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Applicazione della tecnica di representational difference

analysis (RDA) allo studio del carcinoma epatocellulare
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Riassunto. La relazione esistente tra infezione da HCV e comparsa di carcinoma epatocellulare &
suggerita da numerosi studi epidemiologici e virologici, condotti in diverse parti del mondo. D’altra
parte € ancora discussa la possibilita che I'HCV possa avere un ruolo oncogenetico diretto. Il virus
manca infatti dell’enzima trascrittasi inversa che consentirebbe I'integrazione del genoma virale nel
genomadella cellula ospite. Studi sperimentali tuttavia suggeriscono cheil virus C potrebbe essere di-
rettamente coinvolto nella epatocarcinogenes, in particolare attraverso la presenza di alcuni prodotti
virali che potrebbero essere coinvolti nellaregolazione dei processi di proliferazione cellulare. Latec-
nica di Representational Difference Analysis (RDA) costituisce un efficace approccio per I'identifica
zione di differenze nelle sequenze di DNA di genomi complessi. L’ applicazione di questa tecnicaallo
studio del carcinoma epatocellulare HCV correlato ha la potenzialita di condurre all’identificazione di
sonde in grado di evidenziare la perdita di eterozigosi, cosi come potrebbe permettere di isolare se-
guenze DNA altamente ripetute nel tessuto tumorale.

Abstract. Several epidemiological and virologic studies conducted worldwide show the existence of a
relationship between the presence of hepatitis C virus infection (HCV) and the development of hepa-
tocellular carcinoma. The potential direct oncogenicity of HCV is till debated since no reverse trans-
criptase activity has been demonstrated so far. On the other hand, experimental data suggest that HCV
may be directly involved in hepatocarcinogenesis with some products of the virus involved in regula-
ting liver cell proliferation. Representational Difference Analysis (RDA), represents a powerful tool
for the identification of differencesin DNA sequences from complex genomes. The application of this
technique to the investigation of HCV related hepatocellular carcinoma has the potential of identif-
ying probes to detect a loss of heterozigosity as well as to isolate DNA sequences highly represented
in tumor tissue.
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Introduzione

Lagrande variazione nei livelli dei fattori carcinoge-
netici nell’ambiente, & la maggiore responsabile per
le diverse incidenze di carcinoma epatocellulare
(CE) osservate nel mondo (1, 2).

In molte parti del mondo, includendo anche la mag-
gior parte del paesi europei, il ruolo del virus dell’ e-
patite B (HBV) nel determinare I'insorgenza di car-
cinoma epatocellulare appare essere in forte declino,
a fronte dei dati relativi al virus dell’ epatite C
(HCV) che mostrano una crescente importanza di
guesto agente eziologico, nella patogenesi della cir-
rosi epaticae del carcinoma epatocellulare (3, 4).
La caratterizzazione del virus C ha costituito uno dei
fatti pit significativi per |’ epatologia degli ultimi an-
ni, dimostrandosi come |’ agente responsabile di

gran parte delle epatiti non-A, non-B e delle epatiti
croniche criptogenetiche (5, 6).

Il virus C e diffuso a livello mondiae. In Itaia, la
prevalenza concordemente stimata negli adulti a di
sopradei 26 anni di eta e del 3%, mentre é sensibil-
mente inferiore nella popolazione piu giovane.
Accanto alle dimensioni epidemiologiche del pro-
blema epatite C, un aspetto importante ed inquietan-
te é rappresentato  dalla storia naturale dell’ infezio-
ne. E' infatti noto che oltre I'80% delle infezioni
acute progredisce a malattia cronica, il 20% circa
delleinfezioni croniche evolve acirrosi e di questeil
4% circa sviluppa carcinoma epatocellulare (7, 8).

[l virus C non € mai stato dimostrato come agente
eziologico direttamente collegato allo sviluppo del
tumore, soprattutto perché manca dell’ enzima tra-
scrittasi inversa che consentirebbe |’integrazione



26

Tabella 1. Progressione dell’epatite non-A, non-B (C) a carcinoma epatocellulare
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Autore Modalita di Infezione Progressione Istologica Incubazione (anni)
Ayoola 1982 Sporadica ECA - CE 3
Resnick 1983 Trasfusionale CE 17
Gilliam 1984 Trasfusionale ECA - CIRR - CE 9
Kiyosawa 1984 Trasfusionale ECP - ECA - CIRR - CE 13
Cohen 1987 Sporadica ECA - CIRR - CE 8

ECA: epatite cronica attiva; CE: carcinoma epatocellulare; CIRR: cirrosi; ECP: epatite cronica persistente

