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INTRODUZIONE

La steatosi epatica non alcolica (NAFLD, Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) e 'epatopatia cronica pitt comune dei paesi in-
dustrializzati ed e associata ad un incremento della morbilita e mortalita (1). Si stima che la NAFLD colpisca circa
il 25% della popolazione generale (2) anche se la reale prevalenza non e del tutto nota a causa della mancanza di test
diagnostici specifici e sensibili. La NAFLD comprende un ampio spettro di condizioni patologiche che vanno dalla
semplice steatosi alla steatoepatite non alcolica (NASH, Non-Alcoholic SteatoHepatitis) con necro-infiammazione epatica e
rapida progressione verso la fibrosi, la cirrosi e, infine, il carcinoma epatocellulare (HCC, HepatoCellular Carcinoma) (2-3).
La diagnosi di NAFLD é una diagnosi di esclusione e la biopsia epatica é ancora oggi il gold standard per differenziare la
steatosi semplice dalla NASH e per stadiare il grado di fibrosi. Data l'elevata prevalenza nella popolazione generale, la
possibilita di progressione verso condizioni patologiche piti gravi e 'impossibilita di applicare la biopsia epatica su lar-
ga scala a causa dei rischi connessi all'invasivita della metodica, negli ultimi anni uno degli obiettivi principali della
ricerca in campo epatologico, é stato quello di identificare nuovi biomarcatori non invasivi per differenziare la steatosi
semplice dalla NASH e per stadiare la fibrosi.

In questo articolo ci proponiamo di analizzare sia i biomarcatori di routine impiegati nella pratica clinica che i nuovi
potenziali biomarcatori per le diverse condizioni patologiche associate alla NAFLD, ovvero, la steatosi semplice (NAFL,
Non-Alcoholic Fatty Liver), la NASH e la fibrosi focalizzando l'attenzione sui biomarcatori clinici o combinazioni di questi,
biomarcatori di imaging fino ai biomarcatori ottenuti mediante metodiche -omiche (Fig. 1).

BIOMARCATORI DI NAFL

La diagnosi di NAFL si basa sulla valutazione della presenza di steatosi epatica (steatosi =5% degli epatociti trami-
te analisi istologica o accumulo di trigliceridi intraepatico =5% tramite risonanza magnetica) e sull’esclusione della
presenza di altre malattie epatiche (4). La diagnosi di NAFL é importante per iniziare una serie di valutazioni che de-
terminino il grado della malattia. Per questo motivo nella pratica clinica sono stati sviluppati numerosi metodi non
invasivi che tentano di sostituire la biopsia epatica per la diagnosi di NAFL (5-6). Questi si basano principalmente sullo
sviluppo di biomarcatori e sulle metodiche di imaging.
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Figura1 @ Rappresentazione schematica dei principali biomarcatori circolanti nella NAFLD
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Biomarcatori specifici per la NAFL (Non-Alcoholic Fatty Liver), per la NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) e per la fibrosi epatica. FLI
(Fatty Liver Index); HSI (Hepatic Steatosis Index); CAP (Controlled Attenuation Parameter); MRI-PDFF (Magnetic Resonance Imaging Proton
Density Fat Fraction); TNF (Tumor Necrosis Factor); IL-6 (Interleukin 6); IL-10 (Interleukin 10); CXCL1o (C-X-C Motif Chemokine Ligand 10);
CK18 (Cytokeratin 18); APRI (AST To Platelet Ratio Index); FIB-4 (Fibrosis 4); NFS (NAFLD Fibrosis Score); PIIINP (N-terminal type Il collagen
propeptide); Pro-C3 (C-terminal cleavage site of N-terminal type Il collagen propeptide); TIMP1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1); MRE
(Magnetic Resonance Elastography)

