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ABSTRACT

Background: Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1) is a circutey hormone mainly produced by
hepatocytes under the control of pituitary glandodigh the Growth Hormone (GH). The
proliferative and anti-apoptotic effects of IGFleanediated by the interaction with a specific
receptor (IGF1-R) and by the further activatiortted intracellular PISK/AKT pathway. The aim of
the present study is to evaluate the role of tHell@athway in normal liver and during cholestasis.
Materials and methods the expression of cytokeratin 19, IGF1, IGF1-RKp, Proliferating Cell

Nuclear Antigen (PCNA), Bax (pro-apoptotic proteirBcl, (anti-apoptotic) and Tunel was
evaluated by immunohistochemistry (IHC) in cholagtes of normal (N= 6) and bile duct-ligated



(BDL; N= 6) rat liver and in human liver biopsiet matients with primary biliary cirrhosis (PBC;
n= 35) and normal subjects (n=15).

Results in normal rat livers, cholangiocytes are rarelgipee for IGF1 and IGF1-R while, in BDL
rat livers, the proliferating cholangiocytes higlelypress IGF1 and IGF1-R. In normal human liver,
cholangiocytes are almost negative for IGF1, IGF4AR pAKT. In PBC, interlobular bile ducts are
positive for IGF1, IGF1-R and pAKT and the percgetaf positive cholangiocytes increases from
PBC stage | to PBC stage IV. In PBC stages Il Bhdhe IGF1, IGF1-R and pAKT expression is
directly correlated with the anti-apoptotic proteftl, and inversely correlated with the pro-
apoptotic protein Bax, the Bax/ Bahtio and the Tunel positivity.

Discussion during cholestasis, cholangiocytes start to pcediGF1 and to express IGF1-R. The
interaction of IGF1 with its receptor leads to thetivation of PI3K/AKT which favours cell
survival modulating the mitochondrial apoptoticlpafy. In PBC, IGF1 system represents a major
mechanism of cholangiocytes survival and resistamcamage and apoptosis.



INTRODUZIONE
Insulin-like Growth Factors (IGFs)

| fattori di crescita insulino-simili (Insulin-likeGrowth Factors: IGFs) partecipano allo
sviluppo ed alla funzione di quasi tutti gli orgatel corpo (Daughaday WH, Rotwein P 1989; Le
Roith D. 1997). Tali fattori sono una componented@amentale del sistema che controlla la crescita
ed il metabolismo e rappresentano gli effettoreiintedi del’ormone della crescita (GH) (Yakar et
al 2005; Rosenfeld RG 2003). La famiglia delle IGFsomposta da due proteine: I'lGF1 ha un
ruolo predominante nel regolare la crescita dopoascita e I'lGF2 la cui funzione fisiologica e
ancora da chiarire (Le Roith D. 1997). Inoltre éamiglia delle IGFs partecipa al controllo dello
sviluppo embriologico (Baker j et al 1993).

Recentemente € emerso il ruolo di IGF1 ed IGF2 cdatwri capaci di agire sulla
sopravvivenza e sulla proliferazione delle cellumevitro (Alvaro et al 2006; Kooijman R 2006).
Tali fattori di crescita sembrano in grado di ware la morte cellulare programmata influenzando il
pathway mitocondriale (intrinseco) dell’apoptosivero antagonizzando I'effetto apoptotico delle
citochine citotossiche (pathway estrinseco dellfapsi) (Furstenberger G, Senn HJ 2002;
Kurmasheva RT, Houghton PJ 2006). IGFs € inoltiarshto in causa nello sviluppo di numerosi
tumori umani (Alvaro et al 2006; Furstenberger &ns HJ 2002; Kurmasheva RT, Houghton PJ
2006; Kooijman R 2006).

L’esistenza dell'lGF1 fu inizialmente proposta negini ‘50 quando fu chiaro che I'ormone
della crescita non agiva direttamente sullincogzosne di solfato nella cartilagine durante
'accrescimento ma che i suoi effetti erano mediatiun fattore sierico (Murphy WR et al 1956;
Denko CW, Bergenstal DM 1955). Tale fattore fu i@limente denominato “sulfation factor” e
successivamente “somatomedina” per sottolinearneudlo di mediatore dell’azione del GH
(ormone somatotropo) (Daughaday WH et al 1972).

Nel 1978 furono per la prima volta purificati I'lGFe I'lGF2 che devono il loro nome
all'omologia strutturale con linsulina e alla lomapacita di stimolare I'uptake del glucosio negli
adipociti e nelle cellule muscolari (RinderknechtHumbel RE 1978; Blundell TL et al 1978). Solo
successivamente fu dimostrato che I'lGF1 corrispoadalla somatomedina prodotta e rilasciata in
seguito a stimolazione da parte del GH (Klapperdd@l 1983).

In questo periodo fu formulata la §8atomedin Hypothesisecondo la quale I'azione del
GH sulla crescita verrebbe mediata unicamentel@®&IL prodotto a livello epatico; in particolare,
secondo tale ipotesi, il fegato rappresenta I'ooga@rsaglio del GH capace di indurre la sintesi da
parte degli epatociti di IGF1 ed il suo successilascio nel sangue (Le Roith et al 2001). L'IGF1
sierico, con un meccanismo endocrino, agirebbeaavelta su numerosi organi (0sso, cartilagine,
etc.) stimolandone la crescita. L'IGF1 circolaniteltre, sarebbe in grado di ridurre, mediante un
feedback negativo, l'ulteriore rilascio di GH dadbfisi (Le Roith et al 2001).

Tale ipotesi fu modificata in seguito alla scopate IGFs venivano prodotti non solo nel
fegato ma in numerosi altri tessuti del corpo dexemo in grado di agire localmente con effetti di
tipo autocrino/paracrino (Le Roith et al 2001, i2&le et al 1980, Isaksson OG et al 1982).

Green et al nel 1985 proposero la “dual effectqrdtlyesis” per spiegare I'azione dell'asse
GH/IGF1 sulla crescita dell’osso. Secondo taleitedrGH sarebbe responsabile direttamente della
stimolazione dello sviluppo delle ossa ed inolaeebbe in grado di stimolare localmente la sintesi
di IGF1 che avrebbe un azione autocrina/paracruiacsndrociti. Di fatto tale ipotesi riduce
limportanza endocrina della IGF1 circolante pradalal fegato (Green et al 1985; Le Roith et al
2001).

Recenti studi hanno pero sottolineato il ruolo fmmeéntale posseduto dall'lGF1 circolante.
In particolare la creazione di topi knock-out pegene dellIGF1 e per il gene delllALS (Acid-
Labile Subunit, una delle proteine a cui I'lGFlcolante € legato nel siero) ha permesso di notare
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che una riduzione dell’85-90% dei livelli sierici l5F1 comporta un’importante riduzione della
crescita post-natale (Yakar S et al 2005, 1999;ijk@m R 2006; Sjogren K et al 1999). Pertanto ad
0ggi e largamente accettato che I'lGF1 e in gradagate sia come fattore endocrino sia localmente
come fattore paracrino ed autocrino (Kooijman R&00

Elementi della famiglia dell'lGF

La famiglia dell'lGF & composta da tre ormoni pdii (insulina, IGF1 ed IGF2), da sei
binding proteins (IGFBP1-6) e da tre recettori dimbrana che mediano I'azione dello specifico
ligando (insulin-receptor, IGF1-R ed IGF2-R) (LeifRcet al 2001).

Insulina, IGF1 ed IGF2 hanno circa il 50% dei lommminoacidi in comune. L'insulina e
sintetizzata nelle cellule beta del pancreas consengulina che viene successivamente clivata
formando insulina e peptide C. IGF1 e IGF2 sonodgtib principalmente dagli epatociti e
circolano nel sangue legati a binding proteins @8E) che mediano la loro azione a livello
tissutale (Daughaday WH, Rotwein P 1989; Jonesall 995).

Il recettore delllGF1 e quello dell’insulina somaolto simili e mostrano circa il 60% di
omologia nella struttura primaria (Ullrich A et B86). Entrambi i recettori sono costituiti da due
subunita alfa, localizzate interamente sul versaxteacellulare della membrana plasmatica e da
due subunita beta che, dopo aver attraversato lmbmama citoplasmatica, si localizzano
principalmente sul versante intracellulare. Le dubunita alfa mediano il legame con il ligando
mentre le subunita beta contengono regioni ad idttitirosin-kinasica e residui tirosinici che
vengono fosforilati in seguito all’attivazione deécettore. L’attivazione del recettore e la
fosforilazione dei residui tirosinici delle subumitbeta sono responsabili della trasduzione
intracitoplasmatica del messaggi&igqura 1) mediante il reclutamento di una serie di protaihe
coinvolgono principalmente i pathways della fosfitinositolo-3 chinasi (PI3K), delle MAP
chinasi e di JAK/STAT (Steele-Perkins G et al 1988saki N et al 1985; Le Roith et al 2001).

L'esistenza di sei IGF Binding Proteins (IGFBPshde il sistema del’lGF molto piu
complesso. Le IGFBPs vengono principalmente predd#él fegato e sono capaci di agire come
fattori endocrini; inoltre possono essere espress@umerose altre cellule in organi diversi dal
fegato ed agire con un meccanismo paracrino edaubo(Kooijman R 2006, Firth SM, Baxter RC
2002). Tali proteine, pur non presentando omologiai recettori per insulina, IGF1 ed IGF2, sono
capaci di legare IGF1 ed IGF2 con un’affinita maggidegli specifici recettori (Kooijman R 2006,
Firth SM, Baxter RC 2002). Di conseguenza, la maiggarte (99%) dell'lGF1 circolante e legato
alle IGFBPs; in particolare I'80% di IGF1 circolanforma un complesso ternario con IGFBP-3 e
ALS (acid-labile subunit) prodotte entrambe nelafieg Le binding proteins hanno la funzione di
prolungare I'emivita dellIGF1 nel sangue e di rkegoe la distribuzione a livello tissutale e
recettoriale (Kooijman R 2006, Firth SM, Baxter RQ02).
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Figura 1. IGF1-R e pathway intracitoplasmatici di trasduziodel segnale coinvolti in seguito all’attivazioneld
recettore; ruolo delle IGFBPs (tratta da Kooijman2R06).

