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RIASSUNTO 

La steatosi epatica non alcolica (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) 

è l’epatopatia cronica più comune nei paesi industrializzati con una prevalenza 

del 20-30% nella popolazione generale. La NAFLD comprende un vasto 

spettro di patologie epatiche e sebbene sia generalmente considerata una 

condizione benigna, essa può progredire verso la steatoepatite (Non Alcoholic 

SteatoHepatitis, NASH) che rappresenta il punto critico di evoluzione verso 

ulteriori stadi della NAFLD, tra cui la fibrosi, la cirrosi ed infine 

l'epatocarcinoma. Attualmente non esiste alcun sistema non invasivo che 

permetta di ottenere una diagnosi chiara ed univoca di NASH e di stadiare il 

livello di fibrosi. La biopsia epatica rimane dunque il gold standard per la 

diagnosi definitiva di NAFLD e per la stadiazione della fibrosi. A causa dei 

rischi connessi alla biopsia epatica ed all'impossibilità di applicarla su larga 

scala, è di estrema importanza l'identificazione di nuovi biomarcatori non 

invasivi che possano discriminare i pazienti ad alto rischio di progressione. 

Ad oggi non sono presenti in letteratura dati riguardanti l'alterazione del profilo 

di espressione dei coding e dei non-coding RNA nel siero di pazienti con 

NAFLD rispetto a soggetti di controllo. A tale scopo abbiamo eseguito 

un'analisi dell'intero trascrittoma espresso nel siero di pazienti mild NAFLD 

(NAS score ≤4; F=0), severe NAFLD (NAS score ≥5; F=3) e soggetti di 

controllo. Attraverso analisi computazionali abbiamo verificato il 

coinvolgimento dei coding e dei non-coding RNA differenzialmente espressi 

identificati in pathway associate alla fisiopatogenesi della NASH e della 
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fibrosi. Abbiamo analizzato e confermato l’espressione di un set di coding e di 

non-coding RNA (UBE2V1, BNIP3L, RP11-128N14.5, TGFB2/TGFB2-OT1 

e sherveebu) differenzialmente espressi tramite Single Real Time PCR in una 

coorte interna indipendente ed in una coorte esterna di pazienti con NAFLD. I 

dati d’espressione di tali trascritti sono stati analizzati anche nelle biopsie 

epatiche (n=12: 4 CTRL, 4 mild NAFLD, 4 severe NAFLD) e nelle cellule 

HepG2 esposte ad una miscela di oleato e palmitato o solo palmitato (modello 

cellulare di NAFL/NASH) sia a livello intracellulare che extracellulare. 

Abbiamo, inoltre, osservato che i valori relativi ai dati d’espressione dei 

trascritti validati erano associati attraverso una relazione di regressione lineare 

sia con i marker biochimici di routine, sia con i marker istologici utilizzati 

nella pratica clinica per diagnosticare e stadiare la NAFLD e la fibrosi. Infine, 

abbiamo valutato il potere diagnostico dei trascritti validati attraverso l’analisi 

delle curve ROC ed in particolare abbiamo osservato che la combinazione di 

TGFB2/TGFB2-OT1 con il Fibrosis-4 Index o con la Liver Stiffness 

Measurement era in grado di migliorare l’identificazione dei pazienti con 

fibrosi F 3-4 rispetto a quelli con fibrosi F 0-2. 

Il nostro studio fornisce nuovi dati high-throughput sull’espressione dei coding 

e dei non-coding RNA nel siero di pazienti con NAFLD e pone le basi per 

l'identificazione di nuovi biomarcatori come alternative future alla biopsia 

epatica. 
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1. INTRODUZIONE 

1.1 DAL “JUNK DNA” AGLI RNA NON CODIFICANTI 

Il Progetto Genoma Umano (HGP) fu lanciato nell’autunno del 1990 da un 

consorzio internazionale costituito da Stati Uniti d’America, Regno Unito, 

Francia, Australia e Cina, sotto il coordinamento dall’U.S. Department of 

Energy (DOE) e dal National Insitute of Health. Lo scopo del HGP era quello 

di identificare la sequenza nucleotidica dei geni umani e la loro posizione sui 

vari cromosomi. Inizialmente, i ricercatori ipotizzarono che il nostro genoma 

comprendesse circa 100.000 geni codificanti per proteine (1); nel 2001 il 

consorzio internazionale pubblicò una prima bozza della sequenza del genoma 

umano comprendente circa 30.000-35.000 geni codificanti per proteine (2), 

seguita da una seconda versione finale del HGP in cui questa stima era stata 

ulteriormente ridotta a 24.500 (3). Nel 2007, dopo successive analisi, è stato 

osservato che nel genoma umano erano presenti circa 20.500 geni codificanti 

per proteine e negli ultimi anni, grazie ad ulteriori studi, il numero di geni 

codificanti proteine è sceso a 19.000 (4). Dopo anni di incessanti ricerche è 

emerso che meno del 2% dell’intero genoma umano codificava per proteine 

mentre il rimanente 98% fu erroneamente denominato “junk DNA”, ovvero 

DNA privo di funzione (Figura 1).  
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Figura 1. Trend del numero di geni codificanti per proteine nell’uomo dall’avvio del progetto 

genoma umano a qualche anno dopo la sua conclusione (5). 

 

Al fine di comprendere il reale significato di queste scoperte e di identificare il 

ruolo del “junk DNA”, furono avviati i progetti ENCODE (Encyclopedia of 

DNA Elements) e Roadmap Epigenomics (6, 7). I risultati di questi studi 

mostrarono che circa l’80% del genoma umano era pervasivamente trascritto 

ma non tradotto in proteine e questi trascritti furono denominati non-coding 

RNA (8).  

Da studi di genomica comparata inoltre è stato stimato che il numero di geni 

che non codificano per proteine tende ad aumentare in maniera esponenziale 

lungo la scala evolutiva, mentre il numero di geni codificanti proteine sembra 

aver raggiunto una fase di plateau; questa potrebbe quindi essere la ragione 
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della maggiore complessità osservata negli organismi superiori rispetto agli 

negli organismi inferiori a parità di numero di geni codificanti per proteine (9) 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Rappresentazione schematica dei coding e dei non-coding RNA all’aumentare della 

complessità degli organismi (10). 

 

Negli organismi complessi, l’aumento di trascritti non codificanti per proteine 

ha portato a considerare l’ipotesi che i non-coding RNA (ncRNA) rappresentino 

i componenti di un sistema di regolazione parallelo a quello mediato dalle 

proteine, ma molto più sofisticato.  

Per comprendere l’importanza di queste molecole di RNA non codificanti è 

necessario ricordare che l’RNA è una molecola estremamente versatile, in 

grado di svolgere innumerevoli funzioni regolatorie e la sua multifunzionalità 

deriva da diverse proprietà fisico-chimiche della molecola stessa. L’RNA, 
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mediante un semplice appaiamento di basi, può riconoscere e legare molecole 

target sia di DNA che di RNA in modo molto specifico e regolarne la 

trascrizione, il processamento, l'editing, la traduzione o la degradazione. Le 

molecole di RNA possono ripiegarsi in complesse strutture tridimensionali 

incrementando il riconoscimento dei target molecolari a cui l'RNA può legarsi 

con elevata specificità ed affinità; il legame di specifici ligandi può, inoltre, 

innescare modifiche dinamiche conformazionali nella struttura terziaria 

dell'RNA. Una caratteristica importante delle molecole di RNA è data dalla 

loro elevata dinamicità: a differenza delle proteine, l'RNA può essere 

rapidamente trascritto e degradato, di conseguenza l'RNA è una molecola 

molto dinamica cha va incontro a rapida attivazione o inattivazione (11). 

Nel corso degli anni sono state identificate diverse classi di non-coding RNA, 

che differiscono l'una dall'altra per lunghezza e funzione della sequenza 

nucleotidica. 

La classificazione più comune dei non-coding RNA è basata sulla loro 

dimensione: 

1) i long non-coding RNA (lncRNA), che presentano una lunghezza 

superiore ai 200 nucleotidi; 

2) gli small non-coding RNA, che hanno dimensioni uguali o inferiori ai 

200 nucleotidi; quest’ultima classe comprende gli small nuclear RNA 

(snRNA o U-RNA), gli small nucleolar RNA (snoRNA), i PIWI-

interacting RNA (piRNA), i transfer RNA (tRNA) ed i microRNA 

(miRNA) (6).  
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Un altro metodo di classificazione si basa sull’attività funzionale dei non-

coding RNA e permette di distinguere: 

1) housekeeping espressi costitutivamente, sono necessari per le normali 

funzioni e per la sopravvivenza della cellula ( tRNA, rRNA, snRNA, 

snoRNA, telomerase RNA); 

2)  ncRNA regolatori sono espressi solo in specifici stadi dello sviluppo, 

del differenziamento cellulare o in risposta a stimoli esterni (miRNA, 

siRNA, lncRNA, piRNA) (12).  

1.2 LONG NON-CODING RNA 

I long non-coding RNA (lncRNA) costituiscono una classe molto eterogenea di 

RNA non codificanti accomunati dalla lunghezza superiore ai 200 nucleotidi. 

Tali trascritti sono considerati non codificanti per l’assenza di lunghe ORF 

(Open Reading Frame); tuttavia è stato recentemente dimostrato che alcuni 

lncRNA possono codificare per piccoli peptidi ed agire in maniera bifunzionale 

sia da trascritti codificanti che non codificanti (13, 14). Ad oggi, il progetto 

ENCODE (GENCODE v26) ha annotato nell’uomo circa 16.000 lncRNA che 

danno origine a oltre 28.000 distinti trascritti. Studi recenti hanno dimostrato 

che anche i geni codificanti proteine possono produrre varianti trascrizionali 

prive della capacità di codificare, aggiungendo così altri lncRNA al vasto 

numero di non-coding RNA già presenti nelle cellule (15).  

Generalmente, i lncRNA sono raggruppati in base alla loro struttura, funzione, 

localizzazione e interazione con altre molecole (16).  
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Attualmente è possibile distinguere, in base alle diverse posizioni sul genoma e 

all’orientamento dei geni codificanti per le proteine, cinque classi principali di 

lncRNA (17) (Figura 3): 

1) lncRNA senso, che si estendono su più introni o esoni di un gene 

codificante;  

2) lncRNA intronici, che si trovano all'interno di un introne del gene 

codificante; 

3) lncRNA antisenso, che sono trascritti dal filamento opposto di un gene 

codificante proteine;  

4) lncRNA bidirezionali, che sono localizzati sul filamento opposto a 

quello codificante per proteine ma entro una kilobase (kb) dal 

promotore e sono trascritti in direzione opposta al gene codificante; 

5) lncRNA intergenici, che sono localizzati tra due geni codificanti. 

 

Figura 3. Classificazione lncRNA in base alla posizione genomica e all'orientamento dei geni 
codificanti le proteine (PCG) (17). 
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Numerosi studi hanno evidenziato che i lncRNA presentano livelli 

d’espressione più bassi rispetto al gene codificante, ma la loro espressione è 

specifica di un determinato stadio di sviluppo e tipo cellulare (18, 19). Ciò ha 

suscitato un notevole interesse nei ricercatori, infatti negli ultimi anni sono stati 

pubblicati numerosi studi che hanno mostrato il coinvolgimento di questa 

classe di non-coding RNA nella regolazione di diversi processi sia fisiologici 

(20, 21) che patologici (22, 23). Alcune evidenze sperimentali, inoltre, 

suggeriscono il ruolo fondamentale dei lncRNA nella regolazione di funzioni 

metaboliche (24), in particolare nella regolazione del metabolismo lipidico e 

glucidico (25). 

1.3 BIOGENESI E FUNZIONE DEI LNCRNA 

I long non-coding RNA condividono numerose caratteristiche con gli RNA 

messaggeri (mRNA): sono trascritti solitamente dall’RNA Polimerasi II a 

partire da regioni intergeniche, esoniche o introniche, presentano un cap 

all'estremità 5’, possiedono siti canonici di splicing e molti di questi sono 

poliadenilati al 3’; tuttavia, a differenza dei geni codificanti per proteine, i 

lncRNA sono meno conservati dal punto di vista evolutivo, sono di dimensioni 

inferiori e solitamente sono costituiti da 1-2 esoni (26).  

La maggior parte dei lncRNA presenta meccanismi di azione sconosciuti. 

Infatti, solo per poche molecole è noto il preciso meccanismo d’azione e la lista 

dei lncRNA caratterizzati dal punto di vista funzionale è in continua crescita. 

Come mostrato in figura 4, i lncRNA sono molecole funzionali in grado di 
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regolare l'espressione genica a diversi livelli: epigenetico, trascrizionale, post-

trascrizionale, traduzionale e post-traduzionale. 

 

Figura 4. Principali meccanismi d’azione dei lncRNA (27). 

 

A livello epigenetico, i lncRNA possono regolare gli stati di compattamento 

della cromatina mediante il reclutamento di complessi di rimodellamento della 

cromatina sia in loci genomici che si trovano in prossimità del loro sito di 

trascrizione (regolazione in cis) sia in loci genomici distanti (regolazione in 

trans). Il lncRNA ANRIL (lncRNA Antisense Noncoding RNA in the INK4 

Locus) e il lncRNA HOTAIR (HOX Transcript Antisense RNA) sono due long 

non-coding RNA che agiscono a livello epigenetico. In particolare, ANRIL è il 

lncRNA antisenso del gene che codifica per INK4A. Questo lncRNA viene 

trascritto in prossimità del locus genomico che codifica per INK4A e 

interagisce con i componenti del Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) 

determinando il silenziamento del gene INK4A (28). Il lncRNA HOTAIR, 
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trascritto a livello del locus HOXC, reprime l’espressione genica del locus 

HOXD che si trova a 40 kb di distanza mediante l’interazione con il Polycomb 

Repressive Complex 2 (PRC2) (29). 

A livello trascrizionale, i lncRNA mediante il legame con il proprio promotore, 

possono impedire l’accesso a fattori di trascrizione inibendo la trascrizione di 

specifici geni (ad esempio il lncRNA DHFR DiHydroFolate Reductase) (30). 

A livello post-trascrizionale, i lncRNA possono regolare il processamento dei 

pre-mRNA e la stabilità e/o la degradazione degli mRNA. I lncRNA antisenso 

possono formare, grazie alla loro complementarietà di sequenza, duplex RNA-

RNA con l’RNA senso corrispondente interferendo con il riconoscimento dei 

siti di splicing e con il reclutamento dei componenti dello spliceosoma (es. 

trascritto antisenso di N-myc) (31, 32). 

I lncRNA sono in grado di regolare positivamente o negativamente la stabilità 

degli mRNA. Un esempio di regolazione positiva della stabilità dell’mRNA è 

dato dal lncRNA BACE1AS (B-site APP Cleaving Enzyme 1 Antisense 

Strand): la formazione del duplex RNA-RNA aumenta la stabilità dell’mRNA 

mediante il mascheramento dei siti di riconoscimento del miR-485-5p inibendo 

la repressione trascrizionale indotta dal miRNA. Per quanto riguarda la 

regolazione negativa della stabilità degli mRNA, alcuni lncRNA contenenti 

ripetizioni Alu, denominati 1/2-STAU1-binding site RNA, sono in grado di 

legare mRNA contenenti elementi Alu complementari al 3’ e di attivare la 

Stau1 Mediated Decay (SMD) (33).  

Inoltre l’interazione tra lncRNA antisenso e mRNA senso può avere effetto 

anche a livello traduzionale. Un esempio è dato dal lncRNA antisenso del gene 
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Uchl1 (Ubiquitin Carboxyl-terminal Hydrolase isozyme L1); l’interazione tra il 

lncRNA e l’RNA senso corrispondente può attivare i polisomi determinando 

un incremento della traduzione dell’mRNA (34). 