Biomarcatori sierici e pannelli

In questi anni sono stati sviluppati numerosi indici e score per diagnosticare la steatosi epatica (7-8). FLI (Fatty Liver Index)
comprende BMI, circonferenza vita, livelli sierici di trigliceridi e GGT (Gamma-Clutamil Transferasi). FLI ha un’accuratez-
za diagnostica moderata (AUC=0.84) nel diagnosticare la presenza di grasso nel fegato come determinato dall’analisi
strumentale ecografica (9), tuttavia risulta essere poco accurato nel distinguere i differenti gradi di steatosi epatica
(10). HSI (Hepatic Steatosis Index) € un panello di biomarcatori che include ALT/AST, BMI, sesso e presenza di diabete di tipo
2, anch’esso presenta un’accuratezza diagnostica moderata (AUC=0.81) nel diagnosticare la presenza di steatosi epatica
(11), questa accuratezza decrementa notevolmente nei bambini obesi (AUC=0.67) (12). Inoltre come FLI é poco accurato
nel distinguere i differenti gradi di steatosi epatica (10). Un metodo pill accurato e sensibile che usa la spettroscopia
con tecnica di risonanza magnetica (MRS) per determinare il contenuto di grasso nel fegato e il NAFLD Liver Fat Score,
un algoritmo che considera diversi parametri: presenza di sindrome metabolica e diabete di tipo 2, insulinemia, AST,
ALT/AST. Questo score ha una buona accuratezza per la diagnosi di steatosi, definita come presenza di grasso nel fegato
>5.6% conun AUC di 0.87(13), ma l'inclusione dell'insulinemia (che non & un test di routine) nella formula potrebbe limi-
tare il suo utilizzo nell’'ambito clinico. SteatoTest & un pannello che include parametri piu specifici per diagnosticare la
steatosi. Questo pannello e stato costruito usando la combinazione di sei componenti del Fibrotest (a2-macroglobulina,
aptoglobina, apolipoproteina A1, GGT, bilirubina totale ed ALT) in aggiunta a BMI, colesterolo, trigliceridi, glicemia e
viene aggiustato per eta e sesso. SteatoTest mostra una moderata accuratezza nel predire la steatosi ottenuta da biopsia
epatica (AUC=0.80) (14). Questo test essendo molto costoso viene difficilmente utilizzato e come gli altri indici non rie-
sce a distinguere i diversi gradi di steatosi.

157



MEDICINA TRASLAZIONALE

Biomarcatori di imaging

I metodi di imaging sono frequentemente utilizzati nella pratica clinica, in questi anni sono stati applicati anche alla
NAFL. Lecografia e il test comunemente utilizzato nei soggetti con sospetta NAFL per la sua facile reperibilita e per il
basso costo. In una metanalisi e stato dimostrato che 'ecografia ha un’elevata accuratezza nel distinguere la steatosi
moderata da severa (AUC=0.93) (15); tuttavia questa metodica presenta dei limiti: non ¢ in grado di rilevare una steatosi
inferiore al 20%, viene influenzata dalla presenza di fibrosi ed & osservatore-dipendente (5). CAP (Controlled Attenuation
Parameter) determina il grado di steatosi misurando il livello di attenuazione degli ultrasuoni determinato dalla pre-
senza di grasso epatico. E stato riportato che CAP ha un AUC di 0.82 nella diagnosi di qualsiasi grado steatosi vs no
steatosi (16). CAP presenta dei limiti, una bassa sensibilita nella diagnosi di steatosi lieve ed € osservatore-dipendente.
La risonanza magnetica (MRI) basata sulla densita protonica della frazione grassa (MRI-PDFF) ¢ una metodica non
invasiva di imaging che consente di mappare il grasso presente in tutto il fegato. MRI-PDFF & piu precisa di CAP nel rile-
vare i diversi gradi di steatosi nei pazienti con NAFLD (AUC=0.99) (17), tuttavia & una metodica lunga, molto costosa e
che richiede personale specializzato.

Biomarcatori-omici

Lo sviluppo di nuove tecnologie basate sulle analisi massive ha permesso di identificare nuovi biomarcatori, che po-
trebbero essere utilizzati nella diagnosi di NAFL, attraverso la misurazione contemporanea di migliaia di molecole. La
proteomica permette di analizzare pill proteine simultaneamente utilizzando piccole quantita di fluidi biologici. Uno
studio effettuato su 70 pazienti (35 controlli e 35 NAFL) ha identificato 20 picchi proteici differenzialmente espressi nei
NAFL rispetto ai controlli (sensibilita 89% e specificita 83%), inoltre con questo approccio € stato evidenziato che i pa-
zienti con NAFL avevano livelli di emoglobina basale piti alti (18). In un altro studio usando una metodica di proteomica
ancora piu sensibile (LFQP) sono state identificate 605 proteine differenzialmente espresse nei pazienti NAFL, tuttavia
questa tecnica falliva nel distinguere i pazienti con steatosi semplice dai NASH (19). La metabolomica é stata utilizza-
ta per identificare dei sottotipi metabolici specifici della NAFL come gli acidi biliari ed il glutatione dove i loro livelli
sierici si modificano in corso di NAFLD (20). Studi basati sulle tecniche di lipidomica hanno permesso di identificare
variazioni nei livelli di alcuni lipidi come gli acidi grassi a catena corta e gli eicosanoidi (7); uno studio effettuato su 679
pazienti ha evidenziato un profilo lipidico specifico rappresentato da tre lipidi (“lipid triplet”) in grado di diagnosticare la
NAFL, tuttavia la performance diagnostica di questi biomarcatori era modesta (AUC=0.71-0.74) (21). I biomarcatori -omici
potrebbero essere usati anche per monitorare la progressione della malattia e valutarne la severita, in una coorte di
studio di 467 pazienti NAFLD sono stati identificati due pannelli di trigliceridi che erano in grado di discriminare sia
tra soggetti NAFL e controlli (AUC=0.88) sia tra NAFL e NASH (AUC=0.79) (22). Queste metodiche presentano pero dei
limiti: questi studi mancano frequentemente di una validazione esterna, il numero di pazienti in cui vengono trovati
i biomarcatori é limitato ed infine spesso falliscono nel discriminare i diversi gradi di steatosi e la sua progressione