Apoptosi e IGFs

L’apoptosi e la forma piu importante di morte cklhe programmata ed e fondamentale
nella funzione degli organismi pluricellulari pdin@nare o rimuovere le cellule non piu necessarie.
E un processo programmato e finemente regolato endamentale durante lo sviluppo
dell'organismo (Lawen A 2003; Kooijman R 2006). Nessuti adulti, 'omeostasi & ottenuta dal
bilanciamento tra proliferazione ed apoptosi cali@l pertanto la fine regolazione dei processi
apoptotici € fondamentale per le funzioni fisiokdgg tissutali (Savill J 1997).

Le caspasi sono enzimi proteolitici che hanno dlowchiave nella trasduzione del segnale e
nell'esecuzione dell’apoptosi (Degterev A et al 200Tali proteine sono sintetizzate come
precursori inattivi e vengono attivate mediantevagigio proteolitico. Vi sono due pathways
interconnessi capaci di attivare le caspasi e de daizio alla cascata di reazioni che conduce
all’'apoptosi Eigura 2, Kooijman R 2006).

Il pathway estrinseco dell’'apoptogiene attivato attraverso specifici recettori ddmbrana
(death-inducing receptors). Tali recettori possosjgondere a segnali intercellulari del tipo cotatat
cellula-cellula (Fas/Fas-ligando) oppure a mediaolubili (per esempio Tumor Necrosis Factor-
1). L’attivazione del pathway estrinseco determina gascata di reazioni che, passando attraverso
il reclutamento delle caspasi 8 e 10, giunge infemk attivare la caspasi 3 responsabile
dell'induzione della morte cellulare programmatadiiburn A 2004).

Il pathway intrinseco dell’apoptos chiamato in causa in seguito a danneggiamerito de
DNA, stress ossidativo, ipossia e deprivazioneatiofi di crescita. Tale sistema situato a livello
della membrana mitocondriale € controllato da uedesdi proteine che fanno parte della
superfamiglia di Bel Alcune proteine di questa superfamiglia possiedam’azione anti-
apoptotica (Bel, Bcl-X;, mcl-1) mentre altre hanno un’azione pro-apop#oi{iBax, Bid, Bad) e
sono in grado di distruggere la membrana mitocaelriia rottura della membrana mitocondriale
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innesca l'attivazione della caspasi 9 che agistie saspasi 3, 6 e 7 con l'effetto finale della taor
cellulare. Il bilanciamento dell’attivita delle geine pro- ed anti-apoptotiche della superfamidiia
Bcl, e responsabile della successiva attivazione da#ipasi (Van Gurp M et al 2003).

| due patway sono in connessione mediante la ca8pgsstema estrinseco) capace di
attivare Bid (sistema intrinseco) (Kooijman R 2Q06)
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Figura 2. Pathway estrinseco ed intrinseco dell’apoptosire iaterconnessione (tratta da Kooijman R 2006)

L’IGF1 attraverso il suo recettore e in grado dragulle proteine che regolano I'apoptosi.
In particolare, I'attivazione del pathway PI3K/pAKgdioca un ruolo chiave in quanto pAKT e
capace sia di modulare I'espressione/attivaziorle geoteine del pathway intrinseco sia di agire
sull'apoptosi mediata da Fas-ligando e TNF (sistastrinseco). Inoltre anche l'attivazione del
sistema delle MAP chinasi da parte di IGF1 é irdgrdi agire sui processi apoptotici (Kurmasheva
RT, Houghton PJ 2006; Kooijman R 2006).

| colangiociti e le vie biliari intraepatiche

Le vie biliari intraepatiche rappresentano quelate delle vie biliari che, originando a
fondo cieco con i canalicoli biliari, terminanoieello delle vie biliari extraepatiche (Robert SK e
al 1997, Kanno et al 2000). | canalicoli biliarineoformati dalla giustapposizione di due docce
presenti sulle pareti cellulari dei poli biliari due epatociti adiacenti. Ai canalicoli biliari fam
seguito i canali di Hering la cui parete é codituin parte da epatociti ed in parte da colangidcit
canali di Hering si continuano nei duttuli bili@hhe sono completamente delimitati da colangiociti e
che, dopo un breve decorso, terminano nei dofrbiinterlobulari situati nello spazio portale. |
colangiociti sono cellule cubiche che costituisctiapitelio di rivestimendo delle vie biliari e che
attraverso processi di secrezione ed assorbimettio is controllo di ormoni e neuropeptidi, sono
responsabili nella composizione finale della bAdp{ni G et al 1988, LeSage et al 2001, Roskams
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et al 2004). Tali cellule rappresentano il targetid gruppo di patologie croniche colestatiche del
fegato che prendono il nome, nel complesso, dingitgatie. Le colangiopatie sono caratterizzate
dalla progressiva scomparsa dei dotti biliari iepratici che conduce ad una severa duttopenia negli
stadi terminali. Negli stadi precoci di tali maiaftla scomparsa dei dotti biliari viene compensata
dalla proliferazione dei dotti sopravvissuti. Laogiressione del quadro patologico € legata al
bilancio tra i fenomeni di morte e di proliferazeorellulare; pertanto, gli stadi terminali sono
contraddistinti dall'incapacita dei fenomeni prefidtivi di far fronte alla continua perdita dei
colangiociti (Desmet V et al 1998a, 1995). Per fiagjioni un numero sempre crescente di studi ha
posto l'attenzione sui meccanismi di proliferaziahe colangiociti nel tentativo di individuare
possibili strategie terapeutiche per sostenerepatare un’efficace proliferazione dei dotti hilia
intraepatici e ritardare I'evoluzione del quadragb@gico. Dal punto di vista sperimentale, un utile
modello animale per lo studio della proliferaziothelle vie biliari intraepatiche & rappresentato
dalla legatura delle vie biliari (bile duct ligatio BDL) nel ratto che determina una selettiva
proliferazione dei dotti biliari intraepatici. Talproliferazione € responsabile di un marcato
incremento della massa dei dotti biliari intraegiadi dei colangiociti che arrivano a rappresentare
fino al 30% delle cellule parenchimali del fegatmrfmalmente ne rappresentano il 2%) (Alpini G
et al 1988, Alvaro D et al 2002). La proliferaziodei colangiociti fa parte della cosiddetta
“ductular reaction”, termine coniato da Popperlated 1957 e che designa la proliferazione di una
popolazione di cellule epiteliali all'interfacciarat epatociti e spazio portale costituita da
colangiociti, cellule progenitrici epatiche ed ejati (Alvaro et al 2007, Roskams et al 2004,
Popper et al 1957). Diversi studi sperimentali lardefinito quattro tipi di proliferazione
colangiocitaria (Alvaro D et al 2007):

1. Proliferazionedi tipo | o tipica: rappresenta una reazione iperplastica che comport
aumento, confinato nello spazio portale, del numded dotti biliari intraepatici. |
colangiociti proliferanti formano strutture tubul@en differenziate che presentano un lume
ben definito (Desmet et al 1998b). Nel ratto unalifarazione “tipica” viene osservata in
diverse condizioni sperimentali quali, ad esemlaidegatura delle vie biliari (BDL) (Alpini
G et al 1998), I'epatectomia parziale (LeSage @l 4996) ed il trattamento cronico con L-
prolina (Vacanti JP et al 1979). Nell'uomo, unalifeoazione colangiocitaria tipica puo
essere osservata in corso di una colestasi osfrutiuta di grado severo (James L et al
1989) e nelle prime fasi delle patologie colestaicroniche (Alvaro et al 2000b). Questo
tipo di proliferazione sembra essere dovuta alltfalamento dei dotti biliari preesistenti
localizzati negli spazi portali e cio e confermdtodiverse evidenze sperimentali nel ratto e
nell'uomo (Alpini G et al 1988, Slott PA ed al 1990

2. Proliferazione ditipo Il o atipica: nel ratto si presenta in seguito a somministrazidi
tetracloruro di carbonio (Le Sage GD et al 199®l’'momo €& presente dopo epatopatia
alcolica, iperplasia nodulare focale e nelle pai@ocolestatiche croniche quali cirrosi
biliare primitiva e colangite sclerosante primitiildesmet VJ 1986; Fausto N et al 1994); e
caratterizzata da una proliferazione irregolaredd¢ii biliari intraepatici non confinata nello
spazio portale ma estesa nella zona periportakd panenchima epatico adiacente e capace
di costituire occasionalmente cordoni cellulari cati epatociti. Questo tipo di
proliferazione determina la formazione di struttagtulari irregolari e tortuose che non
possiedono un lume ben definito e sono associat@fenmazione e ad infiltrazione di
polimorfonucleati neutrofili (Desmet VJ 1986; Desinet al 1998a; Fausto N et al 1994);
inoltre i dotti neoformati non sono funzionalmeefécienti. Tale tipo di proliferazione pu6
originare dalla proliferazione di dotti biliari gsistenti oppure dall’attivazione delle cellule
progenitrici epatiche (Alvaro et al 2007, Roskamset al 2003; Roskams TA et al 2004m
Desmet VJ 1986; Desmet et al 1998a; Fausto NFEIG).
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3. Proliferazione diipo Ill: € una proliferazione massiva ad origine dal catinpanto delle
cellule progenitrici epatiche in seguito a neceystica submassiva (Alvaro et al 2007).