I lncRNA sono anche in grado di agire da scaffold molecolari per collegare due 

o più proteine in complessi funzionali, possono regolare la localizzazione di 

complessi proteici in determinati compartimenti cellulari e possono regolare 

l’attività funzionale di alcune proteine (35). 

È stato riportato che i lncRNA sono in grado di interagire con i microRNA 

riducendo la loro attività regolatoria sugli mRNA target (36). 

Infine, i long non-coding RNA possono formare strutture secondarie e terziarie 

ed interagire con altre molecole (16), aumentando ancor di più l’eterogeneità e 

la diversità che li caratterizza.  

Ciò che è emerso da tutti questi studi è che i lncRNA sono altamente 

eterogenei e hanno una sostanziale versatilità funzionale che risiede nella loro 

capacità, in quanto lunghe molecole di RNA, di instaurare molteplici 

interazioni molecolari e ripiegarsi in differenti strutture. 

1.4 NAFLD 

1.4.1 DEFINIZIONE E PREVALENZA  

La steatosi epatica non alcolica (NAFLD, Nonalcoholic fatty liver disease) è 

definita come un accumulo di trigliceridi a livello epatico superiore al 5-10% in 

peso del fegato (37) ed è generalmente stimata come la percentuale di epatociti 

contenenti goccioline lipidiche visibili al microscopio ottico (38). Le 

alterazioni istopatologiche della NAFLD sono simili a quelle indotte dall’abuso 
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cronico di alcol, tuttavia questa patologia si sviluppa in soggetti che non 

assumono o assumono quantità modeste di alcol, in particolare massimo 30 

grammi al giorno per l'uomo e 20 grammi al giorno per la donna (39). 

La steatosi epatica non alcolica comprende un ampio spettro di condizioni 

patologiche che vanno dalla semplice steatosi a vari gradi di infiammazione, 

fibrosi, cirrosi fino al carcinoma epatocellulare (HCC) (40, 41). La NAFLD è 

una delle principali cause di malattia cronica del fegato ed è associata nei paesi 

sviluppati ad un incremento della morbilità e mortalità (42). La reale 

prevalenza della NAFLD non è nota a causa della mancanza di test diagnostici 

specifici e sensibili. Sulla base della diagnosi ecografica, si stima che la 

NAFLD colpisca circa il 25% della popolazione generale (43), sebbene altri 

studi suggeriscano che questa prevalenza potrebbe essere persino più elevata 

(44). Nonostante le differenze nelle stime di prevalenza, il numero di individui 

con NAFLD è in progressivo aumento in tutto il mondo, in linea con 

l’incremento di soggetti obesi e con diabete di tipo 2 (45).  

1.4.2 STADI DELLA NAFLD 

La NAFLD, nella maggior parte dei soggetti affetti, è asintomatica ed associata 

a tutte le componenti della sindrome metabolica, cioè ipertensione, 

dislipidemia, obesità, insulino-resistenza o diabete (46).  

Sebbene generalmente considerata una condizione benigna, è stato dimostrato 

che la steatosi epatica non alcolica può progredire verso la steatoepatite non 

alcolica (NASH, Non Alcoholic SteatoHepatitis), che rappresenta il punto 
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critico di evoluzione verso ulteriori stadi della NAFLD, tra cui la fibrosi, la 

cirrosi e infine l'epatocarcinoma (47) (Figura 5).  

 

Figura 5. Stadi della steatosi epatica non alcolica (NAFLD) (48). 
 

Approssimativamente il 15-20% dei pazienti con NAFLD sviluppa la NASH 

(steatosi con degenerazione degli epatociti, infiammazione lobulare in presenza 

o in assenza di fibrosi) (49) e il 30-40% dei pazienti NASH sviluppa fibrosi 

(44). Nel 15-20% dei casi, in questi pazienti, la fibrosi può progredire fino a 

fibrosi avanzata o cirrosi (50) ed i pazienti NASH con cirrosi spesso 

sviluppano HCC (51) (Figura 5). 

1.4.3 DIAGNOSI 

La diagnosi di NAFLD è una diagnosi di esclusione e la biopsia epatica è 

ancora oggi il gold standard per differenziare la steatosi semplice dalla NASH 

e per stadiare il grado di fibrosi. 

Le alterazioni più frequenti sono rappresentate dall'incremento costante dei 

livelli ematici degli enzimi di funzionalità epatica, alanina aminotransferasi 

(ALT) e aspartato aminotransferasi (AST), accompagnati in molti pazienti 

anche da valori alterati di gamma-glutamiltrasferasi (GGT). Tuttavia, 

l’ipertransaminasemia non può costituire da sola un marker surrogato di 

NAFLD poiché non si riscontra in tutti i soggetti affetti. La presenza di steatosi 
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può essere rilevata mediante differenti tecniche di imaging come l’ecografia, la 

tomografia computerizzata (TC) e la risonanza magnetica (RM) (52). 

L’indagine di prima linea per la diagnosi di steatosi epatica è rappresentata 

dall’ecografia in quanto presenta numerosi vantaggi: è disponibile su larga 

scala, è meno costosa rispetto ad altre procedure ed è abbastanza accurata nel 

rilevare gradi di steatosi da moderata a severa. Tuttavia, l’ecografia epatica è 

una metodica operatore-dipendente ed è poco sensibile nel rilevare gradi lievi 

di steatosi (53); motivo per cui, si ricorre alla biopsia epatica nonostante i rischi 

ad essa correlati. 

Dal punto di vista anatomo-patologico le caratteristiche della NAFLD 

includono: steatosi, fibrosi, infiltrato infiammatorio, rigonfiamento 

("ballooning") e necrosi degli epatociti, presenza corpi di Mallory. Per la 

diagnosi di NAFLD possono essere utilizzati diversi score istologici. Il più 

comune è il “NAFLD Activity Score” (NAS) proposto da Kleiner et al (38). Il 

sistema di Kleiner è basato su uno score dato dalla somma di differenti 

parametri: grado di steatosi (da 0 a 3), grado di infiammazione lobulare (da 0 a 

3) e livello di ballooning epatocitario (da 0 a 2). Il sistema di Kleiner prevede 

inoltre, un punteggio separato per la stadiazione della fibrosi (da 0 a 4). Sulla 

base della classificazione di Kleiner i pazienti con NAS score <3 presentano 

steatosi semplice, mentre i pazienti con NAS score ≥5 presentano NASH 

definita (38). Più recentemente è stato proposto il “SAF score” che prende in 

esame il grado steatosi, l’attività della malattia (basata sulla valutazione del 

ballooning degli epatociti e dell'infiammazione lobulare) ed il grado di fibrosi 

(54). La contemporanea presenza di steatosi, ballooning e di infiammazione 
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lobulare, ciascuno dei quali almeno di grado 1 (SAF Score ≥3), permette la 

distinzione dei pazienti affetti da NASH  (55, 56). 

1.4.4 DIAGNOSI NON INVASIVA NEI PAZIENTI AFFETTI 

DA NAFLD 

Data l’elevata prevalenza nella popolazione generale e data la possibilità di 

progressione verso condizioni patologiche più gravi, negli ultimi anni uno degli 

obiettivi principali della ricerca è stato quello di identificare e validare dei 

potenziali nuovi biomarcatori non invasivi di NASH. 

1.4.4.1 BIOMARCATORI DI APOPTOSI DEGLI EPATOCITI 

L'aumento dell'apoptosi epatocitaria è un meccanismo centrale che contribuisce 

alla progressione della NAFLD verso la NASH ed allo sviluppo della fibrosi 

(57). L'apoptosi avviene attraverso due vie: la via estrinseca, mediata da 

recettori di morte come Fas, e la via intrinseca, mediata da danno 

mitocondriale. Entrambe le vie possono portare all'attivazione della caspasi 3, 

che determina il clivaggio di diversi substrati intracellulari tra cui una proteina 

caratteristica dei filamenti intermedi degli epatociti, la citocheratina 18 (CK-

18). In uno studio condotto su 139 pazienti NAFLD di Feldstein et al., è stato 

dimostrato che i livelli plasmatici di CK-18, misurati mediante ELISA, erano 

significativamente più alti in pazienti con diagnosi di NASH accertata 

mediante biopsia epatica rispetto ai pazienti con diagnosi incerta (58). Diversi 

sono gli studi che hanno supportato la rilevazione dei frammenti CK-18 come 

biomarcatore di NASH (59-61). Tuttavia, dallo studio condotto da Cusi K. et 
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al. (62) è emerso che la rilevazione dei frammenti CK-18 in casi di NAFLD, 

NASH o fibrosi presentava rispettivamente una sensibilità del 63%, del 58% e 

del 54% ed una specificità dell'83%, del 68% e dell'85%; data la limitata 

sensibilità di questo biomarcatore, dunque, il dosaggio dei frammenti CK-18 

non si è rilevato utile per lo screening e la stadiazione della NASH (63). 

1.4.4.2 BIOMARCATORI DI STRESS OSSIDATIVO E DI 

INFIAMMAZIONE 

Lo stress ossidativo svolge un ruolo chiave nel danno degli epatociti e nella 

progressione della malattia verso la NASH (64, 65). Numerose pathway di 

ossidazione contribuiscono alla perossidazione lipidica nella NASH, inclusi i 

processi enzimatici e non enzimatici mediati dai radicali liberi. Ognuna di 

queste pathway genera diversi prodotti di ossidazione che possono essere 

quantificati. Chalasani et al. hanno misurato i livelli sierici di  perossidazione 

lipidica in pazienti con NASH comprovata dalla biopsia ed in controlli 

accoppiati per età, sesso e BMI; in questo modo, hanno dimostrato che sia le 

LDL ossidate che le sostanze che reagiscono con l’acido tiobarbiturico erano 

significativamente più elevate nel gruppo dei pazienti con NASH (66). 

Risultati contrastanti sono stati ottenuti utilizzando la malonaldeide, le sostanze 

reattive dell'acido tiobarbiturico e la vitamina E come possibili biomarcatori di 

stress ossidativo in pazienti con NASH (66, 67). 

Diversi studi hanno dimostrato che i livelli di citochine pro-infiammatorie, 

come TNFα e l'interleuchina 6, sono più elevati in pazienti con NASH rispetto 

ai pazienti affetti da NAFLD, tuttavia le differenze osservate non sono risultate 
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essere abbastanza forti dal punto di vista statistico per giustificarne l'utilizzo 

come marcatori non invasivi (68, 69). Molte altre citochine (IL-1B, proteine 

infiammatorie dei macrofagi) ed adipochine (resistina, visfatina, proteina 

legante il retinolo-4) sono state studiate come potenziali biomarcatori con 

risultati contrastanti (70). 

1.4.4.3 BIOMARCATORI DERIVANTI DA MODELLI 

PREDITTIVI DI NASH 

Sono stati sviluppati numerosi modelli predittivi che combinano variabili 

cliniche e biochimiche utilizzate di routine con diversi biomarcatori predittivi 

di NASH. Esempi di modelli predittivi che includono la combinazione di dati 

clinici e di laboratorio sono: 

- lo score HAIR che si ottiene dalla combinazione di ipertensione, ALT 

ed insulino-resistenza (71). 

- l'indice predittivo della NASH (NPI) che include età, sesso femminile, 

indice di massa corporea, HOMA-IR e il logaritmo di AST×ALT (72). 

- Il NASH test è stato sviluppato in un set di 160 pazienti utilizzando la 

combinazione di 13 variabili cliniche e biochimiche tra cui età, sesso, 

peso, altezza, livelli sierici di colesterolo, trigliceridi, macroglobulina 

α2, apolipoproteina A1, aptoglobina, GGT, ALT, AST e bilirubina (73). 

In uno studio genome-wide condotto da Dongiovanni et al., sono stati 

identificati i principali determinanti genetici della NAFLD e della sua gravità, 

in particolare il genotipo PNPLA3 era un forte biomarcatore non invasivo in 

grado di prevedere la diagnosi istologica di NASH (74). Il genotipo PNPLA3 è 
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stato utilizzato per sviluppare il “NASH score” che include anche i livelli di 

insulina e di AST; tale score ha mostrato una buona precisione in due coorti 

europee indipendenti (75). Affinché tali modelli predittivi possano in futuro 

sostituire la biopsia epatica come standard di riferimento per la diagnosi della 

NASH, saranno necessari ulteriori studi per valutare questi modelli in diverse 

popolazioni e per stabilire la loro utilità nel predire gli esiti clinici.  

1.4.2 DIAGNOSI NON INVASIVA DI FIBROSI 

La fibrosi associata alla NASH ha diversi stadi che vanno dall'assenza di 

fibrosi (F0) alla cirrosi (F4); dal punto di vista clinico viene distinta la fibrosi 

clinicamente significativa (F2-F4) dalla fibrosi avanzata (F3-F4). Tale 

distinzione è stata utilizzata per interpretare gli studi che hanno utilizzato test 

non invasivi per la diagnosi di fibrosi epatica. È noto, da dati presenti in 

letteratura, che esistono differenti fattori di rischio in grado di predire lo 

sviluppo della fibrosi, quali l’età avanzata, l’obesità grave, il diabete di tipo 2, 

l’elevato rapporto AST-ALT, l’ipertensione, la dislipidemia e la presenza della 

sindrome metabolica (71, 76, 77). 

Secondo uno studio pubblicato su Hepatology, lo stadio della fibrosi epatica 

potrebbe essere il fattore più importante nel determinare la prognosi della 

NAFLD e nel prevedere il rischio di progressione verso la cirrosi e le 

complicanze ad essa associate (78). 

Pertanto, sono state sviluppate numerose strategie non invasive per cercare di 

stadiare la fibrosi epatica in questa popolazione di pazienti.  
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1.4.2.1 MODELLI PREDITTIVI SEMPLICI PER LA 

FIBROSI 

- Il rapporto AST-ALT (AST/ALT Ratio, AAR) è il modello predittivo 

più semplice per la fibrosi. I livelli di ALT sono generalmente più 

elevati rispetto ai livelli di AST nei pazienti con la NAFLD; tuttavia, 

avere un AAR>1 è indicativo della presenza di fibrosi avanzata. L'AAR 

ha un buon valore predittivo negativo (93%) per escludere la fibrosi 

avanzata (79). 

- BARD score deriva dalla somma di 3 variabili (BMI ≥ 28 = 1 punto, 

rapporto AST-ALT ≥ 0,8 = 2 punti, presenza di diabete = 1 punto); un 

BARD score > 2 è associato alla fibrosi avanzata (AUROC compreso 

tra 0,70 e 0,81) (79, 80). 

- FIB-4 index (Fibrosis Index Based on four factors) comprende l'età, la 

conta piastrinica, ALT ed AST (81), può essere calcolato utilizzando il 

seguente calcolatore online: 

http://gihep.com/calculators/hepatology/fibrosis-4-score/. 

- Sebbene FIB-4 sia stato originariamente sviluppato per identificare la 

fibrosi epatica in pazienti con infezione da epatite C, ha mostrato 

risultati promettenti nell’escludere uno stato avanzato di fibrosi anche 

in pazienti affetti da NAFLD con un valore di cut-off <1,3 ed un valore 

predittivo negativo del 90-95% (79, 80). 