(Fig. 2).
BIOMARCATORI DI NASH

I pazienti con la NASH presentano una maggiore probabilita di sviluppare cirrosi e di morire per cause cardiovascolari
o per cause fegato-correlate (23), di conseguenza l'identificazione precoce dei pazienti con NASH e fibrosi all'interno
dei pazienti NAFLD quando la patologia é ancora reversibile & di estrema importanza per poter ridurre la mortalita
dei pazienti. Questa sfida clinica ha pertanto stimolato 'interesse allo sviluppo di test non-invasivi di diagnosi dif-
ferenziale tra NAFL e NASH mediante I'identificazione di nuovi marcatori biochimici coinvolti in specifiche pathway
di progressione da NAFL a NASH quali l'apoptosi, lo stress ossidativo, I'inflammazione e la deregolazione del signalling
delle adipochine.
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Figura2z @ Confronto trale metodiche attualmente utilizzate nella pratica clinica ed i differenti campi della ricerca
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Biomarcatori proteici sierici o plasmatici associati all'apoptosi ed all'inflammazione

Lapoptosi gioca un ruolo fondamentale nel danno epatico che si osserva nella NASH, e la citocheratina 18 (CK-18), rap-

presenta un biomarcatore di tale processo. La CK-18 & infatti la principale proteina che costituisce dei filamenti inter-

medi degli epatociti, e nelle cellule che vanno incontro ad apoptosi viene clivata ad opera della caspasi 3, i frammenti

di CK-18 vengono quindi rilasciati a livello extracellulare (24). I livelli sierici dei frammenti di CK-18 sono facilmente

misurabili mediante saggio ELISA. Una metanalisirelativa a 11 studi ha evidenziato che la CK-18 presenta una sensibi-

lita complessiva del 66% ed una specificita complessiva dell’82%; per cui la limitata accuratezza di questo biomarcatore

ne impedisce 'applicazione clinica ai fini dello screening e della definizione di NASH (25). La CK-18 & stata combinata con

altri indicatori per costituire dei pannelli di biomarcatori nel tentativo di incrementare l'efficienza diagnostica per

la discriminazione dei pazienti NASH. I livelli sierici dei frammenti M3o della CK-18 sono stati combinati con i livelli

sierici dell’'antigene di superficie che media I'apoptosi sFAS, coinvolto nell’attivazione della via estrinseca dell’apoptosi

negli epatociti. La combinazione di questi due marker ha determinato un incremento considerevole dell'accuratezza

diagnostica raggiungendo un AUC di 0.79-0.93. Tuttavia lo studio e stato condotto su una numerosita campionaria

ristretta, questo risultato necessita pertanto di ulteriori validazioni sperimentali (26). Younossi et al. hanno associato

ilivelli della CK-18 e dei suoi frammenti, al rilevamento dell’adiponectina e della resistina in una coorte di 101 pazienti

ottenendo in questo modo valori di AUC tra 0.73 e 0.91; questo studio € stato condotto su un numero limitato di pazienti

obesi per cui necessita di ulteriori validazioni (27). Un ulteriore studio ha dimostrato che la combinazione del Fibroblast

Growth Factor 12 (FGF12) e CK-18 determina il raggiungimento di valori di sensibilita e specificita superiori al 9o% (28).

La steatoepatite e associata ad uno stato di infiammazione cronica, diversi studi hanno proposto il dosaggio di indica-

tori di inflammazione quali la proteina C reattiva (PCR), TNF, IL-6, IL-1, IL-1RA (receptor antagonist protein), CXCL10 (CSC-

chemokine 10). Tuttavia tali studi hanno portato a risultati discordanti ed inconsistenti ed a mancanza di specificita per

la condizione di NASH (29). Ajmera et al. in una coorte di 648 pazienti con NAFLD accertata mediante biopsia hanno

testato l'efficienza diagnostica di 32 biomarker plasmatici, tra cui diversi associati ad infiammazione. Tra i biomarcatori

analizzati, a seguito di correzione per fattori clinici e metabolici solamente I'Activated Plasminogen Activator Inhibitor (APAI-

1) manteneva il suo valore predittivo per la condizione di NASH (30).
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Biomarcatori-omici

Lo stress ossidativo é uno dei meccanismi chiave del danno epatico e porta alla formazione di prodotti di ossidazione
dei lipidi che possono essere rilevabili nei campioni di siero.