4. Proliferazione ditipo IV (“oval cell” proliferation): € tipica degli stadi precoci della
carcinogenesi nel fegato di ratto ed & causataideerosi composti chimici. E caratterizzata
dalla formazione di strutture tubulari irregolaridésorganizzate con un lume non ben
definito che si aggettano all'interno del lobuloagpo con alterazione dell’architettura
dell'intero parenchima (Petropoulos CJ et al 1%E¢a AE et al 1984).

Tale classificazione della proliferazione colangmia €é basata soprattutto su studi
sperimentali; nella patologia umana la distinzidorze proliferazione “tipica” (con origine da dotti
biliari pre-esistenti ed associata ad ostruziondiarbi acuta) e “proliferazione atipica”
(maggiormente legata all’attivazione delle cellupFogenitrici epatiche ed associata alle
colangiopatie) é problematica e I'uso di tali tamimé scoraggiato (Roskams et al 2004). Numerosi
fattori di crescita, ormoni e neuropeptidi sononeoiti nella regolazione della proliferazione dei
colangiociti {Tabella). Lo stimolo proliferativo sembra essere legata sil'aumento della
pressione all'interno del lume dei dotti biliariti@epatici sia a numerosi fattori bioumorali che
sembrano giocare un ruolo importante (Alvaro &0410b).

Proliferazione Inibizione
Fattori di v IL-1a x TGF1
crescita/citochine v IL-6 x TGFf32
v TGFa
v TNF-a
v EGF
v' HGF
v IGF-1
Ormoni/neuropeptidi v Estrogeni x Somatostatina
v" Acetilcolina x Gastrina
Sali biliari v Litocolato % Ursodesossicolato
v" Taurocolato % Tauroursodesossicolato
v" Taurolitocolato

Tabella 1. Sostanze che regolano la proliferazione dei cgiaiti. Modificata da Alvaro D et al 2000.

Fattori di crescita e citochine

Gli approcci sperimentali volti a chiarire il pdsge ruolo e I'effetto di fattori di crescita e
citochine sulla proliferazione colangiocitaria samamerosi ed includono studh vitro su colture
cellulari o studin vivoin ratti sottoposti a legatura delle vie biliarad epatectomia parziale ovvero
nell'uomo mediante lo studio di patologie in cui peesente una risposta proliferativa dei
colangiociti al danno.

L’epidermal growth factor (EGF), I'hepatocyte grdmtactor (HGF), l'insulin-like growth
factor 1 (IGF1), l'interlukina-6 (IL-6), I'interlukna-1a e il tumor necrosis factax (TNF-a) sono
capaci di stimolaren vitro la proliferazione di colangiociti e di linee cd#iu di colangiociti (Joplin
R et al 1992; Matsumoto K et al 1994; Alvaro e2@0D5).

Nel modello del ratto BDL, la proliferazione “ti@t dei colangiociti € associata con
'aumento dell'espressione di EGF, IGF-1, IL-6 eFG(Liu Z et al 1998; Napoli J et al 1997). |
dati provenienti da altri modelli sperimentali quapatectomia parziale o la somministrazione di
tetracloruro di carbonio, sottolineano il ruolo aliri fattori di crescita quali 'HGF e il TGF-
a(Michalopoulos GK 1990; LeSage GD et al 1999)

Piu difficile risulta essere la comprensione deidimeni che sottendono alla proliferazione
colangiocitaria nelluomo dove nei quadri patologihe possono essere studiati va valutato il
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delicato ruolo dell'interazione tra colangiocitielitle inflammatorie e cellule stromali epatiche.
L’attivazione di macrofagi e cellule di Kupffer @emina il rilascio di una serie di mediatori
dell'inflammazione quali TGk, TNF-a, IL-1qa, IL-6, TGF{3 (Desmet et al 1995). | colangiociti
non solo possiedono recettori specifici per talda®ri ma, in risposta, sono in grado di produrre
IL-6, mettendo in atto un loop che attraverso mestai paracrini ed autocrini amplifica la risposta
proliferativa (Matsumoto K et al 1994; Paradis Kak1995). Inoltre, i colangiociti possono
produrre TGH3 che, da un lato, & capace di inibire la prolifarae colangiocitaria e, dall’altro, di
attivare le cellule stellate epatiche (HSC) nelladoizione di matrice extracellulare (Paradis Klet a
1995; Morland CM et al 1996).

Neuropeptidi/ormoni

L’attivita e la proliferazione dei colangiociti 30 regolate dal sistema nervoso vegetativo,
parasimpatico ed ortosimpatico, in modo coordind#di cellule infatti esprimono il recettore per
I'acetilcolina che e responsabile del controllo geocessi di secrezione. Il sistema nervoso
parasimpatico gioca inoltre un importante ruolo mejolare la proliferazione cellulare come
mostrato nel ratto BDL dopo vagotomia. In questodell® sono presenti una riduzione delle
cellule in proliferazione ed un aumento di quelleapoptosi; tale effetto sembra essere legato alla
regolazione dell’attivita dell’adenilato ciclasicenseguentemente dei livelli intracellulari di cAMP
che ha un ruolo fondamentale nel sostenere laf@ratione e prevenire I'apoptosi (Le Sage G et al
1999; Yang L et al 1993). | livelli intracelluladi cAMP sono inoltre sotto il controllo dalla
somatostatina, i cui recettori SSTR2 sono presextcolangiociti murini ed umani; nel ratto BDL,
la somatostatina agisce come inibitore della peadifione colangiocitaria mediante l'inibizione
dell'adenilato ciclasi (Tietz P et al 1995; Tan €Kal 1995).

Nel ratto sottoposto ad epatectomia parziale, teservazione dell'innervazione simpatica e
un requisito fondamentale per la rigenerazioneagtaria e colangiocitaria; i colangiociti del @tt
esprimono sia recettori adrenergici sia dopamimergicio sottolinea il ruolo anche del sistema
ortosimpatico nel regolare le funzioni e la prai#®one delle cellule dei dotti biliari (lwai M at
1992; Glaser S et al 1999).

Gli estrogeni rappresentano un ulteriore ed impdetastimolo alla proliferazione dei
colangiociti. Le cellule dei dotti biliari possomsprimere entrambi i due recettori per gli estrogen
(ER-0 ed ERB) a differenza degli epatociti che esprimono sboloecettore ERx (Alvaro et al
2000a). In vitro, il 173 estradiolo e in grado di stimolare e sostenergridiferazione dei
colangiociti. Nel ratto BDL, 'aumento della madsidiare € legato ad alti livelli di estradiolo nel
siero ed e correlato ad un aumento dell’espressieneecettori per gli estrogeni nei colangiodai;
somministrazione di antagonisti degli estrogeni re grado di bloccare la proliferazione
colangiocitaria tipicamente presente nel ratto Bfoh il contemporaneo aumento dei fenomeni di
apoptosi dei colangiociti proliferanti (Alvaro dt2002a, 2002b, 2002c, 2006).

Nelluomo, il ruolo di questi ormoni & sicuramem&olto importante nel quadro delle
malattie delle vie biliari, in particolare nellelangiopatie. Tali malattie sono sicuramente legéhte
profilo degli ormoni sessuali presentandosi pilgfientemente nel sesso femminile e tendendo a
manifestarsi clinicamente nel periodo peri-menopkusinoltre, nelle colangiopatie ma non nel
fegato umano normale, i colangiociti esprimonodetéori per gli estrogeni. In particolare, nella
cirrosi biliare primitiva, viene soprattutto esmesl recettore beta (ER); la ridotta espressione
dellER-a e la sua scompara nello stadio terminale di tatelpgia (in cui € presente una marcata
duttopenia) sottolinea come una riduzione dell'agiaegli estrogeni possa favorire I'evoluzione
verso la fase duttopenica (Alvaro et al 2004, 200¢ernizzi P et al 2004).

Sali biliari



| sali biliari sono capaci di influenzare la prelidzione dei dotti biliari. Infatti nel ratto BDL
I colangiociti risultano molto sensibili alle vaziani della composizione del pool dei sali biliari.
Anche in vitro, il litocolato ed il taurocolato sonn grado di stimolare la proliferazione dei
colangiociti. Gli effetti dei principali sali bilrasono riportati nellalabella 1(Alpini G et al 1997a
e b; Baiocchi L et al 1999).

Apoptosi e colangiociti

L’apoptosi rappresenta un meccanismo chiave peaiitenimento dell’omeostasi tissutale.
Nelle vie biliari intraepatiche normali umane, iimero e la distribuzione dei colangiociti in
apoptosi e l'espressione delle proteine del pathwaiocondriale dell’apoptosi sono molto
variabili: infatti, maggiore e il diametro del dotbiliare intraepatico e maggiore € il numero di
cellule in apoptosi; cio sottolinea la different@atica cellulare dei colangiociti a seconda della
posizione anatomica all'interno delle vie biliari.

Nel fegato normale umano I'espressione delle pmetedel pathway mitocondriale
dell'apoptosi varia nelle diverse porzioni dell'atb biliare (vediFigura 3): le cellule dei piccoli
dotti interlobulari esprimono diffusamente le progeanti-apoptotiche Bgl Bcl-X; e mcl-1 che, di
contro, sono solo raramente espresse nelle celailgrandi dotti biliari e dei dotti biliari settala
proteina pro-apoptotica Bax risulta invece esprafifasamente lungo tutto I'albero biliare. |
rapporto (balance) tra I'espressione di Bax e dy Badiverso nei grandi dotti biliari se paragonato
ai piccoli dotti interlobulari; infatti i grandi db biliari, a differenza dei dotti biliari piu paoli,
hanno un balance tra proteine anti- gB@ pro- (Bax) apoptotiche a favore di quest'ultinio
potrebbe spiegare la differente distribuzione dehero dei colangiociti in apoptosi lungo le vie
biliari e la loro prevalenza nei dotti di diameimaggiore (Harada K et al 2000).
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Figura 3. Distribuzione delle proteine pro- ed anti-apoptbticdel pathway mitocondriale dell'apoptosi nelleatse
parti delle vie biliari intraepatiche (da Iwata at 2000).