- APRI (AST to Platelet Ratio Index) prende in considerazione la conta 

piastrinica, ALT e AST, può essere calcolato utilizzando il seguente 
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calcolatore online: https://www.hepatitisc.uw.edu/page/clinical-

calculators/apri. Da una meta-analisi condotta su 40 studi, è emerso che 

valori di APRI maggiori di 1 presentavano una sensibilità del 76% ed 

una specificità del 72% nel prevedere la cirrosi. Inoltre, valori APRI 

maggiori di 0,7 mostravano una sensibilità del 77% ed una specificità 

del 72% nel prevedere una fibrosi epatica significativa (82). APRI da 

solo non è sufficientemente sensibile per escludere una fibrosi epatica 

significativa. Alcune prove suggeriscono che l'uso di più indici in 

combinazione (come APRI più FibroTest) o un approccio algoritmico 

permetterebbero una maggiore precisione diagnostica rispetto 

all'utilizzo di APRI da solo (83).  

- Il NAFLD fibrosis score (NFS) (84) si ottiene dalla combinazione di 

età, presenza di diabete, indice di massa corporea, piastrine, albumina e 

ARR. Questo score presenta due valori di cut-off: < -1.455 per 

prevedere l'assenza di fibrosi avanzata (F0–F2) e > 0.675 per prevedere 

la presenza di fibrosi avanzata (F3–F4). Questo score è stato validato in 

più studi con un AUROC stimato di 0,85 (IC 95% 0,81-0,90) (85). Un 

grande limite di questo score è che una percentuale significativa (20-

58%) dei pazienti non rientra tra i due valori di cut-off proposti e avrà 

pertanto uno score indeterminato.  
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1.4.2.2 MODELLI PREDITTIVI COMPLESSI PER LA 

FIBROSI 

- Enhanced Liver Fibrosis test (ELF) è stato sviluppato in base al 

concetto secondo cui la fibrosi epatica è un processo dinamico che 

determina un aumento dei livelli sierici dei marker del turnover della 

matrice extracellulare. L'ELF comprende tre biomarcatori della fibrosi: 

l’acido ialuronico, l’inibitore tissutale della metalloproteinasi 1 ed il 

peptide aminoterminale del procollagene III (86). L’ELF è un buon 

predittore di morbilità e mortalità epato-correlata in pazienti con 

malattia epatica cronica, compresi quelli con NAFLD (87). 

- Il FibroTest è un altro strumento che prevede la presenza di fibrosi 

utilizzando cinque biomarcatori (aptoglobina, α2-macroglobulina, 

apolipoproteina A1, bilirubina totale e GGT). Il valore diagnostico del 

FibroTest è stato valutato in un'ampia coorte di pazienti NAFLD e ha 

dimostrato che può prevedere la fibrosi avanzata con un AUROC di 0,8 

(88). Tuttavia, occorre prestare attenzione nell'interpretazione dei 

risultati di questo test in pazienti con sindrome di Gilbert, colestasi ed 

infiammazione acuta poiché queste condizioni aumentano i livelli di 

bilirubina e di aptoglobina. Il Fibrotest è disponibile in commercio 

negli Stati Uniti come parte del NASH-FibroSURE® (LabCorp, NC, 

USA). 
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1.4.2.3 STUDI DI IMAGING PER FIBROSI 

Negli ultimi dieci anni, i progressi negli studi di imaging hanno rivoluzionato 

la gestione delle malattie del fegato migliorando la capacità di quantificare in 

modo non invasivo la fibrosi epatica.  

- L’elastosografia epatica o LSM (Liver Stiffness Measurement) è in 

grado di misurare in modo non invasivo il grado di fibrosi (stiffness) del 

tessuto epatico. Il Fibroscan o VTCE (Vibration Controlled Transient 

Elastography) prevede l'utilizzo di una sonda ecografica che trasmette 

un'onda di vibrazione di media ampiezza e bassa frequenza (50 Hz), la 

quale si propaga attraverso il fegato consentendo di valutarne 

l'elasticità; la velocità di propagazione dell’onda di vibrazione è 

direttamente proporzionale alla rigidità del tessuto. La LSM è espressa 

in kilopascal (kPa), solitamente il valore medio di 10 misurazioni in 

individui sani è compreso tra 3 e 6 kPa mentre valori > 10,5 kPa sono 

indice di presenza di fibrosi e cirrosi avanzata (89). Sfortunatamente, la 

sonda VCTE o la sonda M sono meno affidabili nei pazienti 

gravemente obesi con NAFLD, perché il tessuto adiposo attenua sia 

l’onda elastica sia gli ultrasuoni (90). Pertanto, per superare questo 

problema in pazienti con BMI > 30 kg/m
2 

è stata sviluppata una nuova 

sonda chiamata sonda XL. È importante sottolineare che i valori di cut-

off per diagnosticare la fibrosi avanzata con la sonda XL possono essere 

inferiori a quelli della sonda M; un altro aspetto importante da tenere 

presente è il rischio di sovrastimare la rigidità epatica con la VCTE a 

causa di altri fattori confondenti come l’insufficienza cardiaca 
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congestizia, la colestasi extraepatica e la recente assunzione di cibo 

(91). 

- L’elastosografia con tecnica ARFI (Acoustic Radiation Force 

Impulse) è una metodica alternativa per stimare la rigidità del tessuto 

epatico che può essere integrata ad una sonda ad ultrasuoni 

convenzionale, fornendo così la stiffness durante l'ecografia di routine. 

Durante l'esecuzione dell'imaging, una regione di interesse del fegato 

viene eccitata meccanicamente usando impulsi acustici. La rigidità 

epatica è espressa in m/s dopo aver calcolato la mediana per 10 

acquisizioni. Diversi studi hanno dimostrato prestazioni diagnostiche 

simili per l’elastosografia effettuata con tecnica ARFI o VCTE (92, 93).  

- L'elastografia a risonanza magnetica (MRE) è un'altra tecnica non 

invasiva per diagnosticare la fibrosi nei pazienti con NAFLD. Funziona 

combinando la risonanza magnetica con onde sonore per creare una 

mappa visiva (elastogramma), che mostra la rigidità del tessuto epatico. 

In differenti studi è stato osservato che i valori di stiffness del tessuto 

epatico, ottenuti mediante MRE, sono abbastanza riproducibili (94, 95). 

In particolare, una meta-analisi condotta da Serai et al. (96) ha valutato 

la riproducibilità della MRE epatica dimostrando che i cambiamenti 

della rigidità epatica uguali o superiori al 22% misurati nello stesso sito, 

con l'uso dello stesso dispositivo e con gli stessi parametri di 

acquisizione sono indicativi di un effettivo cambiamento nella rigidità 

con un intervallo di confidenza del 95%. 
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1.5 PATOGENESI DELLA NAFLD  

Ad oggi, la patogenesi della NAFLD non è ancora del tutto nota ma negli 

ultimi anni sono stati fatti diversi progressi per comprendere i meccanismi che 

determinano la progressione della NAFLD verso la NASH e la fibrosi epatica 

(97). 

Nel 1998 Day et al. hanno proposto un modello patogenetico per spiegare la 

progressione della NAFLD, il cosiddetto modello a “two-hit’’. Il primo “hit”, 

indotto dall’insulino-resistenza e dalla deposizione dei trigliceridi nel 

citoplasma degli epatociti, genera un'aumentata suscettibilità del fegato agli 

insulti causati dal secondo "hit" che comprendono lo stress ossidativo, la 

disfunzione mitocondriale e l’attivazione di pathway di infiammazione, tutti 

processi alla base della progressione da NAFLD a NASH e fibrosi (98). 

Successivamente è stata proposta l'ipotesi dei "3-hits", secondo la quale oltre ai 

primi due hit è coinvolto anche un terzo hit: lo stress ossidativo riduce la 

capacità proliferativa degli epatociti maturi portando all'attivazione delle HPC 

(hepatocyte progenitor cells); ed è proprio l'alterata proliferazione delle HPC 

che rappresenta il terzo hit. Ad oggi, queste ipotesi, seppur ancora valide, sono 

state sostituite da un'ipotesi di "multiple hit" che tiene conto della moltitudine, 

della complessità e delle interazioni dei numerosi fattori e delle differenti 

pathway che portano alla progressione dalla NAFLD alla NASH, fornendo una 

spiegazione più accurata della patogenesi della NAFLD (99). I meccanismi più 

importanti coinvolti nella NAFLD sono riassunti in figura 6. 
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Figura 6. Schema riassuntivo della patogenesi della NAFLD. Immagine modificata da  

https://iris.unife.it › handle. 

 

Secondo l'ipotesi di "multiple hit", più insulti agiscono insieme su soggetti 

geneticamente predisposti per indurre la NAFLD. Tali “hit” includono 

l’insulino-resistenza, gli ormoni secreti dal tessuto adiposo, i fattori 

nutrizionali, il microbiota intestinale, fattori genetici ed epigenetici (100). 

1.6 PROCESSI BIOLOGICI COINVOLTI DELLA NAFLD 

1.6.1 UPTAKE DEGLI ACIDI GRASSI LIBERI E 

BIOSINTESI DE NOVO  

Gli acidi grassi liberi presenti all’interno degli epatociti derivano dall'uptake 

degli acidi grassi liberi (FFA) plasmatici e dalla biosintesi de novo. 

All'interno degli epatociti gli FFA possono essere ossidati per produrre ATP 

oppure possono essere esterificati a trigliceridi, i quali a loro volta possono 

essere incorporati nelle VLDL e secreti nella circolazione o in alternativa 
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possono essere immagazzinati sotto forma di vescicole lipidiche che, 

accumulandosi, possono causare la steatosi epatica (97) (Figura 7). 

 

Figura 7. Accumulo lipidico (97). 

Negli adipociti, l'insulino-resistenza aumenta l’attività della lipasi ormone-

sensibile in quanto viene meno l'azione inibitoria dell'insulina su tale enzima, 

di conseguenza si ha un incremento della lipolisi dei trigliceridi a livello del 

tessuto adiposo ed un aumento dei livelli plasmatici degli acidi grassi liberi. 

Dal momento che la velocità di uptake degli FFA negli epatociti è direttamente 

proporzionale alla loro concentrazione plasmatica e visto che il fegato presenta 

una limitata capacità di immagazzinare i lipidi, un accumulo periferico 

insufficiente a livello del tessuto adiposo indotto dall'insulino-resistenza si 

traduce in steatosi epatica. Oltre ad un incremento dell'uptake di FFA circolanti 

a livello epatico, nella NAFLD si osserva uno shift tra la β-ossidazione 

mitocondriale degli acidi grassi e la sintesi de novo degli FFA. Questo shift è 

mediato dalla deregolazione di due fattori di trascrizione coinvolti 
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nell'attivazione di pathway lipogeniche: SREBP-1c e ChREBP (Carbohydrate 

Response Element Binding Protein) (101, 102) (Figura 8). 

 

Figura 8. Attivazione di SREBP-1c e ChREBP (103). 
 

Le Sterol regulatory element binding proteins (SREBPs) sono una famiglia di 

fattori di trascrizione che regolano l'espressione di geni coinvolti nella 

biosintesi del colesterolo, dei fosfolipidi e dei trigliceridi, pertanto presentano 

un ruolo chiave nella regolazione dell'omeostasi lipidica. Tale famiglia 

comprende tre isoforme: SREBP-1a, SREBP-1c e SREBP-2. 

L'isoforma SREBP-2 è coinvolta nella regolazione della biosintesi del 

colesterolo ed è regolata dai livelli intracellulari di colesterolo. L'isoforma 

SREBP-1c, associata alla fisiopatogenesi della NAFLD, è coinvolta nella 

regolazione della biosintesi degli acidi grassi e nel metabolismo glucidico ed è 

regolata a livello trascrizionale dall'insulina; l'isoforma SREBP-1a presenta 

entrambe le funzioni (104). 
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Nella NAFLD, l'iperinsulinemia indotta dallo stato di insulino-resistenza 

determina la sovraespressione di SREBP-1c a livello epatico con conseguente 

aumento della biosintesi de novo degli acidi grassi. Inoltre l'attivazione di 

SREBP-1c induce l'attivazione di ACC2, una isoforma dell’acetil-CoA 

carbossilasi (ACC), che produce malonil-CoA a livello della membrana 

mitocondriale; quest’ultima a sua volta inibisce la carnitina palmitoil 

transferasi-1 (CPT-1) preposta al trasporto degli acidi grassi nei mitocondri 

determinando di conseguenza una diminuzione della β-ossidazione degli acidi 

grassi (101). La riduzione della β-ossidazione degli acidi grassi, presente nella 

NAFLD, è determinata anche dalla disfunzione mitocondriale correlata a tale 

patologia. 

Nella NAFLD, l'insulino-resistenza associata all’iperglicemia induce a livello 

epatico l'attivazione del fattore di trascrizione ChREBP (Carbohydrate 

Response Element Binding Protein). 

In condizioni d’iperglicemia, si osserva un incremento del flusso di glucosio 

all'interno dell'epatocita ed un incremento dei livelli di xilulosio-5-fosfato (Xu-

5-P), mediante la via dello shunt dell'esoso-monofosfato che determina 

l'attivazione della fosfafatasi PP2A la quale defosforila CHrebP attivandolo, la 

defosforilazione infatti ne promuove la traslocazione nucleare ed il legame al 

promotore della liver type piruvato chinasi (L-PK), un enzima chiave nella 

regolazione della glicolisi. L-PK catalizza la conversione del fosfoenol-

piruvato in piruvato, che entra nel ciclo di Krebs per generare citrato, la fonte 

principale di acetil-CoA utilizzato per la sintesi degli acidi grassi (101) (Figura 

9). 
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Figura 9. Attivazione della L-PK per la sintesi degli acidi grassi (101). 

 

Riassumendo, nella NAFLD l'attivazione di SREBP-1c mediata 

dall'iperinsulinemia e l'attivazione di ChREBP indotta dall'iperglicemia 

innescano in maniera sinergica la conversione dell’eccesso di glucosio in acidi 

grassi. 

1.6.2 STRESS OSSIDATIVO  

Lo stress ossidativo è determinato da un’alterazione del normale equilibrio tra i 

fattori ossidanti ed i fattori antiossidanti intracellulari. I più importanti fattori 

ossidanti sono i ROS (Reactive Oxygen Species) ed i mitocondri sono tra i più 

noti produttori. L'iper-impegno della catena di trasporto mitocondriale dovuto 

al metabolismo degli acidi grassi e la disfunzione della catena di trasporto 

mitocondriale determinano l'incremento della produzione di ROS; quindi 
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disfunzioni a livello mitocondriale potrebbero giocare un ruolo chiave nella 

patogenesi della NAFLD. Dati presenti in letteratura, condotti in pazienti 

NAFLD, mostrano alterazioni ultrastrutturali a livello mitocondriale (105); 

inoltre sia nell'uomo che in modelli animali di NAFLD è stata riportata una 

riduzione dell'attività funzionale dei complessi della catena di trasporto 

mitocondriale ed una riduzione della produzione di ATP (106, 107). 

I mitocondri non sono l'unica fonte di ROS nella patogenesi della NAFLD, 

infatti l’inibizione della β-ossidazione mitocondriale determina l'attivazione di 

vie alternative di degradazione degli acidi grassi come la β-ossidazione 

perossisomiale e la ω-ossidazione microsomiale, entrambe fonti di ROS. 

Infine la perossidazione degli acidi grassi polinsaturi (PUFAs) innescata dai 

ROS determina la produzione di aldeidi reattive come sottoprodotto di 

reazione, ad esempio il trans-4-idrossi-2 noneale (4-HNE) e la malondialdeide 

(MDA). Il 4-HNE e la MDA, essendo più stabili dei ROS, amplificano l'effetto 

dello stress ossidativo e sono capaci di diffondere verso target extracellulari 

distanti (108). 

