero vescicole con membrana ripiene di esteri del colesterolo e 

trigliceridi che occupano il citoplasma epatocitario. Infine abbiamo evidenziato che 

un sovvertimento del deflusso biliare a livello istomorfologico ma non sierologico è 

strettamente correlato sia alla progressione della NAFLD ma anche all’impairment 

lipofagico. Quindi una colestasi intraepatica non clinicamente evidente potrebbe 

contribuire ad un fenotipo di malattia a prognosi peggiore. 

 

 

Materiali e metodi parte generale  
Cellule e trattamenti 

La linea cellulare di carcinoma umano derivata da epatociti Huh7 è stata ottenuta 

dall'American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA) e coltivata in Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM) a basso contenuto di glucosio con 10% di siero 

fetale bovino, 1% di penicillina- streptomicina e 1% di L-glutammina in un incubatore 

umidificato a 37 °C con il 5% di CO2 . Per i trattamenti, le cellule sono state piastrate 

all'80% di confluenza e, dopo 24 ore, il terreno di coltura è stato sostituito con DMEM 

completo ad alto contenuto di glucosio e sono stati aggiunti 200 μM di acido palmitico 

coniugato con BSA per 2, 4 e 8 giorni. Le cellule Huh7 sono state trattate anche con 

l'inibitore del proteasoma MG132 10 μM (Sigma- Aldrich, Milano, Italia) per 3 h. Le 

cellule Huh7 sono state trasfettate con un vettore che codifica per l'ubiquitina umana 

marcata con HA. In particolare, le cellule Huh7 sono state trasfettate per una notte 

con 2 μg/ml di pDNA e 3 μg di reagente PEI/μg di pDNA in terreno completo. Il pDNA 

e il reagente PEI (Alfa Aesar Cat. 43896; stock: 1 μg/μl in ddH2 O) sono stati incubati 

25 minuti a temperatura ambiente (RT) in terreno Opti-MEM (10% del volume di 

coltura). 

 

Modello animale, trattamento e analisi biochimiche 

La sperimentazione sui topi è stata condotta in conformità con gli standard accettati 

da per la cura degli animali umani, dopo l'approvazione da parte dei comitati locali 

(Comitato per il Benessere Animale dell'Università di Tor Vergata) e nazionali 

(Ministero della Salute, Decreto Legislativo n. 26/2014; Direttiva Europea 2010/63/UE) 
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con l'autorizzazione n. 378/2017-PR. Topi adulti maschi C57BL/6J (3 mesi di età) 

(acquistati da ENVIGO, Italia) sono stati suddivisi casualmente in quattro gruppi: topi 

alimentati con dieta normale (ND: 3,85 kcal/g tra cui 10% kcal da grassi, 20% da 

proteine e 70% da carboidrati) per 4 mesi (gruppo 1) o per 8 mesi (gruppo 2); topi 

alimentati con HFD (5,24 kcal/g tra cui 60% kcal da grassi, 20% da proteine e 20% da 

carboidrati) per 4 mesi (gruppo 3) o per 8 mesi (gruppo 4). ND (#D12450B) e HFD 

(#D12492) sono stati prodotti da Research Diets, INC (New Brunswick, NJ, USA). ND 

conteneva il 38% di zuccheri, il 4% di grassi saturi, il 6% di grassi insaturi e caseina; 

HFD conteneva il 20% di zuccheri , il 54% di grassi saturi, il 6% di grassi insaturi e 

caseina. I topi sono stati mantenuti a 23,0 ± 1,0 °C e 55,0 ± 5,0% di umidità relativa 

con un ciclo di luce/buio di 1 2 ore (accensione delle luci alle 6.00 del mattino, 

spegnimento delle luci alle 18.00).Al termine del trattamento, i topi sono stati sacrificati 

mediante dislocazione cervicale e il tessuto epatico è stato espiantato per le analisi. 