In seguito a rimozione dell'ostruzione nel ratto IBDIil ritorno ad una normale massa
biliare & legato a fenomeni di apoptosi dell’albéiiare iperplastico (Bhathal PS et al 1985). Le
variazioni della massa biliare nei vari modelli @itto BDL sono correlate all’espressione di
proteine dell’apoptosi quali Belanti-apoptotica) e Bax (pro-apoptotica) (Chaddt et al 1994;
Stahelin BJ et al 1996). L’apoptosi puo esseretiadda numerosi fattori quali la deprivazione di
fattori di crescita, processi immuno-mediati, agemfettivi e sostanza tossiche (Alvaro D et al
2000b). 1l ruolo dell’apoptosi nei colangiociti ella patofisiologia di queste cellule € ad oggi di
grande interesse scientifico. Nella patologia umananolto importate il ruolo della morte
programmata nella patogenesi e nella progressielte ecblangiopatie ed in particolare nella cirrosi
biliare primitiva in cui I'evoluzione verso la fastuttopenica e legata al balance tra fenomeni
proliferativi e fenomeni apoptotici con la prevatardi quest’ultimi (Kuroki T et al 1996; Alvaro D
et al 2004).

La Cirrosi Biliare Primitiva (CBP)

La cirrosi biliare primitiva (CBP) € una patologial fegato di tipo autoimmune lentamente
progressiva che colpisce soprattutto le donne. iHpicco di incidenza verso i 50 anni di eta ed e
estremamente rara in persone con eta minore dindh #tologicamente € caratterizzata da
inflammazione portale e distruzione immuno-meddeadotti biliari intraepatici. Tali alterazioni si
presentano con un grado di severita e con una iteeldc progressione differente da paziente a
paziente. L'evoluzione della patologia comportgtagressiva perdita dei dotti biliari intraepatici
con la successiva riduzione della secrezione bikata mancata eliminazione di sostanze tossiche
dal fegato responsabili di un ulteriore danno epatia cronicita del processo patologico determina
progressivamente fibrosi e conseguente cirrosiiegpabn I'evoluzione finale verso l'insufficienza
epatica (Kaplan MM, Gershwin ME 2005).
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La CBP €& caratterizzata dalla presenza di autcaapt contro antigeni mitocondriali
(AMA); tali anticorpi sono presenti nel 90-95% getizienti e spesso sono dosabili nel sangue gia
diversi anni prima della comparsa della sintoma@alelinica (Kaplan MM, Gershwin ME 2005).

La cirrosi biliare primitiva presenta una prevalarche varia da 40 a 400 affetti per milione
di abitanti a seconda dell’area geografica e ssgmta molto frequentemente in Nord Europa. Tale
patologia € piu comune tra i familiari di primo doae dall'l% al 6% dei malati ha almeno un
parente affetto. Il rapporto donne/uomini € di 161& la storia clinica della malattia non differisce
nei due sessi (Howel D et al 2000; Bittencourt Parias AQ 2004).

Caratteristiche istopatologiche

La cirrosi biliare primitiva € suddivisa in quattsiadi non sempre nettamente distinti.
Solitamente le lesioni epatiche non sono unifornmmelistribuite nell'intero fegato, pertanto in
una biopsia possono essere contemporaneamentatpogs®ri istologici imputabili a tutti gli stadi
(Kaplan MM, Gershwin ME 2005, Ludwig J et al 1978nza G 1985).

Nel | stadio (stadio colangitico), le alterazioni interessarmprattutto i dotti biliari
interlobulari che appaiono circondati da manicditilinfociti e plasmacellule; inoltre I'epitelio
biliare si presenta danneggiato. Gli spazi portalinvolti sono allargati e infiltrati da cellule
inflammatorie, in particolare da istiociti, da pieacellule e da linfociti spesso aggregati in fallic
provvisti di centro germinativo. Non € rara la mm@za di granulomi epitelioidei all'interno dei
suddescritti follicoli linfatici. Gli epatociti rigitano scarsamente interessati dal processo ineatto
mancano i segni di colestasi (Kaplan MM, Gershwii 005, Ludwig J et al 1978, Lanza G
1985).

Nel Il stadio (stadio della proliferazione dottulare), ha inifacsclerosi delle pareti dei dotti
biliari interlobulari; si osserva inoltre una ridmga e caratteristica, seppure inefficace,
proliferazione dei dotti biliari che si trovano wati all'interno di un tessuto connettivo
flogisticamente infiltrato; i limiti tra gli spazportali ed il resto del parenchima epatico sono
perlopiu netti seppure puo notarsi una modestaosedella lamina limitante (piecemeal necrosis)
degli epatociti periportali; in questo stadio sanoltre evidenti i segni di colestasi intralobulare
(Kaplan MM, Gershwin ME 2005, Ludwig J et al 1978nza G 1985).

Il 11l stadio (stadio della fibrosi o precirrotico) & carattedin dalla riduzione della flogosi
periportale e periduttale e dalla progressiva cosgdi fibrosi inter- e perilobulare con l'iniziale
formazione di setti senza peraltro rigeneraziongutare; la progressiva distruzione ed ostruzione
dei dotti interlobulari &€ responsabile della grawdella colestasi che € maggiormente evidente nelle
zone periportali piuttosto che pericentrali deldtabepatico.

Il 1V stadio(stadio cirrotico) € il solo stadio in cui il temme cirrosi biliare e giustificato; di
fatto i tre precedenti stadi potrebbero essere imégtlicati con il termine di ¢olangite cronica
distruttiva non suppurativa Tale stadio e istologicamente caratterizzatolad@rogressione e
dall'aggravarsi della fibrosi con la comparsa didmeni rigenerativi epatocellulari sotto forma di
noduli inizialmente fini, quindi discretamente volinosi; tali noduli conferiscono all’'organo un
aspetto simil cirrotico o francamente cirrotico (r@scopicamente simile alla cirrosi post-
epatitica). Inoltre, caratteristica fondamentalegdiesto stadio € lauttopeniache si presenta
particolarmente marcata con una drastica riduziommerica dei dotti biliari interlobulari; tale
aspetto, riscontrabile anche nel Il stadio, risudssere I'elemento piu importante per porre una
diagnosi retrospettiva di cirrosi biliare primiti(Besmet V et al 1995, 1998a, 1998b; Alvaro et al
2004, Lanza G 1985).

Caratteristiche cliniche, storia naturale e progmnos
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Ad oggi, la cirrosi biliare primitiva viene diagriasata piu precocemente nella sua
evoluzione clinica rispetto al passato con circ&(t60% dei pazienti che sono asintomatici al
momento della diagnosi (Pares A, Rodes J 2003¢c®ehal 2004).

La diagnosi viene posta sulla base di tre critatngypali: la presenza di anticorpi
antimitocondrio (AMA) dosabili nel siero, 'aumenttegli enzimi epatici (soprattutto la fosfatasi
alcalina) per piu di sei mesi e la presenza di guatbpatologici compatibili con la patologia. La
presenza di due criteri su tre consente di porie diagnosi di probabilita di malattia, mentre e
necessaria la contemporanea presenza dei tra peteporre una diagnosi di certezza. La biopsia
epatica, ritenuta superflua da alcuni patologippte altresi di stadiare la patologia e di avere u
punto di riferimento iniziale per la valutazioneldeisposta terapeutica al trattamento. Circa-il 5
10% degli affetti non presenta anticorpi antimitadoo nel siero; tuttavia tali pazienti non
mostrano una progessione di malattia dissimilepdaienti con anticorpi nel siero (Kaplan MM,
Gershwin ME 2005).

| principali sintomi all’esordio comprendono asteei prurito (Bergasa NV 2003): I'astenia,
presente nel 78% dei pazienti, puo essere una targercausa di disabilita e la sua gravita non e
dipendente dal grado di severita del danno epétiligiewicz P, Heathcote EJ 2004; Forton DM et
al 2004); il prurito, che colpisce dal 20 al 70% pazienti, puo essere locale o diffuso, e di eolit
piu intenso di notte e viene esacerbato dal cantath la lana o dal calore. Tale sintomo di solito
precede I'insorgenza di ittero di mesi oppure dmalwalkar JA et al 2003; Prince M 2002).

Altri segni clinici comuni comprendono iperlipideai ipotiroidismo, osteopenia e puo
esserci la concomitanza di altre patologia autoimniindrome di Sjogren, sclerodermia). Inoltre
'esame obiettivo pu0d mostrare la presenza di spidei, iperpigmentazione cutanea, epatomegalia,
splenomegalia (rara all'esordio dei sintomi) erdtehe compare pero tardivamente (Watt FE et al
2004; Kaplan MM, Gershwin ME 2005).

Nel corso di mesi o anni, il prurito, littero eigerpigmentazione cutanea peggiorano
lentamente fino alla comparsa di segni di insu#fizia epatica e ascite dovuta all’ipertensione
portale. 1l decorso e la progressione della CBRteemamente variabile tanto che alcuni pazienti
asintomatici possono non avere segni di progressi@n una decade o piu, mentre altri muoiono
per insufficienza epatica nell'arco di 5-10 annpdo primi segni di malattia (Harrison 2002).