Tabella 2. Studi prospettici sul carcinoma epatocellulare (CE) in pazienti con epatite cronica C

Criteri di arruolamento Autori N° pazienti | CE per anno (%) | Fattori predittivi
Transaminasi persistentemente | Tradati 1998 385 0,4 Cirrosi, Eta, AFP
o intermittentemente elevate
Epatite cronica istologica Tsukuma 1993 433 1,2 Cirrosi, Eta, AFP
Takano 1995 124 1,7 Severita istologica
Shibata 1998 179 1,2 Proliferazione cellulare
Cirrosi Benvegnu 1994 188 2,2 Sesso, Eta, Alcol, HBV
Bruno 1997 163 2,5 Tipo virale, Eta, Sesso, Alcol
Romeo 1997 246 2,2 Eta, Sesso, AFP

CE: carcinoma epatocellulare; AFP: alfa fetoproteina; HBV: virus dell’epatite B

del genoma virale nel genoma della cellula ospite.
D’ altra parte esistono evidenze di natura diversa che
indicano il virus C come potenzialmente responsabi-
le dello sviluppo del tumore. Numerosi studi epide-
miologici condotti in molte parti del mondo, hanno
dimostrato la presenza di positivita ad ampio spettro
tra le diverse aree mondiali (Tabella 1), cosi come
nell’ambito della stessa area geografica (7-11).
Questi studi hanno permesso di disegnare una map-
pa dell’ epidemiologia mondiale del carcinoma epa-
tocellulare HCV correlato, identificando aree a bas-
sa, intermedia ed alta prevalenza di positivita anti-
HCV nel tumore.

Un'importante evidenza di connessione tra infezio-
ne C e sviluppo di carcinoma epatocellulare & data
dall’analisi di case reports, che indicano lo sviluppo
sequenziale di malattia epatica cronica e carcinoma
epatocellulare, osservato in molti casi di infezione
sia di origine sporadica che post trasfusionale.
Queste osservazioni hanno permesso di dedurre che
il carcinoma epatocellulare costituisce una conse-
guenza a lungo termine della epatopatia cronica e
chelacirrosi, quasi invariabilmente, precede 1o svi-
luppo del tumore costituendo per tanto il pit impor-

tante fattore di rischio indipendente per lo sviluppo
del tumore stesso. L’importanza della cirrosi, come
fattore di rischio per lo sviluppo del tumore, emerge
anche dai dati riassunti nella tabella 2 che raccoglie
i dati di una serie di lavori, alcuni dei quali di re-
cente pubblicazione (12-18). In particolare, uno stu-
dio prospettico che prevedevail follow-up atre anni
di 917 pazienti giapponesi con epatite virale cronica
ha mostrato che 54 pazienti con cirrosi o epatite
cronica sviluppavano il tumore (13). D’altra parte,
il rischio cumulativo a tre anni di sviluppare carci-
noma epatocellulare era 12,5% per i pazienti con
cirrosi rispetto a 3,8% dei pazienti con epatite cro-
nica

Patogenesi molecolare del carcinoma
epatocellulare HCV correlato

Anche se la presenza di cirrosi epatica rimane il piu
importante fattore di rischio nello sviluppo del tu-
more, acuni dati della letteratura segnalano la pre-
senza di casi di carcinoma epatocellulare sviluppato-
si in pazienti con epatite cronica C in assenza di cir-
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rosi (19). Dati sperimentali suggeriscono che I’ HCV
potrebbe essere direttamente coinvolto nel processi
di epatocarcinogenesi.

Le basi molecolari della carcinogenesi epatica da
HCV sono scarsamente conosciute, tuttavia la pre-
senzadi HCV é stata dimostrata nel tessuto tumora-
le (20). In particolare é stata segnalata la presenza
della catena negativa (- strand) di HCV-RNA, sugge-
rendo una attiva replicazione virae. In uno studio &
stato dimostrato che la proteina del capside
dell’HCV, privata dell’ estremita carbossiterminale, &
in grado di accumularsi nei nuclei delle cellule Hep
G2 e COS (21). Questo potrebbe conferire ala pro-
teina una funzione trans regol atrice sui promotori vi-
rai o céllulari e, in collaborazione con gli oncogeni