 

Attività enzimatica 

L'attività della LAL è stata valutata sia in cellule Huh7 che in campioni di tessuto 

epatico di topo. Le cellule sono state lisate in tampone acetato 0,15 mol/l (pH 4,0) e 

1% Triton X-100. Lalistat-2 è stato utilizzato come inibitore delle proteasi. Le sezioni 

di tessuto epatico (~1 mm) sono state omogeneizzate in Triton 100X all'1% con 

inibitori delle proteasi e diluite con 0,3 mg/ml di proteine. La miscela di reazione 

conteneva 4- metilumbelliferone (4-MU, Apollo Scientific, Manchester, Regno Unito), 

cardiolipina (Sigma Aldrich Company Ltd, Dorset, Inghilterra) e LAL Lalistat-2 (fornito 

da Alexion Pharma, Cheshire, Connecticut, USA). Per eseguire l'esperimento, è stata 

preparata una soluzione tampone con 0,15 M di tampone acetato a pH 4,0 e 1,0% di 

Triton 100X. Quindi, 14 ml di tampone sono stati conservati in acqua (37 °C) e per la 

soluzione tampone di substrato sono stati utilizzati 1,0 ml (0,5%, w/v) di cardiolipina in 

metanolo e 400 μl (13,3 mM) di 4 MU-palmitato in DMSO. Infine, ogni volta sono stati 

preparati 30 μM di Lalistat-2 diluendo 200 μM di Lalistat-2 (in DMSO) con acqua 

distillata. Uno spot di 3,2 mm è stato inserito nel pozzetto di una piastra da 96 

microtiter (Greiner bio- one, Germania) e diluito in 200 μl di acqua per 1 ora a RT con 

una leggera inclinazione (50g). Le reazioni sono state eseguite in doppio. La miscela 

di reazione conteneva 40 μl di campione e 10 μl dell'inibitore Lalistat-2. Dopo 10 minuti 

di pre-incubazione, sono stati aggiunti 150 μl di tampone di substrato e la piastra è 

stata incubata per 3 ore a 37 °C. La reazione è stata arrestata aggiungendo 100 μl 

(15 mM) di HgCl2 . È stata costruita una curva standard 0-2,5 nmol/pozzetto 4 MU. 
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L'intensità della fluorescenza è stata misurata con un lettore di piastre multimodale 

EnSpire (Perkin Elmer, USA) (eccitazione λ = 355 nm, emissione λ = 460 nm). L'attività 

della LAL è stata determinata sottraendo l'attività nella reazione inibita da quella non 

inibita (lipasi totale) ed espressa come nmol/ spot/h di 4MU (metilumbelliferone). 

 

Saggio di immunoprecipitazione 

Le cellule Huh7 (piatto da 100 mm) sono state lisate in 1 ml di tampone RIPA (50 mM 

Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 12 mM acido desossicolico, 0,5% Nonidet P- 40 e 

inibitori di proteasi e fosfatasi). Quindi, 1 mg di proteine totali è stato pre-liquidato (4 

ore a 4 °C in leggera miscelazione) con 30 μl di Agarose Goat IgG, policlonale-Isotype 

Control (Abcam, ab104155). Il lisato ripulito è stato incubato con 30 μl di anticorpo di 

agarosio anti-HA tag (Abcam; ab214758) o controllo isotipico (16 h a 4 °C in leggera 

miscelazione). L'immunoprecipitato (IP) è stato raccolto a 1000g per 2 minuti, seguito 

da tre lavaggi con tampone RIPA. L'IP è stato denaturato con 40 μl di tampone 

Laemmli 2X e 30 μl sono stati caricati su SDS-PAGE. 

 

Western blot 

Il tessuto epatico animale e le cellule sono stati omogeneizzati in tampone RIPA. Per 

ottenere la frazione citosolica, le cellule Huh7 (piatto da 150 cm) sono state risospese 

in 3 ml di tampone saccarosio (250 mM saccarosio, 10 mM Hepes, 1 mM EDTA, pH 

7,4) e lisate con 30 colpi in un omogeneizzatore Potter-Helvenheim in ghiaccio. 

Membrana e organuli sono stati separati a 20.000g per 20 minuti a 4 °C. Il surnatante 

(frazione arricchita di citosol) è stato concentrato 10 volte con filtri centrifughi da 30 K 

(Amicon® Ultra - 2 ml con membrana Ultracel® da 30 K; UFC203024; Merck-

Millipore). Quindi, 10 μg di proteine sono stati caricati su SDS- PAGE e sottoposti a 

western blotting. Le membrane di nitrocellulosa sono state incubate con anti-heat 

shock protein-60 (Hsp60) (Abcam, ab46798), anti-TOM20 (Santa Cruz Biotechnology, 

Sc17764), anti- vincolina (Santa Cruz Biotechnology, Sc73614), anti-Ubiquitina (Santa 