La possibilitd di una diagnosi precoce e di un eguognte intervento terapeutico ha
migliorato recentemente la prognosi di questi paizieLa terapia si avvale principalmente
dell’acido ursodesossicolico (ursodiolo) che, selmoalcune casistiche, determina una risposta nel
25-30% dei soggetti trattati, con normalizzazidegli enzimi epatici o miglioramento del quadro
istologico epatico (Leuschner M et al 2000). L'wd&do perd non € in grado di arrestare la
progressione della CBP e pertanto l'unica curacat e il trapianto di fegato. | risultati del
trapianto sono di solito eccellenti e la sopravezee € superiore a quella dei pazienti sottoposti a
trapianto per altri tipi di malattia epatica tera@ La recidiva di CBP dopo il trapianto colpisce
numero limitato di pazienti seppure la maggior @ali soggetti rimanga positiva per gli anticorpi
anti-mitocondrio dopo il trapianto; di solito lacidiva dopo trapianto si presenta lentamente
progressiva (Harrison 2002).

Patogenesi: autoimmunita e ruolo dell’'apoptosi

Il target principale degli anticorpi anti-mitocaiml € rappresentato dalla subunita E2 del
complesso della piruvato deidrogenasi (PDC-E2).e Tabmplesso € situato nella matrice
mitocondriale e catalizza reazioni di carbossilagi@ssidativa di acidi chetonici. La CBP sembra
essere 'unica patologia in cui compaiono linfo@ite B che reagiscono verso la PDC-E2. Seppure i
meccanismi della distruzione dei dotti biliari ringpno enigmatici, € chiara la presenza di
un’intensa risposta autoimmunitaria diretta versmlangiociti dei dotti biliari interlobulari che e
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comprovata dalla specificita del danno colangieittadall’infiltrazione linfocitaria dello spazio
portale e dalla presenza di antigeni del Compl&saggiore di Istocompatibilita di Classe Il sulla
membrana citoplasmatica dei colangiociti. La didtbne delle cellule dei dotti biliari € mediata
quindi da cellule T autoreattive che infiltranopérenchima epatico e agiscono principalmente
causando la morte cellulare per apoptosi (Harada2001; Tinmouth et al 2002; Kita H et al 2002;
Gershwin ME et al 2000). | colangiociti che sopligeno vanno incontro a proliferazione nel
tentativo di rimpiazzare le cellule danneggiatevékb D et al 2004; Kaplan MM and Gershwin ME
2005). Ne risulta che la progressione della cirbilsare primitiva € caratterizzata dal rapporta tr
due fenomeni: l'apoptosi dei colangiociti e la [fevkzione delle cellule sopravvissute; tale
rapporto e in equilibrio nelle fasi precoci menttigenta sbilanciato a favore dell’'apoptosi negli
stadi tardivi e cio determina una netta riduzioeladmassa biliare e quindi I'evoluzione verso la
faseduttopenica/Alvaro D et al 2004).

Un importante patwhay che da inizio ai fenomeragtptosi dei colangiociti nella CBP ¢ il Fas che
interagisce con il Fas-ligando costitutivamenteresso sui linfociti T citotossici (Joplin R et al
1992). Inoltre gli autoanticorpi verso gli antigenitocondriali di tipo IgA sembra siano in grado di
promuovere l'apoptosi dei colangiociti interferendon la funzione mitocondriale (Neuberger J
2002, Matsumura S et al 2004). Inoltre grande irigmaa sembra aver il pathway mitocondriale
dell’apoptosi che, con le sue proteine pro- (Ba&k)Bed anti-apoptotiche (Bg¢lBcl-X;, mcl-1),
risulta essere implicato sia nella normale distzibne dei fenomeni apoptotici all'interno
dell’albero biliare nel fegato normale (CharlotteeF al 1994; Harada K et al 2000) sia nella
progressione della cirrosi biliare primitiva (Iwataal 2000).

SCOPI DEL PROGETTO DI RICERCA
Gli scopi del presente progetto di ricerca sonb:sta
v’ valutare I'espressione ed il ruolo di IGF1 ed IGEhei colangiociti del fegato normale ed
in corso di colestasi nel ratto;
v valutare I'espressione ed il ruolo di IGF1 ed IGRInei colangiociti del fegato umano
normale ed in corso di una patologia colestaticdayla cirrosi biliare primitiva;
definire il ruolo di IGF1 nella progressione dediarosi biliare primitiva;
valutare nei colangiociti in corso di cirrosi bria primitiva l'attivazione del pathway
intracitoplasmatico di trasduzione del segnale PABK ed il suo ruolo nella progressione
della malattia,;
v’ definire il ruolo dell'apoptosi dei colangiociti e progressione della CBP con particolare
riguardo al sistema mitocondriale dell’apoptosi;
v individuare nei colangiociti possibili correlaziotra I'attivazione del pathway dellIGF1
(IGF1, IGF1-R e pAKT) e le proteine che regolanapbptosi (Bax, Bcl2) e le eventuali
implicazioni nell’evoluzione della cirrosi biliaggrimitiva.

AN

MATERIALI E METODI
Colestasi sperimentale
In questo progetto sono stati inseriti frammentte&p provenienti da ratti Wistar di sesso maschile
suddivisi in:
= ratti normali: n=6;
= ratti BDL (legatura delle vie biliari per 2 settimane): n=6.

Colestasi umana: cirrosi biliare primitiva (CBP)
In questo progetto di ricerca sono state inclusesaininate 35 biopsie provenienti da pazienti
di sesso femminile nel periodo post-menopausa &aiaignosi di cirrosi biliare primitiva basata su
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criteri internazionalmente accettati (Kaplan MM at 2005). Le biopsie epatiche sono state
classificate e suddivise secondo la stadiazion@idwig (Ludwig J et al 1978) in:
= stadio t n=5;
= stadio Il n=9;
= stadio lll: n=11;
= stadio IV n=10.

5 biopsie su 10 provenienti dalle pazienti conosrrbiliare primitiva in stadio IV sono state
ottenute dal fegato espiantato in seguito a trapiapatico.

Come controlli, sono state incluse 5 biopsie epatiottenute da fegati normali di pazienti
sottoposti ad intervento di laparotomia.

Tutti i pazienti inclusi nello studio sono risultaiegativi ai markers per i virus dell’'epatite C
(HCV) e dell’'epatite B (HBV).

Microscopia ottica

| frammenti di parenchima epatico, immediatamertpodil prelievo, sono stati fissati per
immersione in formalina tamponata al 10% per 24énaperatura ambiente. Successivamente sono
stati sottoposti alle routinarie procedure per cusione in paraffina che prevedono la
disidratazione del frammento in etanolo a concerdr crescenti, la diafanizzazione in xilolo e la
successiva inclusione in paraffina a basso puntéusione (56°C). Utilizzando un microtomo
Pabisch Top Automat S-14bno state effettuate sezioni dello spessore dip®4che, dopo
sparaffinatura in xilolo e disidratazione in alcaliconcentrazioni decrescenti, sono state colorate
conEmatossilina-Eosingsomorie con le colorazioni tricromich&zan-Mallorye Masson

Immunoistochimica

La colorazione immunoistochimica e stata effettusdaondo la procedura gia descritta in
precedenti lavori (Gaudio E et al 2006a; Gaudid & @006b; Carpino G et al 2005).

| frammenti di parenchima epatico sono stati fissatormalina tamponata al 10% per 2 ore
a temperatura ambiente e, previa disidratazion@fardzzazione, sono stati inclusi in paraffina a
basso punto di fusione (56°C).

Sono state quindi effettuate sezioni duf che sono state successivamente raccolte su
vetrini portaoggetti precedenetemente trattati kgpolilisina allo 0,1%. Dopo la sparaffinatura in
xilolo e disidratazione in alcoli a concentraziatecrescenti, le sezioni sono state trattate con
perossido di idrogeno al 3% in metanolo per 20 maluine di bloccare l'attivita della perossidasi
endogena.

Dopo 10 min. in acqua corrente le sezioni son@dtatate per 3 volte di 5 min. ciascuna in
phosphate-buffered saline (PBS). Quindi e statetteffito il blocco dell'attivita della avidina-
biotina mediante DAKO Biotin Blocking System.

Le sezioni sono state quindi incubate overnight & 4on i seguenti anticorpi primari:
= Citocheratina 19CK-19 Dako; diluizione 1: 100.
= PCNA (Proliferating Cellular Nuclear Antigen): Dako, P@ mouse monoclonal; diluizione

1:100;
» |GF1: Santa Cruz Inc., sc-7144, CA, USA, goat polyclpdéuizione 1:100;
» |GF1-R Santa Cruz Inc., sc-9038, CA, USA, rabbit polyell diluizione 1:80;
= pAKT: Santa Cruz Inc., sc-16646-R, CA, USA, rabbit ptagal; diluizione 1:100;
= Bax Santa Cruz Inc., sc-7480, CA, USA, mouse monat|ahluizione 1:200;
= Bcly: Santa Cruz Inc., sc-7382, CA, USA, mouse monat|atiluizione 1:100.

Dopo tre lavaggi di 5 min. ciascuno in PBS le sezgbno state incubate per 20 min. con

'anticorpo secondario appropriato a temperaturdiame: biotinylated anti-rabbit, anti-mouse,
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anti-goat immunoglobulins in PBS (DAKO). Quindi dopltri tre successivi lavaggi in PBS e stato
aggiunto il complesso streptavidina-HRP (DAKO: $tawidine conjugated to horseradish
peroxidase in PBS) per 20 min. Infine, per viszare I'avvenuta reazione é stato utilizzato 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) in tampone imidazolo-HCI (pHS5) contenente ¥, controllando lo
sviluppo al microscopio. Infine dopo lavaggio imjaa corrente per 10 min. le sezioni sono state
contrastate con Ematossilina di Mayer per 40 segpoDil viraggio in acqua corrente e
disidratazione in alcool crescenti sono state nterdan Eukitt.

Per la determinazione delle cellule in apoptogaésutilizzato il metodo TUNELtérminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated triphospleai#-labeling ApopTag Kit, Oncor, USA).

| controlli negativi, effettuati con I'applicaziondgell’adeguato siero non immune al posto
dell'anticorpo primario, hanno uniformemente dinmati assenza di reazione.