1.6.3 INFIAMMAZIONE 

Un altro aspetto cruciale nella patogenesi della NASH è rappresentato 

dall’infiammazione. Diversi tipi di cellule immunitarie vengono reclutati e/o 

attivati nel sito della lesione, contribuendo allo sviluppo ed alla progressione 

della NASH. In particolare, l'attivazione delle cellule di Kupffer (KC) è 

fondamentale nella NASH e precede il reclutamento di altre cellule (109). È 

stato dimostrato da Lanthier et al.(110) che la deplezione delle KC aumenta la 
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sensibilità all'insulina, migliora l'infiammazione e la fibrosi. Le KC presentano 

un’elevata plasticità ed in base alle condizioni ambientali e metaboliche 

possono essere distinti due fenotipi differenti: M1 con effetto pro-

infiammatorio e M2 con effetto immunoregolatorio (111). La differenziazione 

delle KC verso il fenotipo M1 è principalmente guidata dai PAMP (Pathogen-

Associated Molecular Patterns) che interagendo con i TLR (Toll Like 

Receptor) inducono la secrezione di varie citochine, come IL-1β, IL-12, TNF-

α, CCL2 e CCL5, che determinano un ulteriore danno agli epatociti ed il 

rilascio di DAMP (Damage-Associated Molecular Patterns). I DAMP, a loro 

volta, agiscono sui TLR amplificando l'attivazione delle KC e l'infiammazione. 

Inoltre, alcune citochine (CCL2 e CCL5) inducono l'attivazione delle HSC 

(Hepatic Stellate Cells), dando inizio ad una risposta fibrogenica (112). Le KC 

che mostrano il fenotipo M2 producono diversi mediatori con proprietà 

antinfiammatorie, come IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-α PMID: 23720329 (113). 

Diversi studi mostrano che nella NASH l'alterato reclutamento dei neutrofili 

contribuisce in modo determinante al danno epatico, all'infiammazione ed alla 

fibrosi attraverso il rilascio di diversi fattori, inclusi gli enzimi citotossici come 

la mieloperossidasi e l'elastasi (114, 115) (Figura 10). 
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Figura 10. Schema rappresentativo dei mediatori infiammatori rilasciati durante la NASH 

(112). 
 

Nella NASH, l'attivazione delle cellule Natural Killer può essere determinata 

da un ampio numero di ligandi e citochine; tuttavia il ruolo di queste cellule 

nella patogenesi della NASH rimane ancora controverso (116). 

Le vie di trasduzione del segnale indotte dai recettori di morte come TRAIL-R 

(TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), Fas e TNFR (Tumor Necrosis 

Factor Receptor) sono up-regolate nella NASH, questo potrebbe indicare un 

loro coinvolgimento nel promuovere l'infiammazione e la secrezione di 

chemochine. Sebbene nei pazienti affetti da NASH il ruolo di Fas e TNFR non 

sia ancora del tutto chiaro, in vivo è stato dimostrato che l’assenza di TRAIL-R 

è protettiva, infatti topi con deficit di TRAIL-R mostrano una riduzione nel 

grado di steatosi, d’infiammazione e di fibrosi in associazione ad un più basso 

livello di apoptosi epatocitaria (117). Inoltre, è stato riportato che eventi critici 

nella NAFLD, come lo stress del reticolo endoplasmatico e la disfunzione 

mitocondriale, inducono l'apoptosi attraverso TRAIL-R/caspasi 8 (118). 
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1.7 FIBROSI EPATICA 

La fibrosi epatica è il risultato finale di un danno indotto da differenti stimoli 

cronici in combinazione con un accumulo progressivo di matrice extracellulare 

(ECM) (119) (Figura 11). Le principali cause di fibrosi epatica nei paesi 

industrializzati comprendono l'infezione cronica da HCV, l'abuso di alcol e la 

NASH (120). L’accumulo progressivo di ECM altera la normale architettura 

del fegato portando alla formazione inizialmente di setti fibrotici e 

successivamente di noduli di rigenerazione, concludendosi con lo sviluppo 

della cirrosi (121). La cirrosi è caratterizzata da disfunzione epatocellulare e 

determina un aumento della resistenza intraepatica al flusso sanguigno che si 

traducono rispettivamente in insufficienza epatica ed ipertensione portale 

(122). 

Negli ultimi anni sono stati fatti innumerevoli progressi nel comprendere i 

meccanismi che regolano la fibrogenesi. In passato si riteneva che la fibrosi 

epatica fosse un processo passivo ed irreversibile dovuto al collasso del 

parenchima epatico ed alla sua sostituzione con tessuto ricco di collagene 

(123). Attualmente la fibrosi epatica viene considerata un processo dinamico 

derivante da un lato dall'attivazione cronica di meccanismi di riparo tissutale e 

dall’altro dalla sintesi e dalla rimozione dell’ECM (124). 
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Figura 11. Alterazione dell’architettura del fegato in seguito a stimoli cronici (120). 

 

Inoltre, nella fibrosi epatica è possibile osservare alterazioni sia della quantità 

che della composizione dell’ECM. Negli stadi avanzati della fibrosi, il fegato 

presenta un quantitativo di ECM circa sei volte superiore rispetto al normale, 

costituito prevalentemente da collagene (I, III e IV), fibronectina, undulina, 

elastina, laminina, acido ialuronico e proteoglicani. L’accumulo di ECM è 

causato da un aumento della sua sintesi e da una riduzione della sua 

degradazione. La ridotta attività delle metallo-proteinasi (MMP), enzimi 

deputati alla degradazione dell’ECM, dipende principalmente dall’incremento 

dei loro specifici inibitori (TIMPs) (124). 

In seguito a danno epatico, le principali cellule deputate alla produzione di 

ECM sono le cellule stellate epatiche (HSC) (125). Normalmente le HSC sono 
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localizzate al livello degli spazi di Disse e svolgono la funzione di depositi di 

vitamina A. Le HSC, in presenza di danno epatico, si attivano differenziandosi 

in miofibroblasti con proprietà contrattili, pro-infiammatorie e fibrogeniche 

(126). Le HSC attivate, migrano e si accumulano a livello del tessuto 

danneggiato, producendo una gran quantità di ECM e regolandone la 

degradazione.  

Durante la fibrogenesi epatica si verifica una complessa interazione tra 

differenti linee cellulari (Figura 12). Gli epatociti rappresentano il principale 

bersaglio di agenti epatotossici come i virus delle epatiti, i metaboliti 

dell’alcool e gli acidi biliari (127). 
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Figura 12. Meccanismi cellulari della fibrosi epatica (120). 

Gli epatociti danneggiati producono ROS e mediatori fibrogenici con 

conseguente richiamo di cellule infiammatorie (128), attivazione delle HSC ed 

aumento della sintesi di collagene (129). Inoltre, le stesse HSC in corso di 

fibrosi epatica sono in grado di produrre specie reattive, contribuendo in 

maniera autocrina alla fibrogenesi epatica (130).  
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Sono diversi i fattori di crescita e le citochine coinvolte nell’attivazione delle 

cellule epatiche stellate e nel meccanismo di fibrogenesi (Figura 12): 

- Il PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), prodotto principalmente 

dalle cellule di Kupffer, è il più importante agente mitogeno per le 

HSC. Il legame del PDGF ai suoi recettori determina la dimerizzazione 

del recettore con conseguente fosforilazione dei residui di tirosina nel 

dominio intracellulare. Ciò porta all'attivazione della pathway di Ras-

MAPK, attraverso la via di trasduzione del segnale di PI3K-AKT/PKB 

ed alla mobilizzazione degli ioni calcio intracellulari che attivano i 

membri della famiglia PKC (131).  

- Il TGFα (Transforming Growth Factor α) e l'EGF (Epidermal Growth 

Factor) sono due potenti fattori di crescita epiteliale che vengono 

secreti in corso di danno epatico e stimolano la proliferazione delle 

HSC (132, 133).  

- Il TGFβ1 (Transforming Growth Factor Beta 1), è un mediatore chiave 

della fibrogenesi epatica e una volta attivato, si lega alle proteine Smad, 

stimolando la produzione di collagene (134). Le HSC quiescenti sono 

indotte dal TGFβ1 a differenziarsi in miofibroblasti che secernono 

ECM (135). 

- Le adipochine, citochine prodotte dal tessuto adiposo, regolano la 

fibrogenesi epatica; in particolare, la leptina è indispensabile per 

l’attivazione delle cellule stellate epatiche e lo sviluppo di fibrosi (136). 
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- L’angiotensina II causa flogosi epatica e stimola la proliferazione e la 

migrazione delle cellule epatiche stellate, nonché la produzione di 

citochine pro-infiammatorie e la sintesi di collagene (137). 

1.8 LNCRNA E NAFLD 

Nell’ultimo decennio, numerosi studi hanno dimostrato che i long non-coding 

RNA hanno un ruolo chiave, nell’insorgenza e nella progressione della 

NAFLD e di altre patologie epatiche. 

Tra i lncRNA noti, H19 è stato il primo ad essere stato associato a malattie 

epatiche (138); nel corso degli anni sono stati identificati molti altri lncRNA 

associati a malattie epatiche, in particolare nella progressione verso l’HCC, tra 

cui MEG3 (139), HULC (140), MALAT-1 (141), HOTAIR (142), TUC338 

(143). 

Nonostante i differenti studi sopra citati, sono ancora pochi i lavori che hanno 

analizzato il ruolo dei lncRNA nella patogenesi della NAFLD.  

In uno studio condotto da Sun et al, è stato effettuato il profiling dei lncRNA 

nel tessuto epatico di pazienti con NAFLD che ha portato all'identificazione di 

535 lncRNA sovraespressi e di 1200 lncRNA sottoespressi; inoltre mediante 

analisi condotte in silico è emerso che molti di questi lncRNA sono coinvolti in 

processi metabolici e nella regolazione di elementi chiave del reticolo 

endoplasmatico (144). Un altro lncRNA identificato è FLRL2, la cui 

espressione era ridotta nei topi NAFLD rispetto ai controlli, come quella del 

suo gene codificante (ARNT1) (145). La down-regolazione di ARNT1 è stata 

osservata in topi obesi (146), che avevano alti livelli di acidi grassi circolanti e 
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formazione di grasso ectopico nel fegato (147) suggerendo che esiste un 

possibile ruolo di FLRL2 nell’accumulo dei lipidi epatici.  

Oltre a questi lncRNA, sono stati identificati anche altri due lncRNA coinvolti 

nella NAFLD: il lncLSTR che regola il metabolismo lipidico sistemico (148) 

ed il lncARSR che regola la sintesi e l'ossidazione degli acidi grassi tramite la 

via di Akt /SREBP-1c (149).  

L'identificazione di questi lncRNA deregolati nel metabolismo dei lipidi epatici 

suggerisce che l’analisi dell’espressione di questi lncRNA potrebbe essere 

utilizzata per identificare le fasi iniziali della NAFLD. 

Uno studio effettuato in modelli murini di NAFLD ha mostrato la 

sovraespressione di 111 lncRNA e la sottoespressione di 180 lncRNA rispetto 

ai controlli. In questo studio, sono stati identificati sette lncRNA coinvolti nella 

regolazione del ritmo circadiano; in particolare gli autori hanno dimostrato che 

l’up-regolazione del lncRNA FLRL6 era in grado di regolare positivamente 

l'espressione di PER2, un regolatore del ritmo circadiano (145). Il 

coinvolgimento del lncRNA FLRL6 nella regolazione dell'espressione di PER2 

potrebbe essere importante nella progressione della NAFLD, poiché PER2 è in 

grado di regolare, a sua volta, il metabolismo lipidico nelle cellule epatiche 

tramite la via PPARγ (150).  

1.9 LNCRNA E FIBROSI EPATICA 

In un recente studio, mediante l’analisi dell’intero trascrittoma effettuato su 

biopsie epatiche di pazienti con NASH (n = 48), è stato identificato un lncRNA 

fegato-specifico pro-fibrotico (lnc18q22.2); il lnc18q22.2 era sovraespresso nei 
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pazienti con NASH e la sua l’espressione era associata sia ad un più alto 

NASH/NAFLD score sia ad un più alto indice di fibrosi epatica (151). Allo 

stesso modo un altro studio, in cui venivano effettuati esperimenti di profiling 

in biopsie epatiche di pazienti con NAFLD (n = 24), identificava MALAT-1 

come un potenziale regolatore di infiammazione e di fibrosi (152). 

L'analisi dei lncRNA nel tessuto epatico di pazienti con fibrosi, ha portato 

all'identificazione di differenti lncRNA associati alla fibrosi ad esempio il 

lncRNA HOTTIP (HOXA distal transcript antisense RNA). Li et al. hanno 

riscontrato una sovraespressione di HOTTIP in pazienti con fibrosi rispetto ai 

controlli ed ancor di più in pazienti con cirrosi (153), ciò ha fatto supporre che 

la sua espressione incrementi all’aumentare della gravità del danno epatico. 

Un altro lncRNA associato alla fibrosi è il lncRNA linc-SCRG1. Wu et al. 

hanno dimostrato che linc-SCRG1 era sovra-espresso in biopsie di pazienti con 

cirrosi e che la sua inibizione era associata ad una riduzione dei geni correlati 

alla fibrosi ed all'apoptosi (154). Il meccanismo attraverso il quale linc-SCRG1 

promuove la fibrosi è stato dimostrato attraverso l'inibizione dell'espressione 

della tristetraprolina (TTP), una RNA-binding protein (RBP) coinvolta nella 

degradazione delle proteine (154). 

Oltre ai lavori condotti sull'uomo, anche gli studi eseguiti su modelli animali 

con fibrosi o con lesioni epatiche hanno portato all'identificazione di numerosi 

lncRNA pro-fibrotici. 

Lo studio di Zhang et al. effettuato in modelli animali di fibrosi epatica, ha 

dimostrato che il lnc-LFAR1 (liver fibrosis-associated lncRNA1) era 

sovraespresso nelle HSC e che il suo legame diretto con le proteine Smad2/3 
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promuoveva l’attivazione delle pathway di TGFβ, Notch e l’apoptosi degli 

epatociti (155). 

Inoltre, sono stati identificati altri lncRNA up-regolati nei tessuti fibrotici e 

nelle HSC attivate, tra cui APTR (Alu-Mediated p21 Transcriptional 

Regulator) (156), PVT1 (Plasmacytoma Variant Translocation 1) (157), 

HOTAIR (Homeobox Transcript Antisense RNA) (158), LncRNA H19 (159) e 

NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 1) (160). La maggior parte di 

questi lncRNA esercita i propri effetti attraverso la proteina ACTA2 ed il 

collagene (COL1A1). Questi lncRNA pro-fibrotici, potrebbero essere utilizzati 

come biomarcatori di progressione della fibrosi e l'inibizione della loro 

espressione può essere utilizzata come strategia di trattamento. 

Per quanto riguarda i lncRNA con un ruolo anti-fibrotico nel fegato, uno studio 

condotto da Gong et al., in un cui sono state effettuate analisi high-throughput 

su tessuto epatico di ratti ha permesso di identificare 231 lncRNA 

differenzialmente espressi e di caratterizzare il ruolo di uno specifico lncRNA 

(NR_002155.1), che era in grado di inibire l’attivazione delle HSC sia in vitro 

che in vivo (161).  