Cruz Biotechnology, Sc-8017), anti-cathepsina D (AbD Serotec, Cat 1910- 8997), 

anticorpi primari anti-LAMP-1 (NovusBiologicals, NBP2-61619), anti-LAL (Proteintech, 

12956- 1-AP), anti-LAL (Novus, NBP1-54155) e anti- LAL (Abcam, ab154356) alla 

diluizione 1.000:1000. Successivamente, le membrane sono state incubate con gli 

appropriati anticorpi secondari coniugati con perossidasi di rafano. Le bande 

immunoreattive sono state rilevate con un sistema FluorChem FC3 (Protein-Simple, 

San Jose, CA, USA) dopo l'incubazione delle membrane con il reagente ECL Selected 
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Western Blotting Detection (GE Healthcare, Pittsburgh, PA, USA). 

 

Istomorfologia epatica 

I campioni di tessuto epatico umano sono stati colorati con ematossilina ed eosina e 

rosso Sirius, e ogni caso è stato analizzato dallo stesso operatore con competenze 

specifiche in istopatologia epatica. La gravità della steatosi (0-3), le caratteristiche 

della NASH, tra cui la necroinfiammazione (0-3), il ballooning epatocellulare (0-2) e lo 

stadio di fibrosi (0-4) sono stati valutati secondo il sistema di punteggio della rete di 

ricerca clinica sulla NAFLD [12], e ogni caso è stato diagnosticato come steatosi 

semplice o NASH secondo Brunt et al. [13]. 

 

Analisi immunoistochimica 

L'IHC è stata eseguita su sezioni ottenute da tessuti di topo e umani fissati in formalina 

e inclusi in paraffina. Ogni caso è stato analizzato mediante IHC per LAMP1, un 

marcatore lisosomiale (NBP1- 61619, 1:50, monoclonale di topo, Novus Biologicals, 

Abingdon, Regno Unito) e due diversi anticorpi LAL (12956-1-AP, 1:100, policlonale 

di coniglio, Proteintech, Manchester, Regno Unito e NBP1-54155, 1:200, policlonale 

di coniglio, Novus Biologicals, Abingdon, Regno Unito). Le reazioni IHC sono state 

visualizzate con DAB come cromogeno DAKO Omnis Envision FLEX/HRP (California, 

USA). L'ematossilina è stata utilizzata come controstampa per visualizzare i nuclei. Le 

sezioni colorate IHC sono state scansionate con Hamamatsu NanoZoomer 2.0-RS. 

LAMP1 è stato utilizzato per visualizzare le vescicole di origine lisosomiale (con 

membrana positiva a LAMP1). Il numero di vescicole LAMP1-positive di grandi 

dimensioni, con un lume visibile, cioè lipolisosomi, è stato valutato in cinque campi 

scelti a caso per ciascun caso con un ingrandimento di x400. Il valore medio è stato 

quindi ricavati in ogni campione per l'analisi statistica. La percentuale di epatociti con 

steatosi microvescicolare nel tessuto epatico (accumulo di piccole gocce di grasso 

con architettura cellulare conservata) [14, 15] è stata valutata in quattro campi scelti a 

caso per ciascun caso (ingrandimento x100) ed è stato ricavato un valore medio. 

Infine, i campioni sono stati suddivisi come segue: una steatosi microvescicolare <5% 

nei campioni è stata classificata come classe 1, classe 2 dal 5-10%, classe 3 dall'11-

25% e la classe 4 dal 26 al 50%. Per valutare l'espressione di LAL, sono stati analizzati 

tre campi scelti a caso per ciascun campione (ingrandimento x100). 

L'immunocolorazione è stata valutata utilizzando un plugin open-source IHC Profiler 

per ImageJ [16]. Tutte le immagini analizzate sono state sogliate allo stesso valore di 
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intensità. Per descrivere l'intensità della colorazione in ciascun campo è stata 

applicata una scala che va da 0 a 3, dove 0 significa negativo e 3 significa fortemente 

positivo. Per ogni campo è stata registrata la percentuale di tessuto epatico con diversi 

punteggi di intensità. Il punteggio IHC è stato ricavato come segue: [(3 + %tessuto) 

X3 + (2 + %tessuto) X2 + (1 + %tessuto) X1]. È stato quindi ricavato un valore medio 

per ciascun campione [17]. 

La colorazione immunofluorescente è stata eseguita su sezioni di tessuto incluso in 

paraffina e colture cellulari con gli stessi anticorpi utilizzati per l'immunoistochimica. 