Studi di lipidomica effettuati mediante l'impiego della spettrometria di massa hanno portato all'identificazione di
specifici prodotti derivanti dall'ossidazione di acidi grassi associati alla NASH. In particolare sono stati identificati
i prodotti dell'ossidazione dell’acido arachidonico, 11-hydroxyeicosatetraenoic acid (11-HETE) ed i prodotti dell’'ossidazio-
ne dell’acido linoleico 13 hydroxyoctadecadienoic acid (HODE) e 9 and 13 oxo-octadecadienoic acids (oxo-ODE) come indicatori di
NASH. Il rapporto tra acido linoleico e 13-HODE é stato inoltre incorporato insieme ad altri parametri clinici (eta, BMI
e AST) per costituire un pannello denominato oxNASH. Questo pannello raggiunge una sensibilita dell’81% ed una
specificita del 97% nella discriminazione dei pazienti NASH rispetto ai not-NASH (31).

In un altro studio basato sull’approccio della metabolomica é stato riscontrato un incremento della taurina, di coniu-
gati della glicina e degli acidi biliari primari e secondari nei pazienti NASH in fase post-prandiale (32).

Biomarcatori di imaging

Le metodiche di imaging di routine quali 'ultrasonografia addominale, CT o MRI non sono in grado di distinguere la
NAFL dalla NASH. Diverse tecniche basate sull’MRI sono state sperimentate negli animali ed in studi pilota effettua-
ti nell'uomo per la diagnosi di pazienti NASH. La super paramagnetic iron oxide MRI € in grado di rilevare la funzione di
uptake delle cellule di Kupffer, che & alterata in modelli in vivo e nell'uomo in presenza di NASH, ma il protocollo attuale
richiede scanning ripetuti nel corso di 72 ore per cui questa metodica presenta limiti logistici (33). Il turnover della mem-
brana degli epatociti e I'ATP intracellulare sono alterati nella NASH e possono essere misurati tramite phosphorus MRS.
In particolare, il rapporto tra alpha-nucleotide triphosphate/total phoshate presenta un AUC di 0.71 per la discriminazione dei
pazienti NASH (34). Infine la performance diagnostica della stiffness epatica, misurata mediante risonanza magnetica
elastografica, necessita di essere valutata in coorti pitt ampie a seguito di correzione per gli stadi di fibrosi (35) (Fig. 2).

BIOMARCATORI DI FIBROSI

La fibrosi associata alla NASH ha diversi stadi che vanno dall’assenza di fibrosi (Fo) alla cirrosi (F4); dal punto di vista
clinico viene distinta la fibrosi clinicamente significativa (F2-F4) dalla fibrosi avanzata o severa (F3-F4). Tale distinzio-
ne é stata utilizzata per interpretare gli studi che hanno utilizzato test non invasivi per la diagnosi di fibrosi epatica.
E noto che esistono differenti fattori di rischio in grado di predire lo sviluppo della fibrosi, quali l'eta avanzata, l'obe-
sita grave, il diabete di tipo 2, l'elevato rapporto AST-ALT, I'ipertensione, la dislipidemia e la presenza della sindrome
metabolica (36-38).

Secondo uno studio pubblicato su Hepatology, lo stadio della fibrosi epatica potrebbe essere il fattore pitt importante nel
determinare la prognosi della NAFLD e nel prevedere il rischio di progressione verso la cirrosi e le complicanze ad essa
associate (39).

Pertanto l'individuazione di nuovi biomarcatori é tra le strategie non invasive ad oggi piu ricercare per comprendere
come stadiare la fibrosi epatica in questa popolazione di pazienti.

Tra i biomarcatori utilizzati per stadiare la fibrosi possiamo distinguere: a) i biomarcatori indiretti per la fibrosi epati-
ca; b) i biomarcatori specifici per la fibrogenesi o la fibrinolisi; c) biomarcatori di imaging per la fibrosi.

Biomarcatori indiretti per la fibrosi epatica

I biomarcatori indiretti non misurano direttamente la fibrogenesi o la fibrinolisi ma sono spesso associati a fattori
di rischio per la fibrosi; inoltre a causa della loro ridotta accuratezza vengono spesso utilizzati come panelli cioé una
combinazione di 2 o pitt marcatori di rischio per la fibrosi epatica.

AAR (AST: ALT Ratio) e APRI (AST: platelet ratio index) sono tra i pannelli pit semplici da calcolare ma presentano una
bassa accuratezza nel diagnosticare la fibrosi avanzata di stadio 3 (AUC AST: ALT ratio: tra 0.66-0.74; AUC APRI: 0.74)
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(40-41). 1 BARD score deriva dalla somma di 3 variabili (BMI, AST-ALT Ratio, presenza di diabete) e mostra una moderata
accuratezza nell'individuare i soggetti con fibrosi F3 (AUC compreso tra 0.69 e 0.81) (42-43). FIB-4 index (Fibrosis Index Based
on four factors) prevede un calcolo piit complesso e spesso vengono utilizzati dei calcolatori on-line, comprende l'eta, AST,
ALT e la conta piastrinica, ha una buona performance diagnostica (AUC di 0.80 nell'individuare i soggetti con fibrosi F3)
(44). I1 NAFLD fibrosis score (NFS) (45) si ottiene dalla combinazione di eta, presenza di diabete, indice di massa corporea,
piastrine, albumina e AAR. Questo score é stato validato in pit studi con un AUC stimato tra 0.75 e 0.83 nel prevedere
la fibrosi F3 (46).