dell’ ibridazione sottrattiva di due
campioni di acido nucleico ottenu-
ti dallo stesso individuo. Uno dei campioni (popo-
lazione driver), viene ibridato in largo eccesso con-
tro il secondo campione (popolazione tester) al fine
di eliminare le sequenze comuni ai due campioni,
arricchendo |e sequenze nucleotidiche presenti uni-
camente nella popolazione tester. La figura 1 mo-
stra schematicamente il principio della tecnica.
Dopo ligazione di una coppia di adattatori oligonu-
cleotidici alla popolazione tester, avviene I’ amplifi-
cazione classica mediante PCR. Le sequenze nu-
cleotidiche della popolazione tester che si riappaia-
no tra loro (omoduplex), subiscono un’amplifica-
zione di tipo esponenziale avendo lo stesso adatta-
tore su entrambe |e catene. Al contrario, le sequen-
ze derivanti dalla popolazione tester che si appaia-
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no a sequenze della popolazione driver (eterodu-
plex) subiranno un’amplificazione di tipo lineare,
in quanto |’ adattatore € presente solamente su una
delle due catene. Queste fasi vengono definite ar-
ricchimento cinetico.

La realizzazione di tre cicli successivi di RDA uti-
lizzando coppie di adattatori differenti ad ogni sin-
golo ciclo, consente un’ amplificazione sempre piu
efficace delle sequenze specifiche (target) della po-
polazione tester.

Nel secondo e terzo ciclo, i DNA target della popo-
lazione tester si riappaiano traloro molto pit rapida-
mente delle sequenze non target, poiché i frammenti
target sono presenti nella miscela ad una concentra-
zione molto maggiore. Pertanto, la selettiva amplifi-
cazione degli omoduplex ha come risultato un addi-
zionale arricchimento cinetico dei frammenti di
DNA target. La combinazione tra sottrazione e arric-
chimento cinetico conduce ad un altissimo_grado di
purificazione della sequenza target (> 107 dopo il
terzo ciclo). RDA é cosi efficiente che, se i “repre-
sentations’ sono stati ottenuti correttamente, anche
una sola breve sequenza nucleotidica presente in una
delle due popolazioni di DNA altamente correlate
traloro, puo essere isolata.

Latecnica RDA, pur essendo estremamente efficace
presenta una serie di problemi importanti.
Innanzitutto esiste un notevole rischio di contamina
zione dei diversi campioni durante i vari cicli. E’
inoltre fondamentale che gli acidi nucleici di parten-
za siano di ottima qualita, in particolare, nel caso di
acidi nucleici estratti a partire da campioni di tessu-
to, la condizione ideale sarebbe quella di disporre di
tessuti freschi affinché la degradazione di DNA €/o
RNA sia minima. D’altra parte & imperativo che i
campioni di tessuto comparati, siano il pit significa-
tivi possibile.

La tecnica RDA é stata utilizzata largamente e con
successo, in campo oncologico, paragonando tessuti
tumorali e non tumorali dello stesso paziente come
tester o driver, alternativamente. Quando la popola-
zione driver e costituita dal tessuto tumorale, RDA
genera sonde che rivelano la perdita di eterozigosi.
Questo tipo di approccio e stato seguito nello studio
di tumori del rene, dell’ esofago, dello stomaco, del
colon-retto (24). Se invece la popolazione driver &
codtituita da tessuto normale appartenente allo stes-
so tumore ed € la popolazione tester ad essere costi-
tuita dagli acidi nucleici estratti dal tessuto tumora-
le, RDA permette di accumulare sequenze altamente
ripetute nel tumore. Questo approccio ha consentito
ad esempio di dimostrare |I’amplificazione di Mdm2
in determinati tumori (25).

L’ applicazione della tecnica RDA allo studio del
carcinoma epatocellulare HCV correlato, si basa su
diverse ipotesi. Anzitutto, esiste una relazione tra la
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trascrizione di determinati geni cellulari e latrasfor-
mazione maligna degli epatociti. Poiché, come ab-
biamo visto, tale relazione potrebbe dipendere dalla
presenza del virus C, la tecnica RDA potrebbe con-
sentire |'identificazione dei geni candidati. Inoltre,
poichéi geni implicati nella carcinogenesi potrebbe-
ro esistere gia nelle lesioni pre-neoplastiche, RDA
potrebbe aiutare a determinare il potenziae degene-
rativo delle diverse lesioni pre-neoplastiche e deter-
minare in questo ambito i geni specificatamente in-
dotti dall’infezione virale HCV.

In conclusione, |’ approfondimento delle conoscen-
ze sulla biologia molecolare del virus dell’ epatite
C appare di fondamentale importanza nella com-
prensione dei meccanismi patogenetici che condu-
cono alla comparsa del carcinoma epatocellulare in
presenza di infezione da HCV. La tecnica RDA,
potrebbe costituire un approccio ideale sebbene
complesso, alla comprensione di tali meccanismi
patogenetici.
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