Gli anticorpi secondari Alexa Fluor 488 e/o Alexa Fluor 568 coniugati di asino anti-

rabbit, anti-mouse, anti-goat (Invitrogen, Carlsbad, CA, Stati Uniti) sono stati aggiunti 

per 30 minuti (titolo 1:200), seguiti da un'altra fase di lavaggio completo in TBS. La 

controcolorazione nucleare è stata eseguita utilizzando il mezzo di montaggio 

Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, Stati Uniti) contenente 4,6- 

diamidino-2-fenilindolo (DAPI). Le immagini di fluorescenza sono state raccolte con 

un sistema di microscopio laser confocale Nikon A1 (Nikon, Tokyo, Giappone). 

L'acquisizione è stata effettuata con il software di imaging NIS- Elements (Nikon).   

 

 

Contenuto lipidico e analisi in microscopia a fluorescenza.  

L'accumulo di goccioline lipidiche nelle cellule Huh7 è stato analizzato mediante 

colorazione Oil Red O. Le cellule sono state fissate con formaldeide al 10%, 

risciacquate con isopropanolo al 60% e colorate con la soluzione di lavoro Oil Red O 

appena preparata (2 mg/ml in 2-propanolo al 60%; Sigma- Aldrich) per 20 minuti, 

seguita da quattro lavaggi di 10 minuti con PBS. I nuclei sono stati controcolorati con 

Hoechst 33342. La fluorescenza derivata dall'Oil Red O è stata visualizzata con un 

microscopio a fluorescenza Zeiss AXIO observer 7 (Zeiss) dotato di obiettivo A-Plan 

5x/0,12 (cod. 421030-9900-000; Zeiss). Il contenuto di lipidi neutri è stato stimato 

mediante eluizione di Oil Red O con il 100% di 2-propanolo e misurato mediante 

analisi spettrometrica a 492 nm. 

La colorazione immunofluorescente è stata eseguita su cellule e sezioni di fegato di 

topo da tessuto incluso in paraffina. Le cellule sono state lavate con PBS e fissate con 

paraformaldeide al 4% per 15 minuti. Le cellule sono state permeabilizzate e bloccate 

con lo 0,25% di TRITON X- 100 e il 2% di siero normale (in PBS) per 20 minuti e poi 

incubate in 1% di siero normale, 0,1% di TRITON X-100 (in PBS) con gli anticorpi 

primari appropriati per 2 ore RT alla seguente concentrazione: Anticorpo per 
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l'ubiquitina (Sc-8017, 1:100, monoclonale di topo, Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg, Germania) per riconoscere le proteine ubi q u i t i n a t e , anticorpo per 

LAMP1 (NBP1-61619, 1. 50, monoclonale di topo, Novacella, 1:50):50, monoclonale 

di topo, Novus Biologicals, Abingdon, UK) e due diversi anticorpi LAL (12956- 1-AP, 

1:50, policlonale di coniglio, Proteintech, Manchester, UK e NBP1-54155, 1:50, 

policlonale di coniglio, Novus Biologicals, Abingdon, UK). 

I tessuti di topo fissati in formalina e inclusi in paraffina sono stati incubati con gli 

appropriati anticorpi primari anti-LAL e anti-LAMP1 (ab24170) per 2 ore RT. Per ogni 

caso, sono stati aggiunti anticorpi secondari Alexa Fluor 488 e/o Alexa Fluor 568 

coniugati con anticorpi di asino anti-mouse, anti-rabbit e anti-goat (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) per 30 minuti (titolo 1:200), seguiti da un'altra fase di lavaggio 

completo in PBS. La controcolorazione nucleare è stata eseguita utilizzando il mezzo 

di montaggio Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) contenente 

4,6-diamidino-2-fenilin- dolo (DAPI). Le immagini fluorescenti sono state raccolte con 

un sistema di microscopio laser confocale Nikon A1 (Nikon, Tokyo, Giappone). 

L'acquisizione è stata effettuata utilizzando il software di imaging NIS-Elements 

(Nikon) ed elaborato con il software Fiji (US National Institutes of Health). 