Nonostante questi score siano meno accurati rispetto a specifici marker di fibrosi sono tra gli strumenti di screening pitt
utilizzati grazie alla loro elevata applicabilita.

Biomarcatori specifici per la fibrosi

I biomarcatori specifici per la fibrosi prendono in considerazione molecole direttamente coinvolte nella fibrogenesi e/o
nella fibrinolisi. La fibrosi epatica si sviluppa attraverso la deposizione epatica della matrice extracellulare di cui 'aci-
doialuronico (HA) & un componente principale (47). Se usato da solo, i livelli sierici di HA mostrano un AUC di 0.87 per
la fibrosi F2 e di 0.92 per la cirrosi (48). Altri componenti principali della matrice extracellulare includono il collagene,
i proteoglicani, l'elastina, la fibronectina e la laminina. Il peptide ammino-terminale procollagene III (PIIINP) del
siero deriva dalla sintesi di nuovo collagene di tipo 11 o dalla degradazione di fibrille di collagene di tipo I1I esistenti; i
livelli di PIIINP da soli non sono un buon marker diagnostico per la fibrosi epatica nella NAFLD (49) ma é stato osservato
che Pro-C3 (il neo-epitopo di PIIINP) riflette la vera formazione del collagene di tipo III (50) ed e stato dimostrato che
l'aumento dei livelli sierici di Pro-C3 é correlato ai componenti chiave della NASH e della fibrosi (51). I livelli circolanti
dell'inibitore tissutale delle metalloproteinasi 1 (TIMP1) sono responsabili della composizione della matrice extracel-
lulare, della guarigione della ferita e riflettono le alterazioni nel rimodellamento della matrice tissutale durante la
fibrogenesi epatica e la fibrinolisi (52). TIMP1 ha un’eccellente accuratezza diagnostica (AUC: 0.97) nel differenziare i
pazienti obesi e affetti da fibrosi NASH-correlata da soggetti di controllo sani di pari eta (53). La laminina é la glico-
proteina pit abbondante nelle membrane basali ed il livello di laminina sierica ¢ in grado di diagnosticare la fibrosi
in pazienti con NAFLD con un’ottima performance diagnostica (AUC: 0.87) (54). Sebbene i biomarcatori specifici per la
fibrosi siano pit promettenti, il loro costo e la loro disponibilita hanno limitato il loro utilizzo nella pratica di routine.
Tra i pannelli di biomarcatori specifici della fibrosi troviamo ’Enhanced Liver Fibrosis test (ELF) che é stato sviluppato in
base al concetto secondo cui la fibrosi epatica é un processo dinamico che determina un aumento dei livelli sierici dei
marker del turnover della matrice extracellulare. UELF comprende tre biomarcatori della fibrosi (HA, TIMP1 e PIIINP) e
presenta un eccellente performance diagnostica nel predire la fibrosi avanzata in pazienti adulti e pediatrici con NAFLD
(rispettivamente AUC 0.93 e 0.99) (55-56). Un altro strumento, ottenuto dalla combinazione di cinque biomarcatori
(aptoglobina, a2-macroglobulina, apolipoproteina A1, bilirubina totale e GGT), utilizzato per predire la presenza di
fibrosi e il FibroTest. Il valore diagnostico del FibroTest € stato valutato in un’ampia coorte di pazienti NAFLD con un AUC
dio.88(56).

I1 NAFLD FibroMeter € un indice composto da peso corporeo, indice di protrombina e livelli sierici di ALT, AST, ferritina
e glucosio a digiuno. In due studi condotti in Europa e in Asia, il NAFLD FibroMeter ha superato altri test sierici per la
diagnosi di fibrosi con un AUC di 0.76 nel discriminare la fibrosi F2 e 0.77 nel discriminare la fibrosi F3 (57-58). Infine,
I'Hepascore, composto da eta, sesso e livelli sierici di bilirubina, GCT, HA e a2-macroglobulina, ha una buona performance
diagnostica (AUC: 0.82) per diagnosticare la fibrosi avanzata (stadio F3-F4) in pazienti con NAFLD (59).