Altri esempi di lncRNA con un ruolo anti-fibrotico sono rappresentati da 

MEG3 (162), GM5091 (163) e lincRNA-p21 (164). E' stato dimostrato che 

questi tre lncRNA presentano livelli d’espressione ridotti in animali fibrotici 

rispetto ai controlli; il ripristino dell'espressione di MEG3 e GM5091 è in 

grado di determinare la down-regolazione di α-SMA e COL1A1 (162, 163).  
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1.10 LNCRNA NEI FLUIDI BIOLOGICI 

Nell'ultimo decennio, diversi studi si sono concentrati sugli RNA circolanti 

come potenziali biomarcatori diagnostici e prognostici di differenti patologie 

(165, 166). In particolare, gli RNA non codificanti hanno ricevuto una grande 

attenzione grazie al loro ruolo di regolatori intracellulari dell'espressione 

genica. Gli RNA presenti nei fluidi corporei, inclusi lncRNA e mRNA, hanno 

delle caratteristiche essenziali che li rendono dei buoni candidati come 

biomarcatori: 1) il prelievo del campione non richiede l’intervento diretto sui 

tessuti 2) i loro livelli d’espressione possono essere facilmente determinati con 

tecniche di biologia molecolare di base 3) sono notevolmente stabili (167-169). 

Ciò che rende stabili queste molecole nei fluidi corporei sembra essere il loro 

inglobamento all’interno di vescicole membranose o l'associazione a RBP 

(168, 170). Inoltre, è stato riportato che la stabilità dei lncRNA e degli mRNA 

deriva dalla loro capacità di formare strutture secondarie altamente stabili 

(168).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

1.11 LNCRNA CIRCOLANTI NELLE PATOLOGIE 

EPATICHE 

Come affermato in precedenza, l'esame istologico del tessuto bioptico è 

considerato il gold standard per la diagnosi di NAFLD e la stadiazione della 

fibrosi epatica; ma il rischio di complicanze connesse alla procedura, gli errori 

di campionamento, la variabilità nell'interpretazione istopatologica ed i costi 

hanno portato a un crescente interesse per strategie alternative non invasive di 
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diagnosi (171). Poiché i lncRNA vengono rilasciati in circolo e sono 

estremamente stabili nei fluidi biologici, l’uso di queste molecole come nuovi 

biomarcatori di patologie umane, comprese quelle epatiche (172), sta 

suscitando un notevole interesse nella comunità scientifica.  

Yang et al. hanno osservato che i livelli plasmatici di AK128652 e di 

AK054921 in soggetti affetti da cirrosi alcolica erano inversamente associati 

alla sopravvivenza, suggerendone l'utilizzo come biomarcatori predittivi della 

sopravvivenza nel paziente cirrotico (173). 

Toraih et al. hanno dimostrato che i livelli sierici di MALAT1 erano più alti 

nei pazienti affetti da carcinoma epatico rispetto ai pazienti con cirrosi epatica 

indotta da HCV e rispetto ai controlli, per questo motivo l'analisi 

dell'espressione di MALAT1 potrebbe permettere la diagnosi differenziale tra 

questi gruppi di soggetti (174). 

In un altro studio, è stato osservato che i livelli plasmatici di RP11-160H22.5, 

XLOC_014172 e LOC149086 erano correlati con la tumorigenesi nell'HCC 

inoltre l’espressione di XLOC_014172 e LOC149086 risultava più elevata nei 

pazienti con carcinoma epatico metastatico, suggerendo un possibile ruolo di 

questi due lncRNA come biomarcatori di metastasi nell’HCC (175). 

Un recente studio ha esaminato lncRNA-ATB, un lncRNA coinvolto nella 

fibrosi epatica, mostrando che nei pazienti con HCV i livelli plasmatici di 

questo lncRNA erano significativamente associati allo stadio della fibrosi 

epatica (176). I livelli sierici di un altro lncRNA, lincRNA-p21, erano 

negativamente correlati allo stadio della fibrosi epatica nei pazienti con HBV 

(177). 
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Tuttavia, l’utilizzo dei lncRNA come biomarcatori non invasivi per la diagnosi 

di NAFLD e per la stadiazione della fibrosi rimane ancora un campo per lo più 

inesplorato che necessita di ulteriori approfondimenti. 
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2. OBIETTIVI 

Gli obiettivi principali di questa tesi sono stati i seguenti:  

- Effettuare uno screening iniziale dei coding e non-coding RNA 

analizzando l’intero trascrittoma espresso nel siero di pazienti mild 

NAFLD (NAS score ≤4; F=0), severe NAFLD (NAS score ≥5; F=3) e 

soggetti di controllo. 

- Verificare il coinvolgimento, attraverso metodi computazionali, dei 

coding e dei non-coding RNA differenzialmente espressi identificati in 

pathway associate alla fisiopatogenesi della NASH e della fibrosi.  

- Validare la deregolazione dei coding e dei non-coding RNA 

differenzialmente espressi precedentemente identificati, mediante single 

Real time PCR, in una coorte interna indipendente più ampia ed in una 

coorte esterna di pazienti con NAFLD. 

- Analizzare l’espressione dei trascritti differenzialmente espressi nelle 

biopsie epatiche di 12 soggetti: 4 CTRL, 4 mild NAFLD, 4 severe 

NAFLD e nelle cellule HepG2 esposte ad una miscela di oleato e 

palmitato o solo palmitato (modello cellulare di NAFL/NASH) sia a 

livello intracellulare che extracellulare.  

- Analizzare la correlazione dei livelli di espressione dei coding e dei 

non-coding RNA differenzialmente espressi precedentemente 

identificati, con i parametri clinici e biochimici di routine e con gli 

indici bioptici.  
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- Testare il potere diagnostico dei coding e dei non-coding RNA 

identificati (sia singolarmente che in associazione tra loro e/o con i 

parametri clinici correlati) al fine di migliorare l’identificazione dei 

pazienti con NAS score ≥ 5 rispetto a NAS score ≤ 4, dei pazienti 

NASH rispetto a NOT NASH ed infine dei pazienti con fibrosi F 3-4 

rispetto a quelli con fibrosi F 0-2.  
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 SOGGETTI DELLO STUDIO 

Questo studio ha coinvolto due coorti di soggetti: 1) una prima coorte di studio 

costituita da 100 soggetti (71 pazienti con NAFLD e 29 controlli) arruolati 

nella Sezione di Gastroenterologia ed Epatologia dell'Ospedale Universitario di 

Palermo; 2) una seconda coorte esterna (50 pazienti con NAFLD) arruolata 

presso la Fondazione IRCCS Ca’ Granda Ospedale Maggiore Policlinico di 

Milano. 

La diagnosi di NAFLD è stata confermata mediante biopsia epatica in pazienti 

che presentavano steatosi epatica rilevata ecograficamente e/o aumentati livelli 

di AST e ALT (> 6 mesi).  

La coorte NAFLD è stata stratificata in base ai seguenti criteri: 

- presenza o assenza di NASH (definita come presenza simultanea di 

steatosi, ballooning e infiammazione lobulare): NASH o NOT NASH; 

- Kleiner NAS score ≤4 e ≥5, (NAS score ≥5 associato alla diagnosi 

definitiva di NASH). 

Abbiamo inoltre stratificato la coorte di pazienti con NAFLD in base alla 

gravità della fibrosi: 

- i pazienti con fibrosi assente o da lieve a moderata (F=0-2)  

- i pazienti con fibrosi avanzata e cirrosi (F=3-4). 
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Sono stati esclusi dallo studio i soggetti con epatite alcolica o indotta da 

farmaci, epatite autoimmune o virale, malattia epatica colestatica o genetica. 

Sono stati inoltre esclusi dallo studio i soggetti con consumo alcolico superiore 

a 30 g/die per gli uomini e 20 g/die per le donne (178). Per tutti i partecipanti 

allo studio sono stati raccolti gli indici antropometrici (altezza, peso, 

circonferenza della vita) e dati biochimici (ALT, AST, GGT, colesterolo totale, 

colesterolo HDL e trigliceridi). 

 Lo studio è stato condotto in conformità alle linee guida della Dichiarazione di 

Helsinki ed è stato approvato dal comitato etico dell'Ospedale Universitario di 

Palermo e di Milano. Prima delle procedure è stato ottenuto un consenso 

informato scritto da tutti i pazienti partecipanti allo studio. 

 

3.2 VALUTAZIONE ISTOPATOLOGICA 

Le biopsie epatiche sono state analizzate in cieco da un anatomopatologo 

esperto, che ha assegnato ad ogni campione uno score (NAS, NAFLD Activity 

Score) secondo la classificazione di Kleiner (38) ed ha valutato il grado di 

fibrosi.  

La dimensione media delle biopsie epatiche era di 25 mm (range 15-45) con 

almeno 11 tratti portali. Le biopsie epatiche sono state colorate con 

ematossilina ed eosina e tricromica di Masson. L’elastografia epatica è stata 

eseguita con il dispositivo medico FibroScan utilizzando la sonda M (sonda 

standard) (179). 
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Una piccola porzione di tessuto epatico, ottenuta da 12 soggetti sottoposti a 

biopsia epatica a scopo diagnostico, è stata congelata in azoto liquido e 

immediatamente conservata a -80 °C.  

3.3 RACCOLTA DEL CAMPIONE 

I campioni di sangue sono stati ottenuti tramite prelievo in apposite provette 

sottovuoto e successivamente centrifugati a 3500 rpm per 15 minuti a 4 °C per 

favorire la separazione del siero dal sangue intero. Il siero è stato ulteriormente 

centrifugato a 3500 rpm per 15 minuti in modo tale da rimuovere eventuali 

residui cellulari. Il surnatante è stato quindi aliquotato e congelato a - 80°C. 

3.4 ESPERIMENTI IN VITRO SU CULTURE CELLULARI 

La linea cellulare di epatocarcinoma HepG2 è stata acquistata all'ATCC 

(American Type Culture Collection). E' stata verificata l'assenza di 

contaminazione da micoplasma mediante Hoechst staining e PCR. Le cellule 

sono state coltivate a 37°C con il 5% di CO2 in DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium, Sigma-Aldrich), supplementato con il 7% di FBS (Fetal Bovine 

Serum, Thermo Fisher Scientific), 100 U penicillina/mL, 100 µg 

streptomicina/mL e 2mM L-glutammina (Sigma-Aldrich).  

Per indurre l’accumulo di grasso nelle cellule e simulare la steatosi epatica 

non-alcolica (NAFL) o la steatoepatite non-alcolica (NASH), le HepG2 sono 

state esposte a una miscela di oleato:palmitato (OA:PA) in rapporto 2:1 o solo 

palmitato (PA) ad una concentrazione finale di 0,5 mM per 48 ore (180). 
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3.5 ESTRAZIONE DELL’RNA 

L'RNA totale è stato estratto dai campioni di siero, dalle HepG2, dai terreni di 

coltura cellulare e dalle biopsie epatiche utilizzando il miRNeasy mini kit 

(Qiagen) secondo alle istruzioni del produttore (181). L'RNA è stato eluito con 

200 μl di RNase/DNase free water. Successivamente, l'RNA eluito è stato 

precipitato con 500 μl di etanolo assoluto e 20 μl di acetato di sodio 3 M 

overnight a -80°C. I pellet di RNA sono stati lavati due volte con etanolo al 

75% e infine risospesi in acqua distillata RNase/DNase free water. L'RNA 

totale della linea cellulare HepG2 è stato estratto utilizzando TRIzol (Thermo 

Fisher Scientific) secondo le istruzioni del produttore. La quantità e la qualità 

dell'RNA totale sono state misurate mediante spettrofotometro NanoDrop 

(Thermo Fisher Scientific). 

3.6 ANALISI DEI MICROARRAY 

Le analisi dell’intero trascrittoma di quattro campioni di siero mild NAFLD 

(NAS score ≤4 F=0), quattro severe NAFLD (NAS score ≥5, F=3) e quattro 

controlli sani sono state eseguite utilizzando la tecnologia dei microarray 

Clariom D Pico Assay (Thermo Fisher Scientific) che è in grado di rilevare 

oltre 542.500 trascritti, inclusi mRNA e diverse classi di ncRNA (circRNAs, 

lncRNA, miRNA, i rispettivi precursori e altri piccoli RNA). 10 ng di RNA 

totale sono stati utilizzati per sintetizzare il cDNA a singolo filamento 

contenente la sequenza del promotore T7 all'estremità 5’. L’adattatore al 3’ è 

stato aggiunto al cDNA a filamento singolo come modello per la sintesi del 

cDNA a doppio filamento, mediante reazione di amplificazione pre-IVT 
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ottimizzata utilizzando i seguenti parametri: 12 cicli di amplificazione a 94°C 

per 30 secondi, 70°C per 5 minuti e 4°C per 2 minuti. La sintesi dell'RNA 

antisenso (cRNA) e l'amplificazione overnight (14h) mediante trascrizione in 

vitro (IVT) della matrice di cDNA a doppio filamento, sono state eseguite 

utilizzando la polimerasi dell'RNA T7 in un termociclatore con coperchio 

riscaldato. Il cRNA è stato purificato utilizzando delle sfere magnetiche e la 

resa è stata valutata utilizzando un calcolo di 40 μg/mL/A260 con lo 

spettrofotometro UV-Vis NanoDrop ™ ND-1000. Sono stati ottenuti circa 20 

μg di cRNA che sono stati utilizzati per sintetizzare il cDNA a singolo 

filamento senso (ss-cDNA). Qualsiasi template di cRNA rimanente è stato 

rimosso mediante digestione con RNase H ed attraverso la purificazione del ss-

cDNA utilizzando un protocollo di microsfere magnetiche. La resa del ss-

cDNA è stata valutata utilizzando un calcolo di 33 μg/mL/A260 con lo 

spettrofotometro UV-Vis Nanodrop ™ ND-1000. Sono stati ottenuti circa 5,5 

μg di ss-cDNA che sono stati frammentati usando l’enzima uracil DNA-

glicosilasi (10 U/μL) e l’endonucleasi 1 (1.000 U/μL). I campioni sono stati 

quindi marcati con biotina usando la deossinucleotidil transferasi terminale (30 

U/μL). Ogni campione è stato combinato con una mix di ibridazione, 200 μL 

della miscela sono stati caricati nell’array human Clariom D. L’array è stato 

posto in una stufa (GeneChip Affymetrix 645) a 45°C che presenta al suo 

interno un sistema di rotazione (60 giri/minuto per 16 ore). Gli array sono stati 

colorati usando ”Affymetrix GeneChip Fluidics Station 450” seguendo il 

protocollo specifico della fluidica (FS450_0001) e scansionati con “Affymetrix 

GeneChip Scanner 3000”. I file CEL generati da GeneChip™ Command 
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Console™ sono stati importati in Transcriptome Analysis Suite (TAC) 4.0 

(Applied Biosystems) e i file CHP sono stati generati per l'analisi gene-level. 

3.7 ANALISI COMPUTAZIONALE 

Per comprendere la funzione dei trascritti deregolati in maniera statisticamente 

significativa per ciascun confronto (mild NAFLD versus CTRL, severe 

NAFLD versus CTRL, severe NAFLD versus mild NAFLD) abbiamo 

analizzato le pathway molecolari in cui sono coinvolti attraverso il software 

Transcriptome Analysis Console v. 4 che recupera le informazioni relative alle 

singole pathway dal database WikiPathways e stabilisce il p-value utilizzando il 

test esatto di Fisher a due code (valore p <0,05). 

3.8 SAGGI SINGOLI IN qPCR 

L’espressione degli RNA codificanti e dei non codificanti nei campioni di siero 

(coorte indipendente di 88 soggetti di studio: 63 NAFLD, 25 CTRL, coorte 

esterna di 50 pazienti NAFLD) nelle biopsie epatiche (12 soggetti: 4 CTRL, 4 

mild NAFLD, 4 severe NAFLD) e nei campioni della linea cellulare HepG2 

(CTRL, OA:PA, PA in triplicato biologico) sono stati analizzati mediante saggi 

singoli di real time PCR utilizzando il kit Power SYBR Green RNA-to-CT1-

Step (Thermo Fisher Scientific) in base al protocollo del produttore.  