L’analisi immunoistichimica é stata effettuata simeno 5 spazi portali per ciascun
preparato e sono stati valutati solamente i dalitirbinterlobulari (con diametro < di 100 pm).
L’avvenuta immunoreazione € stata espressa comeergagale di colangiociti positivi per
'antigene specifico. Tale percentuale e statanatee dal rapporto tra il numero di colangiociti
positivi all’anticorpo ed il numero dei colangiddibtali. La misurazione e stata effettuata in dopp
cieco (GC-AF) come in precedenti lavori (Alvaro Dat 2002). Le immagini sono state ottenute
mediante un microscopio ottico Leica DM 4500B cdate di videocamera (ProgRes C10 plus).

Massa biliare (Bile Duct Mass - BDM)

La massa biliare e I'evoluzione della duttopeniacsastate valutate mediante analisi
morfometrica effettuata su sezioni per la microszagitica (Alvaro D et al 2004). Le immagini
sono state acquisite mediante un microscopio otteioa DM 4500B corrredato di videocamera
(ProgRes C10 plus) e di un software per l'acquisiei ed elaborazione di immagini (Image
Analysis System IAS, Delta-Sistemi, Roma, Italy)e immagini, visualizzate su un monitor,
possono essere modificate da un operatore peramagh la definizione del parenchima, delle
strutture vascolari e dei dotti biliari. E inoltpssibile escludere i campi troppo danneggiati per
essere analizzati.

Quindi, una volta che 'immagine digitalizzata atatacquisita, i dotti biliari interlobulari
vengono selezionati e ne viene automaticamentelesdcl’area occupata.

Infine, la massa biliare viene calcolata come apata dai dotti biliari intralobulari/area
totale X 100.

Esami di Laboratorio

| test di funzionalita epatica e i marker per HCVHBV sono stati ottenuti mediante
routinarie metodiche di laboratorio. Gli anticoranti-mitocondrio (AMA) sono stati valutati
mediante metodiche di immunoflorescenza indirettamediante ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) come descritto in precedentri (Alvaro D et al 2004; Moteki S et al
1996).

Analisi statistica

| dati sono stati espressi come media + standamal €6E). L’analisi statistica e stata
effettuata mediante il Mann-Whitney test ed il dmeEnte di correlazione di Sperman. Un p-value
< 0.05 é stato considerato statisticamente sigtifio.

RISULTATI
Colestasi sperimentale
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Nel fegato di ratto normale meno dell’1% dei cgii@aciti mostra una ridotta positivita per
IGF1 ed IGF1-R. Dopo due settimane di legaturaedak biliari (ratto BDL), la maggior parte dei
colangiociti in proliferazione mostra un’intensgesssione di IGF1 e recettore che risulta essere
piu spiccata a livello del polo apicale della cilluNel fegato del ratto BDL anche gli epatociti
presentano positivita per IGF1 ed IGF1-R.

CBP: caratteristiche dei pazienti

Le caratteristiche dei pazienti con cirrosi bilimamitiva e dei pazienti normali di controllo
sono riportate nelldabella 2 Non vi sono differenze significative in termini eta tra i pazienti
affetti da CBP (in differenti stadi) ed il gruppoabntrollo.

PazientiN CBP Stadio CBP Stadio CBP Stadio CBP Stadio

ormali | (n=5) Il 1] IV (n=8)
(n=5) (n=9) (n=10)

Eta 57 +3 59 + 3 60 + 3 62 +2 58 +3
Fosfatasi 165+11 310+26 306+1& 510 +4&* 480 + 39+
alcalina

(U/L)
Bilirubina 0.6 £ 0.1 0.8+0.1 0.7+0.1 1.2+62 1.8+04*
(mg/dl)

Tabella 2. Caratteristiche dei pazienti | dati sono espressine Media + Errore Standard (SE). | valori normdklla
fosfatasi alcalina sono: 98-270 U/L. &= p<0.05 vermali; *= p<0.05 vs CBP stadio | and II.

CBP: massa biliare (bile duct mass)

La massa biliare e la progressione verso la fagopmhknica sono state valutate misurando il
rapporto tra I'area occupata dai dotti biliari mddulari e I'area dell'intero parenchima nei diser
stadi della CBPTabella 3. La massa biliare raggiunge il valore minimo hektadio in cui risulta
significativamente minore rispetto agli altri stg@<0.01). La massa biliare nel Ill stadio e
significativamente ridotta rispetto al | ed al thdio mentre tra i primi due stadi di CBP non uigo
differenze significative.

Pazienti CBP CBP CBP CBP
Normali Stadio | Stadio Il Stadio Il Stadio IV
BDM 0.20+0.08 136056 197+0.76 0.72+0.21* 290t 0.03&

Tabella 3. Bile Duct Mass (% volume + SE). | dati sono espresse Media + Errore Standard (SE). &= p<0.01 vs
stadio |, Il e lll; *= p<0.01 vs stadio | and II.

CBP: espressione di IGF1, IGF1-R e pAKT

L’analisi immunoistochimica é stata condotta suitidoiliari interlobulari (diametro = 20-
100 um) sia nei pazienti con CBP in diversi stadi sid fegato normale senza significative
differenze nel diametro dei dotti biliari analizizat

L’espressione di IGF1, IGF1-R e pAKT nei diversadit di CBP e nel fegato umano
normale é riassunta nellabella 4ed i dati sono riportati come media (+ SE) dekacgntuale di
colangiociti positivi all’antigene analizzato.
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Pazienti CBP CBP CBP CBP
Normali Stadio | Stadio Il Stadio Il Stadio IV
(n=5) (n=5) (n=9) (n=10) (n=8)

IGF1 <1 63.91+2.45 74.91+1.85*  75.45+1.64* 91.64+2.21

IGF1- <1 35.28+2.27  38.51+1.49 39.55+2.15 75.8944.72
R

PAKT <1 28.25+3.63  27.75+4.61 30.5+£3.48 68.01+5.65

Tabella 4. Espressione immunoistochimica (% dei colangioatali) di IGF1, IGF1-R, pAKT nei colangiociti in
pazienti con CBP e in controlli normali. | dati iledno la percentuale dei colangiociti positivi ensoespressi come
media * Errore Standard (SE) . *= p<0.02 vs CBPdital; £= p<0.01 vs gli altri stadi di CBP.

In particolare, lo studio immunoistochimico ha vééo come meno dell’1% dei colangiociti
presenti in un fegato normale esprimono IGF1 exlid recettoreHigura 4). Di contro la maggior
parte dei colangiociti dei pazienti affetti da oBr biliare primitiva risultano positivi per IGFde
IGF1-R (igura 5 con una localizzazione prevalentemente citopléisena tale espressione é
massima nel 1V stadio della patologkdura 6).

Yo, Y A . _'...-I _ T % -,k'F::-._ r . o Ml o )
Figura 4. Fegato umano normale: colorazione immunoistochanper IGF1 (A) ed IGF1-R (B). | colangiociti sono
praticamente negativi sia alllGF1 sia all'lGF1-Rfrécce). Di contro, gli epatociti che sono respdriBadella
produzione di IGF1 circolante si mostrano diffusanteepositivi ad IGF1. O.M. 20x.

18



_"I V] &G [ P r 3 '..- - :-"-:‘ e '-": r " 3 ‘:-.-:E'-

e . i dknarie (S . ol .:u’k': et
Figura 5. Cirrosi biliare pri munoistbanica per IGF1 (A) ed IGF1-R (B) nel fegato affetta
cirrosi biliare primitiva in 11l stadio. | colangioiti risultano essere fortemente positivi per IGEYecettore (frecce).

O.M. 20x.

RN "-1; R L i - ¢
Figura 6. Cirrosi biliare primitiva: colorazione immunoistbanica per IGF1 (A) e IGF1-R (B) nel fegato affetta
cirrosi biliare primitiva in IV stadio. | colangidt risultano essere fortemente positivi per IGHL IESF1-R (frecce).
O.M. 20x.

19



In particolare, dalla comparazione dell’'espressimm@unoistochimica diGF1 nei diversi
stadi di CBP Grafico 1), emerge come la percentuale dei colangiociti tpsiaumenti
significativamente passando dallo stadio | (64%adangiociti) agli stadi II-11l (circa il 75%: p<
0.02 vs stadio ITabella 4 e come sia massima nello stadio IV dove circ@#o dei colangiociti
sono positivi per IGF1 (p<0.01 vs stadio |, Il £ Mabella 4.

p<0,01 vs CBP
100 stadio I-11 -Ill
—
LL
0 80 o
@
(=}
260 T
7]
o
o
= 40
(8]
2
g
« 20
o
o
S0
Normali CBP CBP CBP CBP
stadio | stadio Il stadio Ill  stadio IV

Grafico 1. Percentuale di colangiociti positivi per IGF1 nedgato normale e nei vari stadi della cirrosi bilear
primitiva

L’espressione immunoistochimical@F1-R (Grafico 2 aumenta, passando dagli stadi I-1lI
in cui in circa il 35-40% dei colangiociti € positi allo stadio IV dove piu del 75% delle cellule
che rivestono i dotti biliari esprimono tale antiggp<0.01 vs stadi |, 1l e lIlfabella 4.

10 P <0,01 vs CBP
o stadio I-11-111
—

L 8 |

O

g6 .