Nonostante presentino una performance diagnostica superiore a quella dei biomarcatori indiretti di fibrosi il loro uti-
lizzo su larga scala é limitato dalla scarsa disponibilita di marcatori specifici di fibrosi, dal loro costo e dall'utilizzo di
formule brevettate.
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Biomarcatori di imaging per la fibrosi

Negli ultimi dieci anni, i progressi negli studi di imaging hanno rivoluzionato la gestione delle malattie del fegato mi-
gliorando la capacita di quantificare in modo non invasivo la fibrosi epatica.

11 Fibroscan o VTCE (Vibration Controlled Transient Elastography) prevede 'utilizzo di una sonda ecografica che trasmette un’on-
da di vibrazione che si propaga attraverso il fegato consentendo di valutarne l'elasticita; la velocita di propagazione é
direttamente proporzionale alla rigidita del tessuto. I risultati sono espressi in kilopascal (kPa), solitamente il valore
medio di 10 misurazioniin individui sani & compreso tra 1.5 e 7.5 kPa mentre valori >10.5 kPa sono indice di presenza di
fibrosi e cirrosi avanzata (60). Sfortunatamente, la sonda VCTE o sonda M sono meno affidabili nei pazienti gravemen-
te obesi con NAFLD, perché il tessuto adiposo attenua sia 'onda elastica sia gli ultrasuoni (61). Pertanto, per superare
questo problema in pazienti con BMI >30 kg/m>é stata sviluppata una nuova sonda chiamata sonda XL. La performance
diagnostica delle sonde FibroScan M e XL per la diagnosi di fibrosi avanzata sono rispettivamente 0.88 e 0.85 (62).
Lelastografia con tecnica ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) € una metodica alternativa per stimare la rigidita del
tessuto epatico che puo essere integrata ad una sonda ad ultrasuoni convenzionale, fornendo cosi la stiffness durante l'e-
cografia di routine. Durante l'esecuzione dell'imaging, una regione di interesse del fegato viene eccitata meccanicamente
usando impulsi acustici. La rigidita epatica é espressa in m/s, questa metodica presenta un range ristretto (0,5-4,4 m/s)
e ci6 ne limita la definizione dei valori di cut-off per discriminare alcuni stadi di fibrosi; e stato infatti osservato che
l'accuratezza diagnostica dell’elastografia con tecnica ARFI e superiore nel discriminare la fibrosi e la cirrosi grave
(AUC: 0.74-0.97 per F3; AUC: 0.78-0.89 per F4) rispetto a quelle meno gravi (AUC: 0.70-0.83 per F2) (63).

Lelastografia a risonanza magnetica (MRE) é 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 rigidita del tessuto epatico. In differenti studi é stato osservato che i valori di stiffness del tessuto epatico,
ottenuti mediante MRE, sono abbastanza riproducibili (64-65). In particolare, una metanalisi di nove studi compren-
denti 232 pazienti con NAFLD ha evidenziato che la MRE ¢ in grado di rilevare la fibrosi con un alto livello di accuratez-
za, indipendente dall'infiammazione epatica e dal BMI (a difterenza del FibroScan), con valori AUC di 0.86-0.91 per tutti
gli stadi della fibrosi (66). Questa tecnica é piti accurata del FibroScan nel rilevare la fibrosi F2 (AUC: 0.86-0.89 contro
AUC: 0.84) e la fibrosi F4 (AUC: 0.88-0.97 contro AUC: 0.95) (67). Tuttavia, la sua applicazione su larga scala e limitata
dal costo e dalla mancata disponibilita rendendo improbabile che MRE possa essere applicata come test di screening

(Fig. 2).
BIOMARCATORI AD RNA

Nei fluidi biologici sono presenti molecole di RNA appartenenti a differenti classi tra cui RNA messaggeri, long non-
coding RNA (IncRNA), circular RNA (circRNA), microRNA (miRNA). La presenza di molecole di cell-free RNA (cf-RNA) nei
fluidi corporei ha stimolato I'interesse allo studio di queste molecole come nuovi biomarcatori non invasivi diagnosti-
ci, prognostici e di monitoraggio di risposte terapeutica in diversi tipi di patologie (68-69).