I trascritti sono stati selezionati in base a tre criteri:  

(a) alti livelli di fluorescenza nel microarray;  

(b) basso valore del p-value in pazienti con severe NAFLD rispetto a mild 

NAFLD (valore p ≤ 0,02);  
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(c) coinvolgimento dei trascritti, secondo i dati presenti in letteratura, in 

pathway associate allo stress ossidativo, infiammazione, apoptosi, autofagia o 

fibrosi (182-187). 

L'espressione dei trascritti differenzialmente espressi, validati mediante saggi 

singoli in real time PCR, è stata analizzata anche nelle biopsie epatiche e in 

modelli in vitro NAFL/NASH a livello intracellulare ed extracellulare. 

Le variazioni di espressione genica sono state calcolate applicando il metodo 

del  2
-ΔΔCt

 ed utilizzando il gene GAPDH come controllo endogeno. I primer 

specifici per i geni di interesse sono stati progettati utilizzando Primer Blast 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

 

3.9 ANALISI STATISTICA 

La normalizzazione dei dati del microarray e l’identificazione dei coding e dei 

non-coding RNA DE (Differentially Expressed) sono state eseguite utilizzando 

il software della Transcriptome Analysis Console (TAC) v.4, in base ai 

seguenti parametri:  

- Tipo di analisi: Expression Gene; Summarization Method:Gene Level - 

RMA. .  

- Gene-Level P-Value <0.05, Metodo ANOVA: ebayes.  

 GraphPad Prism (versione 6.02) è stato utilizzato per eseguire:  

(a) il t-test non appaiato tra i valori di -ΔCt ottenuti dopo saggi singoli in real 

time PCR;  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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(b) l'analisi di regressione lineare tra i dati clinici/istologici ed i valori dei -ΔCt 

degli RNA codificanti/non codificanti selezionati. Le curve ROC e le analisi 

logistiche multivariate sono state eseguite tramite SPSS PASW Statistics. 

 

4. RISULTATI 

4.1 ANALISI DEL TRASCRITTOMA 

Al fine di identificare nuovi potenziali biomarcatori associati allo spettro della 

NAFLD, abbiamo eseguito l'analisi dell’intero trascrittoma nei sieri di quattro 

pazienti mild NAFLD (NAS score ≤4; F=0), quattro pazienti severe NAFLD 

(NAS score ≥5; F=3) e quattro controlli sani. I trascritti differenzialmente 

espressi in maniera statisticamente significativa in ciascun confronto sono 

rappresentati come scatter plot nella Figura 13A. 

 

Figura 13: A. Gli Scatter plot sono stati utilizzati per valutare le variazioni del trascrittoma tra 

mild NAFLD rispetto ai controlli (pannello di sinistra); severe NAFLD rispetto ai controlli 

(pannello centrale); severe NAFLD rispetto a mild NAFLD (pannello di destra). I valori 

indicati negli scatter plot rappresentano le medie dei valori del segnale normalizzati in ciascun 
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gruppo. B. Pathway deregolate in maniera statisticamente significativa modulate dai trascritti 

Differenzialmente Espressi nel confronto mild NAFLD rispetto a controllo (pannello di 

sinistra); severe NAFLD rispetto a controllo (pannello centrale); severe NAFLD rispetto a mild 

NAFLD (pannello di destra).  

 

 

 

L'analisi del trascrittoma mediante microarray ha portato all'identificazione di 

990 trascritti deregolati nel confronto mild NAFLD rispetto a CTRL; 1842 

trascritti deregolati nel confronto severe NAFLD rispetto a CTRL e 1098 

trascritti deregolati nel confronto severe NAFLD rispetto a mild NAFLD. 

I valori di Fold Change (FC) degli RNA codificanti e non codificanti 

deregolati in maniera statisticamente significativa (metodo Anova: ebayes p 

<0,05) per ciascun confronto sono riportati in Figura 14. 

Le variazioni, espresse in percentuale, delle diverse classi di RNA analizzate in 

ciascun confronto sono riportate in Figura 15. L'analisi gerarchica del 

clustering dei trascritti deregolati in maniera statisticamente significativa ha 

mostrato dei livelli di espressione specifici distinguibili in ciascun confronto: 

mild NAFLD rispetto a CTRL, severe NAFLD rispetto a CTRL, severe 

NAFLD rispetto a mild NAFLD (Figure 16, 17, 18). Ogni riga rappresenta il 

livello di espressione relativa di un singolo trascritto e ogni colonna 

rappresenta un singolo campione analizzato. 
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Figura 14: Distribuzione dei fold change degli RNA codificanti (A) e degli  RNA non 

codificanti (B) differenzialmente espressi nel confronto mild NAFLD rispetto al controllo 

(barre blu), severe NAFLD rispetto al controllo (barre rosse), severe NAFLD rispetto a mild 

NAFLD (barre verdi).  
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Figura 15: Variazioni espresse in percentuale delle diverse classi di RNA per ciascun 

confronto: mild NAFLD rispetto al controllo, severe NAFLD rispetto al controllo, severe 

NAFLD rispetto a mild NAFLD (come riportato nel software TAC v.4.0). 

 

 
Figura 16: Clustering gerarchico del profilo di espressione tra mild NAFLD e controllo. 
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Figura 17: Clustering gerarchico del profilo di espressione tra severe NAFLD e controllo. 

 

 

Figura 18: Clustering gerarchico del profilo di espressione tra severe NAFLD e mild NAFLD. 
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4.2 ANALISI DELLE PATHWAY DEI TRASCRITTI 

DIFFERENZIALMENTE ESPRESSI 

Per individuare le potenziali funzioni dei trascritti deregolati abbiamo 

identificato le pathway biologiche attraverso il programma Transcriptome 

Analysis Console. Quest’analisi bioinformatica ha mostrato che i trascritti 

differenzialmente espressi erano associati, in maniera statisticamente 

significativa (p-value del test esatto di Fisher <0,05), a diverse vie di 

trasduzione del segnale, già note per essere coinvolte nella patogenesi della 

NASH e/o della fibrosi, tra cui le seguenti pathway: infiammatorie (es. 

interleukins signalling pathways), deregolazione del metabolismo (es. electron 

transport chain, TCA cycle nutrient utilization, Sterol Responsive Element 

Binding Protein, insulin signalling), morte cellulare (es. apoptosis, 

ferroptosis), stress UPR (es. proteasome degradation, cytoplasmic ribosomal 

proteins), biosintesi della matrice extracellulare/fibrosi (es. collagen 

biosynthesis and modifying enzymes, VEGFA-VEGFR signalling pathway, 

EGF/EGFR signalling pathway) (Figura 13 B). 

 4.3 VALIDAZIONE MEDIANTE REAL TIME PCR 

Al fine di confermare i dati ottenuti mediante l’analisi di microarray, abbiamo 

analizzato l'espressione di un set di trascritti mediante qPCR in una coorte 

indipendente interna più ampia di 88 soggetti (CTRL=25, NAFLD=63) e in 

una coorte esterna di 50 pazienti NAFLD. Le caratteristiche cliniche e 

demografiche dei soggetti di ciascuna coorte sono riportate nella Tabella 1.  
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Tabella 1. Dati clinici e demografici della coorti di validazione interna ed esterna. Il t-test o il 
Mann-Whitney U test sono stati utilizzati rispettivamente per le variabili che presentavano o 

non presentavano distribuzione normale. Il Chi-square test è stato applicato per le variabili 

categoriche. Le variabili con distribuzione normale sono indicate come media ± deviazione 

standard, mentre le variabili con distribuzione non normale sono indicate come mediana e 

percentuale. KSG:Kleneir steatosis grade; KLIS: Kleneir Lobular Inflammation Score; KBS: 

Kleiner Ballooning score; KNS: Kleneir Nas Score; KFS: Kleneir Fibrosis Score. 
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La coorte NAFLD di validazione è stata stratificata in base ai seguenti criteri: 

- presenza o assenza di NASH (definita come presenza simultanea di 

steatosi, ballooning ed infiammazione lobulare); 

- Kleiner NAS score ≤4 e ≥5, (NAS score ≥5 associato alla diagnosi 

definitiva di NASH). 

Abbiamo selezionato i seguenti trascritti: i coding RNA HBA2, UBE2V1, e 

BNIP3L, il lncRNA RP11-128N14.5 e il coding/non-coding RNA 

TGFB2/TGFB2-OT1. Abbiamo scelto questi trascritti in quanto: 

- presentavano alti livelli di fluorescenza nel microarray;  

- presentavano un basso p-value nel confronto severe NAFLD rispetto a 

mild NAFLD ( p-value ≤ 0,02);  

- erano potenzialmente associati a pathway di stress ossidativo, di 

autofagia, infiammatorie, apoptotiche o fibrogeniche (182, 183, 188). 

Inoltre, è stato selezionato un ncRNA "sherveebu" (nome del gene nel database 

AceView, ID genBank: AC020558.4) come molecola di controllo down-

regolata. 

In base ai risultati del microarray, abbiamo confermato l'up-regolazione di 

UBE2V1, RP11-128N14.5, BNIP3L e TGFB2 / TGFB2-OT1 nei campioni di 

siero di pazienti con NAS score ≥5 rispetto a quelli con NAS score ≤4 (Figura 

19 A). Inoltre, tenendo conto della diagnosi di NASH (contemporanea presenza 

di steatosi, ballooning, ed infiammazione), solo RP11-128N14.5 ha raggiunto 

la significatività statistica (NASH n=45 rispetto a NOT NASH n=18, FC = 

7,13, p-value =2,00E-02) (Figura 19 B). 

 



 

 

 

63 

 

 

Figura 19: Fold change degli mRNA UBE2V1 e BNIP3L, del lncRNA RP11-128N14.5 e del 

coding/non-coding RNA TGFB2/TGFB2-OT1 validati mediante qPCR nel siero di pazienti 

con NAS ≤4 o NAS score≥5 rispetto ai controlli sani, n=88: 25 CTRL, 38 NAS score ≤4, 25 

NAS score ≥5 (pannello A). Fold change del lncRNA RP11-128N14.5 validato mediante 

qPCR nel siero di pazienti con steatosi semplice (NOT NASH), NASH e soggetti di controllo, 

n=88: 25 CTRL, NOT NASH=18, NASH=45 (pannello B). t-test *p ≤ 0.05,** p ≤0.02. 
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Abbiamo inoltre stratificato la coorte dei pazienti con NAFLD in base alla 

gravità della fibrosi. Abbiamo confrontato i pazienti con fibrosi assente o da 

lieve a moderata (F=0-2) rispetto a quelli con fibrosi avanzata e cirrosi (F=3-4). 

Secondo questa classificazione, abbiamo validato l'up-regolazione di HBA2, 

UBE2V1, BNIP3L e TGFB2/TGFB2-OT1 (Figura 20). 

 

 

Figura 20: Fold change degli mRNA HBA2, UBE2V1, BNIP3L, e del coding/non-coding 

TGFB2/TGFB2-OT1 validati mediante qPCR nel siero di pazienti con grado di fibrosi F=0-2 o 

F=3-4 rispetto ai soggetti di controllo. n=88: 25 CTRL, 37 F=0-2, 26 F=3-4. t-test *p ≤ 0.05,** 

p ≤ 0.01 ,*** p ≤ 0.001. 
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Come si può osservare nelle Figure 19 e 20, HBA2 raggiungeva la 

significatività statistica solo nel confronto F=3-4 rispetto a F=0-2 mentre 

RP11-128N14.5 raggiungeva la significatività statistica solo nei confronti NAS 

≥5 rispetto a NAS ≤4 e NASH rispetto a NOT NASH. 

È importante notare che, i trascritti analizzati erano up-regolati anche nel 

confronto F=3-4 o NAS ≥5 rispetto al gruppo di controllo come 

precedentemente mostrato nei dati del microarray. Inoltre, abbiamo anche 

validato la down-regolazione di sherveebu (AC020558.4) nei pazienti con 

NAFLD rispetto ai controlli. I valori di fold change e di p-value degli RNA 

codificanti e non codificanti selezionati, ottenuti mediante analisi microarray e 

real time PCR, sono riportati nella Tabella 2. 
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L’up-regolazione di HBA2 e TGFB2/TGFB2-OT1 in pazienti F=3-4 rispetto ai 

pazienti con F=0-2 e l'up-regolazione di UBE2V1, RP11-128N14.5, BNIP3L e 

TGFB2/TGFB2-OT1 nei pazienti con NAS score ≥5 rispetto ai pazienti con 

NAS score ≤4, di RP11-128N14.5 nel confronto NASH rispetto a semplice 

steatosi sono stati confermati anche nella coorte di validazione esterna. I valori 

di fold change ed i relativi p-value ottenuti nella coorte di validazione esterna 

sono riportati in Figura 21 ed in Figura 22. 

 

  

Figura 21: Fold change dell'mRNA HBA2 e del lncRNA TGFB2/TGFB2-OT1 validati tramite 

Real Time PCR nella coorte esterna di validazione nel confronto Fibrosi F=3-4 rispetto a F=0-

2 (n=50 26 F=0-2, 24 F=3-4).  
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Figura 22: Fold change degli mRNA UBE2V1 e BNIP3L, del lncRNA RP11-128N14.5 e del 

coding/non-coding RNA TGFB2/TGFB2-OT1 validati mediante Real Time PCR nella coorte 

esterna di validazione nel confronto NAS score ≥5 rispetto a NAS score ≤ 4 (pannello A). 

n=50: 23 NAS score ≤4, 27 NAS score ≥5. Fold change del lncRNA RP11-128N14.5 validato 

tramite Real Time PCR in campioni di siero di pazienti con NASH rispetto ai pazienti NOT 

NASH. n=50: NOT NASH: 15, NASH: 35.  
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4.4 ASSOCIAZIONE DEI TRASCRITTI VALIDATI CON I 

DATI CLINICI E I PARAMETRI ISTOLOGICI 

Abbiamo analizzato se i valori dei -ΔCt dei trascritti validati a livello sierico 

fossero correlati con gli indicatori clinici di danno epatico, sindrome 

metabolica e con gli score istologici di severità della patologia normalmente 

utilizzati per diagnosticare e stadiare la gravità della NAFLD e della fibrosi 

(Tabella 3). 

I livelli di espressione di UBE2V1 erano correlati con AST, ALT, i trigliceridi, 

il Kleiner Ballooning e il NAS score (Figura 23). 

L'espressione di BNIP3L era direttamente associata al Kleiner lobular 

inflammation, al Kleiner ballooning ed al grado di fibrosi (Figura 24).  

L'espressione di RP11-128N14.5 era associata con AST, il Kleiner Ballooning, 

il NAS score e il grado di fibrosi (Figura 25). 

Il coding/non-coding TGFB2/TGFB2-OT1 mostrava una relazione di 

regressione lineare positiva con FIB-4, la Liver Stiffness, il Kleiner lobular 

inflammation, il Kleiner ballooning ed il grado di fibrosi (Figura 26). 

Infine, abbiamo trovato una relazione lineare inversa tra i livelli di espressione 

di sherveebu ed i trigliceridi (Figura 27) e tra HBA2 ed i livelli di colesterolo 

totale. I p-value ed i valori di R
2
 sono riportati nella Tabella 3. 
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Figura 23: Regressione lineare tra i livelli sierici di UBE2V1 ed i dati istologici/biochimici. 