=

8 4 .
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(@)]
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5 01 T ‘

g Normali  CBP CBP CBP CBP
© stadiol stadio Il stadio lll stadio IV

Grafico 2. Percentuale di colangiociti positivi per IGF-R Infegato normale e nei vari stadi della cirrosi ibile
primitiva

Per lo studio del pathway intracitoplasmatico dsttuzione del segnale attivato da IGF1 &
stata valutata immunoistochimicamente I'espresstei forma fosforilata di AKT (pAKT); tale
analisi Grafico 3 ha mostrato che meno dell'l% dei colangiociti feglato normale di controllo
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esprime pAKT FEigura 7). Nella cirrosi biliare primitivaEigura 7), circa il 30% dei colangiociti

negli stadi I, Il, lll esprime pAKT e circa il 70%el IV stadio (p< 0.01 vs stadi |, Il e |
4).
CBP stadio I-1I-11l
80
(] T
<
5 60
;g 50
g 40
g 20
;\E 10 T
0
CBP CBP CBP CBP
Normali stadio | stadio Il stadio Il stadio IV

[Tabella

Grafico 3. Percentuale di colangiociti positivi per pAKT nielgato normale e nei vari stadi della cirrosi bile

primitiva

Considerando nel complesso tutti gli stadi dellaosi biliare primitiva, la percentuale dei
colangiociti positivi per pAKT risulta direttamenteorrelata con quella dei colangiociti che
esprimono GF1 (r=0.72, p< 0.03rafico 4 o IGF1-R (r= 0.76, p< 0.0Zrafico 4.
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Grafico 4. Correlazione tra espressione di pAKT, IGF1 e IGFaeRpazienti con cirrosi biliare primitiva
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Figura 7. Colorazione immunoistochimica per pAKT. Nel fegattano normale (A), i colangiociti (freccia) risaifto
essere negativi per pAKT. Di contro, nella CBPglanigiociti esprimono marcatamente pAKT (frecceM20x

CBP: apoptosi e correlazione con il pathway dell'l&1

In una seconda fase del progetto abbiamo analizzgpressione immunoistochimica di
Bax e Bcp (Figura 8) ed il loro balance. Tali proteine sdoadamentali nella regolazione della
cascata apoptotica (Willis et al. 2003). Abbiamoltie analizzato la percentuale delle cellule in

apoptosi mediante TUNEL. | dati ottenuti sono niegsnellaTabella 5

Pazienti CBP CBP CBP
Normali Stadio | Stadio |l Stadio Il Stadio IV
(n=5) (n=5) (n=9) (n=10)
TUNEL <1 3.80+0.29 19.60+0.93* 24.01+1.50* 7.80+0.56

Bax 53.543,42 89.25+0.85 89.75+1.4§ 92.09+1.2% 80.81+1.3%f

Bcl, 32.75+2,8 37.05+1.99 38.82+1.88 21.77+ff8257.95+1.45"

Bax/Bch 1.64+0,08 2.42+0.1%2 2.32+0.12  4.6+0.4%

1.41+0.04%

Tabella 5. Espressione immunoistochimica (% dei colangidoithli) di TUNEL, Bax Bcj e Bax/Bc} nei colangiociti
in pazienti con CBP e in controlli normali. | datdicano la percentuale dei colangiociti positivi@o espressi come
media + Errore Standard (SE). *= p<0.02 vs CBPistgdE= p<0.01 vs gli altri stadio di CBP; &= p<h vs hormali.
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Nel fegato normale, circa il 33% dei colangiocigi dlotti biliari interlobulari risultano
positivi per la proteina anti-apoptotica Bd tale positivita risulta modicamente aumentatgline
stadi | (37%) e Il (39%) della cirrosi biliare pritiwa. Di contro nel lll stadio di CBP, I'espresa®
di Bclyrisulta significativamente ridotta (22%, p< 0.05nggmali e CBP stadio | e Il); infine nel IV
stadio, la proteina Bgé marcatamente espressa coinvolgendo circa il E%othngiociti (p< 0.01
vs normali e altri stadi di CBP). Un andamentoatihte & stato osservato nell’espressione della
proteina pro-apoptotica Bax che e presente nel 88Pcolangiociti nel fegato normale, nel 90%
circa negli stadi 1,1l e Ill della cirrosi biliarprimitiva (p< 0.01 vs normali) e nell’'81% nella éas
terminale (IV stadio) di CBP (p< 0.05 vs CBP stallith e 111).

Il rapporto tra Bax/Bel (balance) e stato considerato come un’espressiehbalance tra
proteine pro- ed anti-apoptotiche nella cellular@gdia K et al 2000) ed infatti, considerando tutti i
pazienti affetti da CBP indipendentemente dallalistatale rapporto risulta direttamente correlato
al TUNEL (r = 0.78, p< 0.01Grafico 5.
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Grafico 5. Correlazione tra Tunel e Bax/ Belei pazienti con cirrosi biliare primitiva

Il rapporto Bax/Bgl (Grafico 6§ aumenta da un valore di 1.64 nei colangiocitimalr fino a
2.42/2.32 rispettivamente nel | e Il stadio di asir biliare primitiva (p<0.01 vs normali) per
raggiungere il suo valore massimo nel Il stadi€@&P (4.6; p< 0.01 vs normali e CBP stadio I-11)
dove I'apoptosi € massima (24% dei colangiociticspasitivi al TUNEL). Nel IV stadio di CBP, di
contro, il rapporto Bax/Bglsi riduce a 1.41 (p< 0.01 vs CBP stadio |, Il ¢ & ci0 coincide con
una marcata riduzione della percentuale dei cotetgin apoptosi (7.8% dei colangiociti TUNEL
positivi).

Considerando solamente gli stadi duttopenici dgl@si biliare primitiva (stadio 1l e V),
'espressione di IGF1, IGF1-R e pAKT nei colangibosulta essere direttamente correlata con la
proteina anti-apoptotica Bc{r= 0.87, 0.86, 0.88; p< 0.01) e inversamenteeatata con la proteina
pro-apoptotica Bax (r= - 0.73, -0.76, -0.75; p<10.6 con il rapporto Bax/Bg(r= - 0.81, -0.80, -
0.82; p< 0.01).
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Grafico 6. Rapporto Bax/Bcl2 nel fegato normale di controlloes vari stadi della cirrosi biliare primitiva

L3 .

Figura 8. Immunoistochimica per Bax e Bdl dotti biliari d
esprimono Bax (A, B) e Bcl2 (C, D). O.M. 20x.

DISCUSSIONE
| principali risultati di questo progetto, voltcchiarire il ruolo dell’'lGF1 nella proliferazione
e sopravvivenza dei dotti biliari in corso di cdées sperimentale e umana, hanno messo in
evidenza che: 1) i colangiociti proliferanti nettcaBDL esprimono IGF1 ed il suo recettore (IGF1-
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R); 2) i colangiociti dei dotti biliari interlobuta nel fegato umano normale esprimono solo
raramente IGFl e IGF1-R; 3) nei pazienti affetti derosi biliare primitiva, i dotti biliari
interlobulari mostrano una diffusa positivita peomponenti del sistema dell'lGF1 (IGF1, IGF1-R
e pAKT) e tale positivita € correlata all’evoluzemlella patologia; 4) Nel 1ll e IV stadio della
cirrosi biliare primitiva, I'espressione nei colaogti del pathway dellIGF1 e direttamente
correlata con I'espressione della proteina antpéptica Bch ed € inversamente correlata con la
proteina pro-apoptotica Bax, con il rapporto Baxggccon il TUNEL.

L'IGF1 & un ormone peptidico circolante e agiscealmente come fattore di crescita con
azione endocrina, paracrina ed autocrina (Ge 20@0; Tumber et al 2000; van Golen et al 2000;
Hong et al 2001; Agnusdei et al 2005). Un numerame crescente di evidenze sperimentali ha
messo in luce che l'attivazione dellIGF1-R gioca molo chiave nei processi di sopravvivenza
cellulare e di protezione nei confronti della modellulare programmata. Tale ruolo é stato
dimostrato in differenti citotipi tra cui osteoblia§Tumber et al 2000), cellule del melanoma (Ge et
al 2000), mioblasti cardiaci (Hong et al 2001)Judel neuronali (van Golen et al 2000) e numerose
cellule epiteliali (Ahmad et al 1999). L'effetto IH&SF1 € mediato dal legame con lo specifico
recettore (IGF1-R) seppure risulta molto importahtaolo delle IGFBPs responsabili del controllo
della quantita totale di IGF1 libero di legarsiratettore (Baxter et al 2000). L’attivazione del
recettore da parte di IGF1 ne induce la stimolazidal dominio tirosin-chinasico con conseguente
fosforilazione di residui tirosinici del recettoséesso e di altre proteine associate (O'Connal. et
1997; Chen et al. 1998). Il pathway intracitoplasata di trasduzione del segnale collegato
alllGF1-R piu importante € quello mediato da PIBKT che agisce sull’apoptosi e sulla
sopravvivenza cellulare. Dopo la fosforilazione aegera di IGF1-R, IRS-1 (insulin receptor
substrate-1) si lega al dominio SH2 di PI3K detaandone I'attivazione. Il conseguente aumento
dei livelli di fosfatidil inositolo 3,4,5-trifosfat (PIP3) induce la fosforilazione di AKT che posiEe
un ruolo centrale nel prevenire la morte cellulpregrammata agendo sull’attivita di numerose
proteine coinvolte nella cascata apoptotica (Dudekt al. 1997). Target primario di pAKT sono le
proteine della superfamiglia di Bokd in particolare Bad la cui forma inattiva é locaata sulla
membrana mitocondriale dove interagendo con, Bw blocca le funzioni anti-apoptotiche
(Leverrier et al 1999; Chrysis et al 2001). Unatadbsforilata da pAKT, Bad non € piu capace di
interferire con l'azione di Bel(Heck et al 1999; Peruzzi et al 1999). pAKT deteaminoltre
'aumento dell’espressione di proteine anti-apaphba& quali Bc} e Bel-X (Leverrier et al 1999;
Chrysis et al 2001) e del fattore di trascrizion&-apoptotico NF-kB (Leverrier et al 1999); in@tr
sembra capace di ridurre I'attivita della molegmta-apoptotica p53 (Yamaguchi et al 2001) che ha
il potere di ridurre I'espressione di IGF1-R e dingentare I'espressione della proteina pro-
apoptotica Bax (Grimberg et al 2000). La rilevanizh dati che sottolineano il ruolo di IGF1 nel
favorire la sopravvivenza cellulare ha indotto aicticercatori all'utilizzo di IGF1 esogeno in
differenti patologie umane inclusa la cirrosi epat{Agnusdei et al. 2005; Conchillo et al. 2005;
Fernandez et al. 2005).