 

Analisi ultrastrutturale  

Un sottogruppo (n = 5) di campioni di fegato è stato fissato in glutaraldeide al 2,5% in 

tampone cacodilato 0,1 M per lo studio ultrastrutturale. Dopo la fissazione, la 

disidratazione e l'impregnazione, i campioni sono stati inclusi in resine epossidiche e 

acriliche, tagliati all'ultramicrotomo e trattati per lo studio ultrastrutturale degli epatociti 

mediante microscopia elettronica. In particolare, gli aspetti morfologici tipici del 

sovraccarico lipidico, dell'attivazione lisosomiale e del processo di lipofagia/autofagia, 

come la presenza di goccioline lipidiche, vacuoli lipidici legati alla membrana 

(lipolisosomi) e Gli  autofagosomi  sono  stati valutati in campioni a 5000X. La 

presenza di lipolisosomi negli epatociti di pazienti affetti da NAFLD è stata valutata sia 

alla luce e microscopia elettronica è stata valutata secondo i criteri precedenti di Iancu 

et al. (2013). 

 

Analisi dell'mRNA 

L'analisi Nanostring nCounter è stata eseguita in un sottogruppo di pazienti e controlli 

(n = 38). L'RNA totale è stato estratto con il kit High Pure FFPET RNA Isolation Kit 

(Roche) d a sezioni di 10 µm di biopsie epatiche FFPE di pazienti con NAFLD (27 
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campioni) e 11 controlli. L'RNA è stato quantificato con  il  BioPhotometerR D30 

(Eppendorf)  e  100 ng  di  RNA totale sono stati sottoposti al Nanostring nCounter 

Analysis System. Questo sistema utilizza una nuova tecnologia digitale con codici a 

barre colorati che si basa sulla misurazione diretta multiplexata dell'espressione 

genica e offre alti livelli di precisione e sensibilità (<1 copia per cellula). La tecnologia 

utilizza "codici a barre" molecolari e immagini di singole molecole per rilevare e 

contare centinaia di trascritti unici in una singola reazione. 

Abbiamo utilizzato un CodeSet nCounter personalizzato contenente 20 geni, 

selezionati per valutare i livelli di espressione (livelli di mRNA) di geni coinvolti 

nell'autofagia e di altri geni funzionali in campioni di fegato NAFLD rispetto a quelli 

sani. In particolare, di questi geni, 6 sono geni correlati al lisosoma (LAMP1, LAMP2, 

CTSD, NPC1, ATP6V1B2, TFEB, LAL) e 9 sono geni chiave coinvolti nell'autofagia 

(mTOR, ULK1, BECN1, ATG12, ATG5, ATG7, p62/SQSTM1, RAB7A, GABARAP). 

Abbiamo anche incluso nel pannello 3  marcatori  epatocitari  (AFP,  ALB  e  TTR)  

per normalizzare i valori del numero di epatociti presenti in ciascun campione e 2 geni 

housekeeping (TUBB e HIST1H3A), per normalizzare i valori del numero totale di 

cellule. L'analisi Nanostring nCounter è stata eseguita seguendo il protocollo del 

produttore. In breve, 100 ng di RNA totale sono stati ibridati in soluzione a 65◦ C per 

16 ore con coppie specifiche di sonde a ∼50 basi per ciascun set di geni mRNA. La 

sonda Reporter trasporta il segnale; la sonda Capture consente di immobilizzare il 

complesso per la raccolta dei dati. Dopo ibridazione, l'eccesso di sonda è stato 

rimosso e i complessi sonda/target sono stati allineati e immobilizzati nella cartuccia 

nCounter. Le cartucce campione sono state inserite nell'analizzatore digitale per la 

raccolta dei dati. I codici colore sulla superficie della cartuccia vengono contati e 

tabulati per ogni molecola target. I conteggi grezzi di ciascun mRNA sono stati 

normalizzati (per i marcatori epatocitari o per i geni housekeeping) e analizzati con il 

software di analisi nSolver (nSAS) per ottenere l'analisi dell'espressione differenziale 

di 44 geni nei campioni NAFLD rispetto ai campioni di controllo (sani). 

 

Statistiche 

A seconda della distribuzione parametrica o non parametrica, le variabili sono 

espresse rispettivamente come media ± SD o mediana e range interquartile 25-75% 

(25-75% IR). Le differenze sono state valutate con il test di Kruskal-Wallis. Le 

correlazioni sono state effettuate con il test di correlazione di rango di Spearman. Un 

p < 0,05 è stato considerato statisticamente significativo. Per le analisi statistiche è 
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stato utilizzato il software SPSS (versione 22.00; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
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