Dati istologici: Kleiner Ballooning Score (KBS), Kleiner NAS Score (KNS). Dati clinici: AST, 

ALT, trigliceridi. n=88: 37 F=0-2 (rosso), 26 F=3-4 (verde), 25 CTRL (blu). La significatività 

statistica è stata stabilita a p ≤ 0,05. 
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Figura 24: Regressione lineare tra i livelli sierici di BNIP3L ed i dati istologici. Dati istologici: 

Kleiner Lobular Infiammation Score (KLIS). Kleiner Ballooning Score (KBL). Kleiner 

Fibrosis Score (KFS). n=63: 37 F = 0-2 (rosso). 26 F = 3-4 (verde). La significatività statistica 

è stata stabilita a p ≤ 0,05. 
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Figura 25: Regressione lineare tra i livelli sierici del lncRNA RP11-128N14.5 ed i dati 

istologici/biochimici. Dati istologici: Kleiner NAS Score (KNS). Kleiner Fibrosis Score (KFS). 

Dati clinici: AST. n=88: 37 F =0-2 (rosso), 26 F=3-4 (verde), 25 CTRL (blu). La significatività 

statistica è stata stabilita a p ≤ 0,05. 
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Figura 26: Regressione lineare tra i livelli sierici di TGFB2/TGFB2-OT1 ed i dati 

istologici/biochimici. Dati istologici: Kleiner Lobular Infiammation Score (KLIF). Kleiner 
Fibrosis Score (KFS). Dati clinici: FIB-4. Liver Stiffness Measurement (LSM). n=63: 37 F=0-2 

(rosso). 26 F =3-4 (verde). La significatività statistica è stata stabilita a p ≤ 0,05. 

 

 



 

 

 

75 

 

 
Figura 27: Regressione lineare tra i livelli sierici di HBA2 e di sherveebu con dati biochimici. 

Dati clinici: trigliceridi, colesterolo totale. n=88: 37 F=0-2 (rosso), 26 F=3-4 (verde), 25 CTRL 

(blu). La significatività statistica è stata stabilita a p ≤ 0,05. 
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4.5 ANALISI DEI TRASCRITTI VALIDATI NELLE 

BIOPSIE EPATICHE E NEL MODELLO IN VITRO 

Al fine di indagare ulteriormente il possibile legame tra i trascritti validati ed  

 i meccanismi cellulari e molecolari associati all'evoluzione della malattia, 

abbiamo valutato se la deregolazione dell'RNA, osservata nel siero di pazienti 

con NAFLD, fosse presente anche nel tessuto epatico dei pazienti con NAFLD 

ed in modelli in vitro di NAFL e NASH (a livello intracellulare ed 

extracellulare). 

L'RNA totale è stato estratto da biopsie epatiche di 12 soggetti (4 CTRL; 4 

campioni mild NAFLD, NAS score ≤4 con fibrosi =0; 4 campioni severe 

NAFLD, NAS score ≥5 con fibrosi=3). 

Le cellule HepG2 sono state esposte per 48 ore a una miscela di 

Oleato:Palmitato (OA:PA) o solo al Palmitato (PA), per simulare 

rispettivamente un modello in vitro di steatosi semplice o di steatoepatite non 

alcolica, come è già stato riportato in un nostro lavoro precedentemente 

pubblicato (180). 

Nel tessuto epatico abbiamo riscontrato l’up-regolazione statisticamente 

significativa dell'mRNA UBE2V1, del lncRNA RP11-128N14.5 e del 

coding/non-coding RNA TGFB2/TGFB2-OT1 in pazienti con severe NAFLD 

rispetto a pazienti con mild NAFLD e rispetto ai soggetti di controllo sani. 

L'RNA messaggero codificante per HBA2 era up-regolato in maniera 

statisticamente significativa solo nel confronto severe NAFLD rispetto al 

controllo. Nelle biopsie epatiche analizzate, la deregolazione di BNIP3L del 
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ncRNA sherveebu (AC020558.4) non raggiungevano la significatività statistica 

(Figura 28 A). 

In accordo con i dati ottenuti nel tessuto epatico, il coding RNA UBE2V1, il 

lncRNA RP11-128N14.5 e il coding/non-coding RNA TGFB2/TGFB2-OT1 

erano up-regolati nelle cellule trattate con PA rispetto a quelle trattate con 

OA:PA e rispetto ai controlli (Figura 28 B). A differenza dei dati osservati 

nelle biopsie epatiche, i livelli di espressione dell’mRNA HBA2 a livello 

intracellulare non erano influenzati dal trattamento con acidi grassi; il ncRNA 

sherveebu (AC020558.4), invece, mostrava un trend di espressione crescente 

da NAFL a NASH statisticamente significativo. 

A livello extracellulare, l'mRNA UBE2V1 ed il ncRNA sherveebu 

(AC020558.4) erano deregolati in maniera statisticamente significativa solo nel 

confronto PA rispetto a OA:PA; il lncRNA RP11-128N14.5, l'mRNA BNIP3L 

ed il coding/non-coding RNA TGFB2/TGFB2-OT1 secreti nel mezzo di 

coltura, erano significativamente up-regolati sia nel confronto PA rispetto a 

CTRL che nel confronto PA rispetto a OA:PA (Figura 28 B). Inoltre, è 

importante notare che l'mRNA di HBA2 era espresso solo a livello 

intracellulare. 
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Figura 28: Istogrammi che rappresentano i livelli di espressione dell’mRNA UBE2V1, del 

lncRNA RP11-128N14.5, del coding/non-coding RNA TGFB2/TGFB2-OT1 e dell’mRNA 

HBA2 (pannello A) nelle biopsie epatiche. n = 12, four CTRL, four mild NAFLD: NAS ≤ 4 F 

= 0, four severe NAFLD NAS SCORE ≥ 5 F = 3. Istogrammi che rappresentano i livelli di 

espressione dell’mRNA UBE2V1, del lncRNA RP11-128N14.5, del coding/non-coding RNA 

TGFB2/TGFB2-OT1 e di sherveebu (AC020558.4) nelle cellule HepG2 trattate con OA:PA e 

PA rispetto ai controlli a livello intracellulare ed extracellulare; istogramma dei livelli di 

espressione a livello extracellulare dell’mRNA BNIP3L (pannello B). 
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4.6 ANALISI DELLE CURVE ROC 

Mediante l’analisi delle curve ROC, abbiamo analizzato le performance 

diagnostiche dei trascritti validati per l'identificazione dei pazienti F=3-4 o 

NAS ≥5 nelle coorti di validazione NAFLD. 

I trascritti che hanno raggiunto la significatività statistica nell'analisi della 

curva ROC sono stati: I) TGFB2/TGFB2-OT1 nel confronto F=3-4 rispetto a 

F=0-2 (coorte interna: AUROC=0.797, IC 95%=0.675-0.918 sensibilità=65%, 

specificità=81,3%, valore p=3,5 E-04; coorte esterna: AUROC=0,786, IC 

95%=0,623-0,950, sensibilità=62,5%, specificità=94,4%, valore p=4,4E-03); 

II) RP11-128N14.5 nel confronto NAS≥5 rispetto a NAS≤4, (coorte interna: 

AUROC=0,706, IC 95%=0,554-0,857, sensibilità=73,7%, specificità=70,4%, 

valore p=1,9E-02; coorte esterna: AUROC=0,694, IC 95%=0,545-0,843, 

sensibilità=78,3%, specificità=63%, valore p=2,0E-02). BNIP3L nel confronto 

NAS≥5 rispetto a NAS≤4, (coorte interna: AUROC=0,676, IC 95%=0,512-

0,841, sensibilità=57,9%, specificità=81,5%, valore p=4,3E-02; coorte esterna: 

AUROC=0,686, IC 95% =0,537-0,835, sensibilità=51,9%, specificità=91,3%, 

valore p=3,0E-02). 

È importante notare che i livelli di espressione di TGFB2/TGFB2-OT1 erano 

associati a FIB-4 e LSM, questi parametri vengono utilizzati nella pratica 

clinica per la diagnosi non invasiva dei soggetti F=3-4. 

Il confronto delle AUROC ha rivelato che le combinazioni TGFB2/TGFB2-

OT1 più FIB-4 (coorte interna: AUROC=0,891, IC 95%=0,799-0,982, 

sensibilità=80%, specificità=87,5%, valore p=3,0E-06; coorte esterna: 

AUROC=0,889, IC 95%=0,771-0,998, sensibilità=87,5%, specificità=83,3%, 
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valore p=1,1E-04) o TGFB2/TGFB2-OT1 più LSM (AUROC=0,892, IC 

95%=0,802-0,983, sensibilità=80%, specificità=90,6%, valore p=2,0E-06) 

presentavano una performance diagnostica superiore ad APRI (coorte interna: 

AUROC=0,759, IC 95%=0,626-0,893, sensibilità=55%, specificità=93,8%, 

valore p=1,8E-03, coorte esterna: AUROC=0,667, IC 95%=0,479-0,854, 

sensibilità=68,8%, specificità=66,7%, valore p=9,8E-02); FIB-4 (coorte 

interna: AUROC=0,819, IC 95%=0,700-0,937, sensibilità=60%, 

specificità=93,8%, valore p=1,3E-04; coorte esterna: AUROC=0,839, IC 

95%=0,698-0,979, sensibilità=93,8%, specificità=66,7%, valore p=7,7E-04); 

TGB2/TGFB2-OT1 (coorte interna: AUROC=0,797, IC 95%=0,675-0,918, 

sensibilità=65%, specificità=81,3%, valore p=3,5E-04; coorte esterna: 

AUROC=0,786, IC 95%=0,623-0,950, sensibilità=62,5%, specificità=94,4%, 

valore p=4,4E-03) e LSM (AUROC=0,841, IC 95%=0,723-0,960, 

sensibilità=85%, specificità=81,3%, valore p=4,0E-05) (Figura 29 e 30). 
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Figura 29: Analisi univariata e multivariata della curva ROC per valutare la performance 

diagnostica di APRI, FIB-4, LSM, TGFB2/TGFB2-OT1, TGFB2/TGFB2-OT1+FIB-4, 

TGFB2/TGFB2-OT1+Fibroscan per l’identificazione dei soggetti con F=3-4 rispetto F=0-2. 

AUC TGFB2/TFB2-OT1=0,797 (IC 95%=0,675-0,918, sensibilità=65%, specificità=81,3%, 

p=3,50E-04); AUC FIB-4=0,819 (IC 95%=0,700-0,937, sensibilità=60%, specificità=93,8%, 

p=1,30E-04); AUC APRI=0,759 (IC 95%=0,626-0,893, sensibilità=55%, specificità=93,8%, 
p=1,80E-03); AUC Fibroscan=0,841 (IC 95%=0,723-0,960, sensibilità=85%, 

specificità=81,3%, valore p=4,0E-05) AUC TGFB2/TGFB2-OT1+FIB4=0,891 (IC 

95%=0,799-0,982, sensibilità=80%, specificità=87,5%, p=3,00E-06). AUC TGFB2/TFB2-

OT1+Fibroscan=0,892 (IC 95%=0,806-0,983, sensibilità=80%, specificità=90,6%, p=2,00E-

06). 
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Figura 30: Analisi univariata e multivariata della curva ROC per valutare la performance 

diagnostica di APRI, FIB-4, TGFB2/TGFB2-OT1, TGFB2/TGFB2-OT1 + FIB-4 come 

biomarcatori di diagnosi dei soggetti F=3-4 rispetto ai soggetti F=0-2 nella coorte di 
validazione esterna. AUC TGFB2/TFB2-OT1=0,786 (IC 95%=0,623-0,950, sensibilità=62,5%, 

specificità=94,4%, p=4,42E-03); AUC FIB-4=0,839 (IC 95%=0,698-0,979, sensibilità=93,8%, 

specificità=66,7%, p=7,7E-04); AUC APRI=0,667 (IC 95%=0,479-0,854 sensibilità=68,8%, 

specificità=66,6%, p=9,8E-02); AUC TGFB2/TGFB2-OT1+FIB4=0,889 (IC 95%=0,771-

0,998, sensibilità=87,5%, specificità=83,3%, p=1,1E-04). 
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5. DISCUSSIONE 

L'obiettivo principale di questo lavoro è stato quello di analizzare l’intero 

trascrittoma ed in particolare i lncRNA e gli mRNA sierici espressi nei pazienti 

con NAFLD per identificare delle "molecular fingerprint" che possano in parte 

riflettere ciò che accade nel tessuto epatico danneggiato. 

Sebbene gli acidi nucleici circolanti nel plasma siano stati scoperti nel 1948 da 

Mandel e Metais (189), lo studio degli RNA come biomarcatori di diagnosi e 

prognosi si è sviluppato solo all'inizio del 2000, quando è stato dimostrato che 

gli RNA extracellulari sono inaspettatamente stabili nei confronti della 

degradazione da parte delle RNasi (190, 191).  

Negli ultimi cinque anni, la ricerca di nuovi biomarcatori nel campo 

dell’epatologia si è concentrata quasi esclusivamente sull'analisi 

dell'espressione dei microRNA circolanti (192) piuttosto che su altre classi di 

molecole di RNA. Tuttavia, a nostro avviso, altre classi di molecole di RNA 

meritano la stessa importanza che è stata data ai miRNA, oltre che per la loro 

rilevanza biologica, anche per il fatto che queste molecole sono altrettanto 

resistenti alla degradazione mediata dalle RNasi; inoltre diversi studi 

suggeriscono che la resistenza di queste molecole di RNA sia regolata dagli 

stessi meccanismi che governano la stabilità dei miRNA nei fluidi corporei, 

come l'incapsulamento della vescicola della membrana o l'associazione ad RBP 

(168, 170, 191, 193, 194). Inoltre, è stato riportato che le molecole di RNA 

codificanti e non codificanti associate agli esosomi sono funzionalmente attive 

nelle cellule bersaglio agendo come ormoni (195). 
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Il profilo d’espressione degli RNA messaggeri circolanti è stato analizzato solo 

in due studi riguardanti la tossicità epatica in modelli animali (193, 196).  

Per quanto riguarda i dati sul siero condotti nell’uomo, solamente due studi 

hanno esplorato l'espressione di specifici mRNA nell’epatocarcinoma, nella 

cirrosi e nelle epatiti virali (197, 198). Alcuni studi condotti su pazienti affetti 

da epatocarcinoma o cirrosi alcolica (173, 199) hanno riportato alterazioni dei 

lncRNA nel siero umano. Di conseguenza, la letteratura attuale su questo 

argomento, e specialmente nel contesto della malattia epatica metabolica, è 

piuttosto carente. 

In questo studio, abbiamo eseguito uno screening iniziale degli mRNA e dei 

ncRNA nel siero di pazienti affetti da NAFLD sottoposti a biopsia epatica che 

presentavano differenti gradi di severità istopatologica, ed in soggetti di 

controllo (n=12: 4 CTRL, 4 NAS ≤4 F=0, 4 NAS ≥5 F=3). Abbiamo utilizzato 

il Clariom D pico assay che richiede concentrazioni molto basse di RNA totale 

come input di reazione, in accordo alle basse rese di RNA ottenute da siero. 