Una caratteristica fondamentale che rende le molecole di ¢f-RNA degli ottimi biomarcatori e data dalla loro elevata
stabilita, queste molecole infatti sono protette dall’attivita delle RNasi endogene presenti nei fluidi corporei e sono
resistenti a diversi insulti esterni, quali cicli multipli di congelamento-scongelamento, bollitura, condizioni di pH
estreme, conservazione prolungata, trattamento con RNasi esogene (70-71). Lestrema stabilita degli RNA circolanti
e determinata dal fatto che essi non si trovano liberi nei fluidi corporei ma inglobati all'interno di vescicole membra-
nose (i.e. microvescicole, esosomi, corpi apoptotici), complessati ad RNA binding protein (i.e. NPM1, Argonauta 2) o associa-
ti a lipoproteine, tutti questi meccanismi hanno un ruolo protettivo nei confronti della degradazione (72). Un’altra
caratteristica che rende le molecole di RNA degli ottimi biomarcatori & data dal fatto che le tecniche utilizzate per la
loro rivelazione sono estremamente sensibili. A differenza delle proteine, infatti, gli acidi nucleici vengono rilevati e
quantificati mediante metodiche basate sulla PCR, che determina un’amplificazione esponenziale del template origi-
nale. Di conseguenza, le tecniche di rilevazione delle proteine sono molto meno sensibili rispetto a quelle sviluppate
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Figura3 @ Rappresentazione schematica dei biomarcatori circolanti nella NAFLD
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Gli RNA circolanti (i.e. mRNA, miRNA, IncRNA e circRNA) possono essere inglobati all'interno di vescicole membranose o liberi ed
associatia RNA binding protein. Le vescicole membranose, oltre 'RNA, racchiudono molecole di diversa natura tra cui DNA, protei-
ne e metaboliti

per gli acidi nucleici. Teoricamente infatti persino una singola molecola di RNA potrebbe essere rilevata mediante PCR
quantitativa (73). Infine é importante sottolineare che diversi studi hanno riportato che differenti profili di espressione
dimolecole di RNA circolanti sono associati a differenti stati fisiologici o patologici (74), questi studi avvalorano quindi
l'utilizzo di queste molecole come biomarcatori non invasivi; l'intero profilo di espressione delle molecole di RNA inol-
tre nei fluidi biologici puo essere valutato mediante metodiche high-throughput, tra cui la Next Generation Sequencing (NGS)
ed i microarray, per cui l'analisi di queste molecole ha un ruolo fondamentale nella biomarker discovery (73) (Fig. 3).

RNA circolanti per la diagnosi di NAFLD nella popolazione generale

Lamaggior parte dei dati riguardanti il dosaggio degli RNA circolanti come biomarcatori di NAFL é relativa ai miRNA.
Akuta etal. hanno analizzato i livelli di espressione sierici del miR-122 in pazienti NAFL che sono andati incontro a due
prelievi bioptici seriali. In questo modo hanno riscontrato che i pazienti che andavano incontro ad un miglioramento
degli score istopatologici presentavano un decremento dei livelli di espressione del miR-122 alla seconda biopsia rispetto
alla prima biopsia. Inoltre vi era un’associazione significativa tra il rapporto dei livelli di espressione del miR-122 (alla
seconda biopsia rispetto alla prima) ed i cambiamenti degli score istopatologici. Gli autori hanno infine riscontrato
un’associazione anche tra il rapporto dei livelli di espressione del miR-122 ed i parametri clinici di routine quali i livelli
di AST ed ALT (75). In uno studio é stato riportato che anche i livelli del miR-21 erano pitt bassi nei NAFL rispetto ai sog-
gettisani (76). Yamada et al. hanno studiato la presenza di steatosi epatica ed i livelli sierici di cinque miRNA (miR-21,
-34a, -122, -145, -451) associati all'omeostasi lipidica in 403 soggetti. I livelli sierici di quattro su cinque miRNA analiz-
zati (miR-21, -34a, -122, -451) erano significativamente piti alti nei soggetti NAFL (92/403) rispetto ai sani, inoltre i livelli
di espressione del miR-122 erano correlati anche al grado di steatosi (77).

Inun altro studio tecnicamente pit1 avanzato e stata valutata, tramite deepsequencing, I'espressione dei miRNA circolan-
ti su 20 pazienti NAFL e 20 controlli. Successivamente i miRNA differenzialmente espressi sono stati analizzati in una
coorte pitt ampia di pazienti (9o controlli vs 152 NAFL) ed i risultati sono stati validati in una coorte esterna (8o controlli
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vs103 NAFL). Il pannello di miRNA trovato (miR-122, -1290, -27b, -192) mostrava un’elevata accuratezza diagnostica per
NAFL (AUC: 0.86; sensibilita=85.6%, specificita=73.3%), inoltre questi miRNA avevano una sensibilita e specificita su-
periore rispetto ad ALT e FIB-4 (78). Raitoharju et al. hanno riportato l'associazione dei livelli nel sangue dei miR-122
e -885 con la steatosi epatica rilevata attraverso ecografia in un’amplia coorte di pazienti (n=871) di eta compresa tra
i34 edi49 anni. I livelli di espressione dei miR-122 e -885 erano up-regolati nei soggetti con steatosi epatica con una
performance diagnostica paragonabile, per il miR-122, ai livelli di transaminasi nel sangue. Inoltre tramite approccio
di metabolomica veniva mostrata una correlazione positiva tra i livelli del miR-122 e di alcune classi di lipoproteine
(VLDL, IDL, LDL) ed una correlazione negativa tra miR-885 ed i livelli di colesterolo HDL (79). In un altro studio sono
stati saggiati altri miRNA: i livelli di espressione dei miR-181d, -99a, -197 e -146b erano piu bassi nei NAFL rispetto ai
controlli, inoltre i livelli dei miR-197 e -146b erano inversamente correlati con il grado di infiammazione del fegato ed
i miR-181d e -99a erano inversamente correlati con i livelli di GGT nei pazienti NASH (80). Infine studi recenti hanno
mostrato cheilivelli di espressione di altri miRNA (miR-29, -1296, -132, -135) erano alterati nei soggetti con NAFL ed era-
no associati al rischio di insorgenza della malattia (81-85). Ad oggi, invece, solo un IncRNA é stato riconosciuto come
potenziale biomarcatore della NAFL: i livelli d’espressione del IncRNA ARSR sono elevati nel siero dei pazienti NAFL
rispetto ai controlli, inoltre in modelli murini di NASH é stato riportato che questo IncRNA promuove la lipogenesi
regolando la steatosi a livello epatico (86).