| nostri risultati mostrano che il pathway dell'lGFe attivato nei colangiociti in corso di
colestasi ed e legato alla proliferazione ed atlfgpsi di tali cellule. In particolare, questo pettg
e stato focalizzato sulla cirrosi biliare primiticde rappresenta una patologia progressiva che
evolve verso la duttopenia con la riduzione del exordei dotti biliari intraepatici (Desmet et al
1995, 1998a, 1998b; Kuroki et al 1996; Boyer 198@kanuma et al 2000; Harada et al 2001,
Tinmouth et al 2002; Alvaro et al 2004; Kaplan, (B@sng 2005). E dimostrato che la riduzione
del numero dei dotti biliari presente nelle fasdiee di CBP € legato principalmente a fenomeni di
apoptosi indotti attraverso meccanismi di autoimitdu(iKuroki et al 1996; Nakanuma et al 2000;
Harada et al 2001, Tinmouth et al 2002; Alvarol&(®4). Tale dato € confermato anche dai nostri
risultati sulla distribuzione del numero di colamgiti in apoptosi (TUNEL) nei diversi stadi della
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CBP. Un precedente lavoro (Alvaro et al 2004) hasuein evidenza come |'evoluzione della
cirrosi biliare primitiva sia legata al balance teacellule in apoptosi (TUNEL) e le cellule in
proliferazione (PCNA); in particolare, I'evoluziowerso la fase duttopenica della patologia (IlI-1V
stadio) & legata alla prevalenza della percentdaleellule in apoptosi rispetto a quelle in
proliferazione. Inoltre tale lavoro sottolinea chrentre nel Il stadio, apoptosi e proliferazione
erano marcatamente presenti nei colangiociti, Wektadio entrambi i fenomeni si riducevano
sensibilmente indicando una sorta di spegnimeni@mbeessi del danno immunomediato (Alvaro
et al 2004). Nel presente progetto abbiano focal@Z attenzione solamente sui dotti biliari
interlobulari che rappresentano I'esclusivo tardella patogenesi della cirrosi biliare primitiva
(Desmet et al 1995, 1998a, 1998b); a tal scopopdiitante sottolineare che il diametro dei dotti
biliari valutati non differiva nei diversi stadi kige patologia e nei controlli normali. Inoltre Ituslio

e stato condotto su biopsie ottenute da paziemineloin menopausa in modo da escludere
l'interferenza delle fisiologiche modificazioni déivelli sierici di estrogeni dovute al ciclo
mestruale; tale accorgimento e stato adottato peerazione esistente tra IGF1 ed estrogeni
(Kahlert et al 2000). I nostri risultati indicanteci colangiociti dei dotti interlobulari dei fegat
affetti da CBP esprimono IGF1, IGF1-R e pAKT a eiinza del fegato umano normale di
controllo. pAKT e stata analizzata per indagardl g8uU importante pathway di trasduzione del
segnale legato all'interazione tra IGF1 ed IGF1eBst effettivamente attivato. La presenza di una
correlazione diretta tra la percentuale di coladigiche esprimono IGF1/IGF1-R e quelli che
esprimono pAKT indica che in tali cellule il pathw®I3K/AKT, che controlla la sopravvivenza
cellulare all'apoptosi (Ge et al 2000; Tumber e@00; van Golen et al 2000; Hong et al 2001,
Agnusdei et al 2005), é attivato. Un dato moltangigativo € che, negli stadi duttopenici della
cirrosi biliare primitiva, piu del 70% dei colangit esprime IGF1, IGF1-R e pAKT,; tale risultato
suggerisce che, nella progressione di malatti@langiociti in cui il sistema dellIGF1 e attivato
sono favoriti nella sopravvivenza al danno immunediato.

L'importanza dell'azione del sistema delllGF1 en@ermata dai risultati ottenuti dallo
studio dell'apoptosi nei colangiociti. In particcda e stata valutata I'espressione delle protegre B
e Bch il cui rapporto (balance) é stato utilizzato iegedenti lavori come un parametro per valutare
la tendenza delle cellule ad andare in apoptosiiZ@t al 2000; Martinez-Arribas et al 2003;
Alvaro et al 2005; Harada K et al 2000). Nel nodtarvoro € stata individuata una correlazione
inversa tra I'espressione di IGF1, IGF1-R, pAKTikedhpporto Bax/Bcl che sottolinea il ruolo di
IGF1 nel sostenere la sopravvivenza cellulare.ti@ol dati ottenuti mostrano come il rapporto
Bax/Bch rappresenta un segnale della tendenza dei colangaml andare in apoptosi. A tal
proposito, nel fegato normale i nostri risultathean linea con i dati ottenuti in precedenti lavor
(Harada K et al 2000). Inoltre nella CBP, il valgni@ elevato del rapporto Bax/Ba@ presente nel
terzo stadio (4.6) dove anche il numero delle &elin apoptosi e significativamente piu alto
rispetto agli altri stadi (24% di colangiociti TUMBpositivi); di contro, il valore piu basso del
rapporto Bax/Bgl € stato individuato nel IV stadio in cui il numedelle cellule in apoptosi e
ridotto significativamente (7.8%) rispetto ai primme stadi. In molti tipi di cellule il pathway
delllGF1 modula direttamente I'espressione e iVd@i della proteina anti-apoptotica Bobd i
nostri dati indicano che anche nei colangiocitbHl possiede questa azione; infatti la percentuale
dei colangiociti che esprimono le proteine delesisd dellIGF1 é statisticamente correlata con
I'espressione di Bgl Sfortunatamente una doppia immunolocalizzaziaile groteine del pathway
dellIGF1 e dell'apoptosi mitocondriale non é stgiassibile a causa del materiale insufficiente.
Tuttavia, una valutazione istologica ha indicate @it del 90% dei colangiociti positivi per IGF1,
IGF1-R e pAKT non presenta gli aspetti morfolodipici delle cellule in apoptosi (condensazione
della cromatina, nucleo picnotico, etc.) mentre gal 90% dei colangiociti negativi per IGF1,
IGF1-R e pAKT mostra i caratteristici segni di auosp.

26



Numerosi studi sperimentali e sulluomo hanno ditvaie che esiste un sinergismo
d’azione tra estrogeni ed IGF1 nel modulare la @aogvenza e la resistenza all’'apoptosi. Tale
sinergismo € presente nelle cellule capaci di ese i recettori per gli estrogeni e coinvolge
principalmente il recettora (ERa) (Kahlert et al 2000; Cossette et al 2002; Alvaral 2005). E
stato inoltre dimostrato che nei colangiociti irzigati affetti da CBP I'espressione di ERiene
meno nel IV stadio dove pertanto il sistema deFiGrimane il pathway piu importante nel
promuovere la sopravvivenza cellulare (Alvaro 2@05).

In conclusione, il presente progetto di ricercarfesso in luce il ruolo del sistema dellIGF1
nel promuovere la sopravvivenza colangiocitariazanso di colestasi sperimentale ed umana. In
particolare ha dimostrato come l'attivazione dateati IGF1 del pathway intracitoplasmatico
PI3K/AKT sia in grado, in corso di cirrosi biliapgimitiva, di modulare I'espressione di proteine
del pathway intrinseco dell’'apoptosi garantendo slapravvivenza dei colangiociti stessi. |
colangiociti che sopravvivono negli stadi termir(dlittopenici) di tale malattia sono pertanto quell
in cui il pathway dellIGF1 é attivato e riesce imgpedire la morte cellulare programmata indotta
dal danno immunomediato.

PROSPETTIVE FUTURE

Alla luce dei risultati ottenuti dal presente prtigedi ricerca, strategie farmacologiche o
genetiche tese a sostenere il sistema dell'lGFfiepbero essere utili nel ritardare la progressione
della cirrosi biliare primitiva.

In particolare, la clonazione dellIGF1 ricombinantmano (rhiIGF1) ha aperto la possibilita
di produrre una quantita sufficiente di rhIGF1 petilizzo clinico. Il rhIGF1 é stato sperimentato
nella terapia di alcune patologie dell’accrescimead esempio, le sindromi di insensibilith al GH
(sindrome di Laron), caratterizzate da alti liveierici di GH, bassi livelli di IGF1 ed insensital
alla somministrazione esogena di GH, sono un grugippatologie in cui l'utilizzo di rhiIGF1
rappresenta un razionale ed appropriato approecapeutico (Ranke MB 2005).

L'utilizzo del rhiGF1, grazie alle sue proprietaoglicemizzanti, é stato preso in
considerazione e sperimentato nel diabete mellitipad | per il controllo metabolico nei pazienti i
cui le terapie convenzionali risultano scarsamesfteeaci (Ranke MB 2005). Inoltre l'azione
neuroprotettiva delllIGF1 suggerisce che la terapan tale ormone possa essere utile nel
trattamento delle malattie neurodegenerative (Casrborres-Aleman |1 2004).

Nella patologia epatica, alcuni lavori hanno matsticome la somministrazione di IGF1 sia
nel ratto che nelluomo possa essere efficacie melrre I'apoptosi degli epatociti ed
nellaumentare la produzione di alboumina (SheenrCakl et al 2006; Conchillo M et al 2005). |
nostri risultati indicano I'importanza del sistem@F1 anche nella patologia colangiocitaria
prospettandone un possibile ruolo terapeutico engditologice che colpiscono primariamente tali
cellule.
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