Quest’analisi ha portato all’identificazione di 990 trascritti deregolati nel 

confronto mild NAFLD rispetto al gruppo di controllo, 1842 trascritti 

deregolati nel confronto severe NAFLD rispetto al gruppo di controllo e 1098 

trascritti deregolati nel confronto severe NAFLD rispetto a mild NAFLD. È 

interessante notare che i trascritti deregolati identificati mediante questo 

screening iniziale, erano statisticamente associati a pathway note per essere 

coinvolte nella fibrosi e nella fisiopatogenesi della NASH come 

l'infiammazione, lo stress UPR ed il metabolismo. 
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Per caratterizzare meglio i nostri risultati, abbiamo scelto, nella successiva fase 

di validazione mediante real time PCR, cinque trascritti differenzialmente 

espressi in maniera statisticamente significativa nel confronto severe NAFLD 

rispetto a mild NAFLD con un p-value ≤ 0,02 e potenzialmente associati alla 

progressione della NASH ed alle pathway fibrogeniche. Nei pazienti con 

NAFLD, è stata valutata l’efficienza dei trascritti validati nel predire la severità 

istologica della malattia (NAS ≥5) o della fibrosi (F=3-4). È interessante notare 

che le combinazioni di TGFB2/TGFB2-OT1 più FIB-4 (AUC=0,891, valore 

p=3,00E-06) o TGFB2/TGFB2-OT1 più LSM (AUC=0,892, valore p=2,00E-

06) erano in grado di discriminare efficacemente i pazienti con F 3-4 rispetto ai 

pazienti F 0-2. La combinazione dei valori di espressione degli RNA 

codificanti e non codificanti e dei dati clinici di routine potrebbe essere 

applicata come strumento diagnostico per lo screening non invasivo e la 

stadiazione dei pazienti NAFLD sulla base del grado di fibrosi. Inoltre, il 

trascritto con la migliore performance diagnostica per l'identificazione dei 

pazienti NAS≥5, RP11-128N14.5, ha ottenuto un AUC simile all’AST ed il 

loro uso combinato non migliorava la potenza diagnostica. Di conseguenza, 

l'identificazione di nuovi biomarcatori di diagnosi NASH è ancora aperta e 

deve essere ancora approfondita. 

Al fine di determinare un possibile legame tra gli RNA codificanti/non 

codificanti ed i meccanismi sinergici e complessi che stanno alla base della 

progressione della malattia e della fibrosi, abbiamo valutato la correlazione tra 

i valori di espressione dei trascritti validati e le caratteristiche 

cliniche/istologiche dei pazienti con NAFLD.  
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Nel nostro studio, abbiamo osservato che UBE2V1, BNIP3L, RP11-128N14.5, 

TGFB2/TGFB2-OT1 erano correlati con gli score istologici di Kleiner, in 

particolare, il Kleiner NAS score era correlato con UBE2V1 (p=4,0E-03) ed 

RP11-128N14.5 (p=3,10E-02); il Kleiner lobular inflammation score era 

correlato con BNIP3L (p=8,00E-03) e TGFB2/TGFB2-OT1 (p=3,10E-02); il 

Kleiner ballooning score era correlato con UBE2V1 (p=4,50E-02), BNIP3L 

(p=2,60E-02) e RP11-128N14.5 (p=1,20E-02); il Kleiner fibrosis score era 

correlato con BNIP3L (p=3,60E-02), RP11-128N14.5 (p=3,70E-02) e 

TGFB2/TGFB2-OT1 (p=1,60E-02). La correlazione statistica con gli score 

istologici della severità della malattia e della fibrosi suggerisce che i trascritti 

analizzati potrebbero essere potenzialmente associati alle pathway molecolari 

della NASH e della fibrogenesi epatica. 

Ad oggi, nonostante il numero di lavori pubblicati, riuscire a spiegare la 

relazione tra l’espressione degli RNA circolanti ed il danno tissutale indotto 

dalla malattia resta una sfida molto difficile. Abbiamo cercato di chiarire 

questo punto, verificando se la deregolazione degli RNA circolanti potesse 

essere in qualche modo riflessa nel tessuto epatico di soggetti con NAFLD ed 

in un modello in vitro di NAFLD. 

Il gruppo di María José Gómez-Lechón ha sviluppato due modelli in vitro di 

NAFL e NASH (200), il nostro gruppo di ricerca (180) ha successivamente 

validato questi modelli sperimentali. Nel nostro studio abbiamo trattato le 

cellule HepG2 con una miscela di oleato/palmitato (OA:PA) o solo palmitato 

(PA) per mimare rispettivamente la NAFL o la NASH. È interessante notare 

che passando da condizioni di controllo a cellule trattate con OA:PA e PA, gli 
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RNA secreti nel mezzo riflettevano parzialmente il trend di espressione 

osservato nei campioni di siero dei soggetti di controllo e dei pazienti con mild 

NAFLD e con severe NAFLD. Nel nostro modello in vitro, abbiamo anche 

osservato che l'espressione intracellulare dell’mRNA UBE2V1, del lncRNA 

RP11-128N14.5, del ncRNA sherveebu (AC020558.4) e del coding/non-coding 

RNA TGFB2/TGFB2-OT1 aumentava progressivamente, passando dalle 

condizioni di controllo alle condizioni OA:PA e PA. 

Nel nostro studio il palmitato (acido grasso libero saturo) è il principale 

responsabile degli effetti lipotossici rispetto all'oleato (acido grasso insaturo) e 

sembra innescare un'induzione dell’espressione di UBE2V1, RP11-128N14.5 e 

di TGFB2/TGFB2-OT1. La deregolazione dei coding/non-coding RNA validati 

nei nostri modelli in vitro, supporta ulteriormente l'associazione statisticamente 

significativa tra i trascritti analizzati nei sieri dei pazienti e gli score istologici 

di severità della malattia; inoltre esperimenti di induzione o di inibizione 

transiente dell'espressione genica dei trascritti identificati, ed in particolare dei 

ncRNA, nel nostro modello in vitro, potrebbero chiarire il ruolo di questi RNA 

nei processi cellulari e molecolari coinvolti nell'insorgenza ed nella 

progressione della patologia epatica, quali lo stress ossidativo, l'infiammazione, 

l'apoptosi, l'insulino-resistenza, l'alterazione del metabolismo dei lipidi e del 

glucosio.  

Poiché la NASH colpisce non solo gli epatociti nel fegato, ma coinvolge altri 

tipi di cellule epatiche (cellule epatiche stellate, cellule di Kupffer, cellule 

natural killer) ed altri tessuti/organi (intestino, tessuto adiposo, cellule 

infiammatorie circolanti), la deregolazione dei trascritti analizzati in modelli 
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cellulari di NAFL/NASH rappresenta solo un tentativo di spiegare l'aumento 

dei livelli dei lncRNA e degli mRNA nel siero; infatti questi RNA potrebbero 

essere prodotti anche da altre cellule epatiche e da tessuti extraepatici o 

potrebbero essere il risultato di effetti cumulativi. 

Per ottenere ulteriori informazioni sulla potenziale origine epatica dei trascritti 

che erano deregolati nel nostro studio e sulla loro relazione con i meccanismi 

biologici/molecolari alla base della severità della NASH/fibrosi, abbiamo 

analizzato l'espressione dei trascritti nelle biopsie epatiche di pazienti con 

NAFLD e di soggetti di controllo. È interessante notare che UBE2V1, RP11-

128N14.5, TGFB2/TGFB2-OT1 erano up-regolati nei pazienti con severe 

NAFLD rispetto a mild NAFLD e nei controlli. HBA2 era up-regolato solo nei 

pazienti con severe NAFLD rispetto ai controlli. 

Per quanto riguarda l’up-regolazione di HBA2, è stata dimostrata l’esistenza di 

una correlazione tra i livelli di emoglobina e la steatoepatite non alcolica. 

Akyuz et al. hanno riportato che l'aumento dell'emoglobina sierica è l'unico 

predittore indipendente sia della NASH che della fibrosi epatica nei pazienti 

con NAFLD e BMI <25 kg/m
2 

(201). Trak-Smayra et al. hanno eseguito uno 

studio di proteomica in una coorte di pazienti obesi in presenza o in assenza di 

lesioni epatiche ed hanno osservato una deregolazione dei livelli delle subunità 

di emoglobina libera con livelli progressivamente crescenti in pazienti obesi 

senza lesioni epatiche, in pazienti con semplice steatosi e con NASH; nello 

stesso lavoro è stato anche dimostrato che le subunità di emoglobina libera 

ritornavano a valori normali dopo la perdita di peso (202). È necessario chiarire 

se l'aumento delle subunità di emoglobina sierica libera sia dovuto ad un 
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aumento dell'emolisi o ad un aumento dell'espressione genica e proteica che si 

verifica nel fegato interessato. A supporto della prima ipotesi, è stato riportato 

che lo stress ossidativo induce una maggiore suscettibilità degli eritrociti 

all'emolisi in modelli animali di NASH (183) e nei soggetti obesi (203). A 

sostegno della seconda ipotesi, Liu et al. hanno osservato un aumento 

dell'espressione di HBA1 e di HBB in biopsie epatiche di pazienti NASH 

rispetto ai controlli; gli stessi autori hanno dimostrato che il trattamento con 

perossido di idrogeno (H2O2) nelle HepG2 aumenta l'espressione genica e 

proteica di HBA1 e HBB. In un altro lavoro, è stato dimostrato che la 

sovraespressione dell'emoglobina induce anche una riduzione dello stress 

ossidativo (182). In accordo con questi risultati, abbiamo osservato un’up-

regolazione significativa del trascritto HBA2 in pazienti con severe NAFLD 

rispetto ai controlli. Tuttavia, nonostante il palmitato sia un noto induttore di 

stress ossidativo (204), non abbiamo osservato alcuna alterazione 

dell'espressione del gene HBA2 nei nostri modelli in vitro né a livello 

intracellulare né extracellulare. Probabilmente, nella NAFLD, il contributo 

principale dell'aumento dell'espressione genica di HBA2 è dato da altri tipi di 

cellule, diverse dagli epatociti, all'interno del tessuto epatico interessato. 

Sebbene non sia stato riportato alcun legame diretto tra l'espressione del gene 

UBE2V1 e la NAFLD, UBE2V1 è coinvolto nella poli-ubiquitinazione non 

canonica di IKK, che a sua volta attiva la cascata NF-κB, che è una delle 

principali vie di trasduzione del segnale pro-infiammatorie attive nella NASH 

(205). 
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Non ci sono dati di letteratura riguardanti il coinvolgimento di RP11-128N14.5 

nella NAFLD. RP11-128N14.5 è un lungo RNA intronico trascritto nella stessa 

direzione del suo gene ospite RAP2A, codificante per proteine. RP11-

128N14.5, come già riportato per diversi lncRNA, potrebbe avere un ruolo 

nella regolazione epigenetica del proprio locus genico ospite. Non ci sono dati 

in letteratura sull'associazione tra il gene codificante RAP2A e la NAFLD, 

tuttavia, è stato riportato che nell’epatocarcinoma, RAP2A regola MAP4K4, 

che porta all'attivazione delle vie di segnalazione di JNK e NF-κB già note per 

essere associate alla patogenesi della NASH (206). 

TGF-β è un omodimero che nei mammiferi esiste in tre diverse isoforme (-β1, -

β2, -β3) e tutti i ligandi di TGF-β agiscono attraverso gli stessi sistemi di 

trasduzione del segnale. È stato ampiamente dimostrato che, nel fegato, la 

trasduzione del segnale di TGF-β è coinvolta nella fibrogenesi attraverso 

l'attivazione delle cellule epatiche stellate (HSC). Inoltre, è stato osservato che 

la via di trasduzione del segnale di TGF-β negli epatociti contribuisce alla 

morte cellulare e all'accumulo di lipidi che promuovono lo sviluppo della 

NASH (207). Negli esperimenti di validazione mediante real time PCR, 

abbiamo utilizzato dei primer in grado di amplificare sia l’RNA messaggero di 

TGFB2 che il lncRNA TGFB2-OT1 (TGFB2-Overlapping Transcript 1), un 

lncRNA recentemente scoperto derivante dal 3'-UTR di TGFB2. Abbiamo 

riscontrato che i livelli di TGFB2/TGFB2-OT1 erano aumentati nei campioni 

di siero di pazienti con un NAS score ≥ 5 e fibrosi F = 3-4. Diversi studi hanno 

evidenziato il ruolo di TGFB2-OT1 nella regolazione di pathway associate 

all’autofagia, all’apoptosi, all’infiammazione ed alla fibrosi, tutte note per 
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essere coinvolte nella progressione della NAFLD (208). Nelle cellule 

endoteliali vascolari, è stato dimostrato che TGFB2-OT1 è coinvolto nella 

regolazione negativa dell'apoptosi e nella regolazione positiva dell'autofagia e 

dell'infiammazione (184, 209). Long Tu et al. hanno riportato l'up-regolazione 

di TGFB2-OT1 nei fibroblasti derivati da cicatrici ipertrofiche, suggerendo il 

suo coinvolgimento nell'eccessiva proliferazione dei fibroblasti e nell'accumulo 

di matrice extracellulare (210). Il ruolo pro-fibrogenico e/o la maggiore 

espressione genica o proteica di TGFB2 è stato evidenziato nella fibrosi renale, 

nella fibrosi cardiaca e nella fibrosi epatica (211).  

Diversi studi hanno riportato il coinvolgimento di BNIP3L nella regolazione 

delle pathway associate alla patogenesi della NASH, in particolare all’apoptosi, 

alla necrosi, all’autofagia ed alla fibrosi. Diversi studi hanno supportato il 

coinvolgimento di BNIP3L nell'apoptosi e nella necrosi dei cardiomiociti in 

malattie cardiache (212). L’incremento dell’espressione genica e proteica di 

BNIP3L HIF1b-dipendente è stato riportato in epatociti primari trattati con 

etanolo e in modelli murini di danno epatico e di steatosi indotti da alcol (213). 

Sebbene questi dati supportino la potenziale attivazione di questa pathway 

nella steatosi epatica, non abbiamo osservato la sua attivazione nelle biopsie 

epatiche e nei modelli in vitro a livello intracellulare. Per quanto riguarda il 

ruolo pro-fibrogenico di BNIP3L, Weili Liu et al. hanno osservato che 

l'espressione di BNIP3L aumenta nella fibrosi cardiaca (185). 
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6. PROSPETTIVE FUTURE 

Il nostro studio ha portato all’identificazione di un set di coding e di non-

coding RNA (UBE2V1, BNIP3L, RP11-128N14.5, TGFB2/TGFB2-OT1 e 

sherveebu) differenzialmente espressi nel siero di pazienti con NAFLD, nelle 

biopsie epatiche e nelle cellule HepG2 esposte ad una miscela di oleato e 

palmitato o solo palmitato (modello cellulare di NAFL/NASH) sia a livello 

intracellulare che extracellulare.  

I dati sui trascritti che sono stati trovati differenzialmente espressi nel nostro 

studio e che sono stati validati in real time PCR, dovrebbero essere 

ulteriormente analizzati in coorti di pazienti più grandi con una stratificazione 

più definita in base al NAS score (NAS ≤3 rispetto a NAS ≥5). Gli RNA sierici 

dovrebbero essere analizzati in modelli animali in vivo in cui i fattori (genetici 

e ambientali) che possono influenzare il trascrittoma sono ridotti al minimo. I 

nostri dati, e quelli che saranno ottenuti mediante questi esperimenti futuri, 

potrebbero fornire le basi per l'identificazione di nuovi biomarcatori come 

alternative future alla biopsia epatica. 

La deregolazione dei livelli di espressione dei trascritti che abbiamo osservato 

nelle biopsie epatiche di 12 soggetti (4 CTRL, 4 mild NAFLD, 4 severe 

NAFLD), dovrebbe essere validata in biopsie epatiche ottenute da coorti di 

pazienti più ampie. Inoltre, il potenziale coinvolgimento dei trascritti 

identificati, ed in particolare dei non-coding RNA, nelle pathway di 

progressione da NAFL a NASH dovrebbe essere dimostrato mediante 
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esperimenti funzionali in vitro di induzione dell'espressione o di inibizione 

transiente. Questi ulteriori esperimenti a livello tissutale e nei modelli in vitro 

potrebbero contribuire ad ampliare ed a migliorare le conoscenze sui 

meccanismi molecolari associati alla fisiopatologia della NAFLD. 
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