Le vescicole extracellulari circolanti (esosomi ed ectosomi) contengono differenti molecole (miRNA, mRNA, proteine,
DNA) e possono essere utilizzati come biomarcatori di NAFLD (6). Gli ectosomi sono vescicole che derivano da fram-
menti della membrana plasmatica e che vengono rilasciati nello spazio extracellulare dove si legano a cellule riceventi
rilasciando le loro informazioni molecolari. Nei pazienti NAFL é stato osservato un incremento del numero di ectosomi
nei monociti e nelle cellule natural-killer ed un decremento nei neutrofili e nelle cellule endoteliali, i livelli degli ectoso-
mi sono stati associati, quindi, alla diagnosi di NAFL; inoltre questi livelli sono differenti nei pazienti NAFL rispetto
ai NASH (87) (Fig. 4).

RNA circolanti per la diagnosi differenziale di NAFL e NASH

Cosi come evidenziato per la NAFL, la maggior parte dei dati riguardanti il dosaggio degli RNA circolanti come bio-
marcatori di NASH é relativa ai miRNA. Il primo tentativo dell’utilizzo dei miRNA circolanti come biomarcatori di
diagnosi differenziale e di progressione da NAFL a NASH e rappresentato dallo studio pionieristico svolto da Cermelli
etal. del 2011. In particolare, essi hanno riscontrato un incremento dei livelli di espressione sierici dei miRNA-122, -16,
-34ain 34 pazienti affetti da NAFLD rispetto a 19 controlli. In media il miRNA-122 presentava un incremento dei livelli
di espressione di circa 7.2 volte, il miRNA-34a di circa 5.3 volte ed infine il miRNA-16 passava da livelli di espressione
irrilevabili nei controlli a circa 1000 copie per mL di siero (88). Ancora pill interessante é il risultato che i ricercatori
hanno ottenuto sottostratificando la popolazione NAFLD, tramite questa analisi infatti hanno osservato che i miR-
NA-122 e -34a presentavano un ulteriore incremento dei livelli di espressione rispettivamente di circa 2 e 3 volte nei
pazienti NASH rispetto ai pazienti con steatosi semplice. Inoltre, mediante analisi delle curve ROC é stato riportato
che i miRNA-122 e -34a presentavano un’elevata efficienza diagnostica (miRNA-122 AUC: 0.93; miRNA-34a AUC: 0.96)
nella distinzione dei pazienti NAFLD rispetto ai controlli sani, che tuttavia si abbassava a 0.70 e 0.76 nella distinzione
NASH versus NAFL (88).

Un altro importante studio volto all'identificazione di miRNA come biomarcatori di diagnosi differenziale di NAFL
o NASH e stato condotto da Pirola et al. nel 2015. Essi hanno effettuato il profiling di un set di 84 miRNA in pazienti
affetti da NAFL e da NASH rispetto ai controlli sani (n=48), successivamente hanno confermato la sovraespressione
(superiore a 2 volte) di 6 miRNA su una coorte di pazienti indipendente (n=96): miR-122, -192, -19a, -19b, -125 e -375. Tra
questi miRNA solamente tre, ovvero il miR-122, -192 e -375 erano associati in maniera statisticamente significativa alla
severita istologica della patologia e significativamente sovraespressi nei pazienti affetti da NASH rispetto ai pazienti
con NAFL, con un’efficienza diagnostica rispettivamente di AUC: 0.69, 0.68, 0.72 nella distinzione dei pazienti NAS>5
rispetto a NAS<5 (89).
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Figurag @ Rappresentazione schematica del pattern degli RNA non codificanti nella NAFLD
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Lillustrazione descrive tre gruppi di miRNA e IncRNA correlati alla diagnosi di NAFL (Non-Alcoholic Fatty Liver), NASH (Non-Alcoholic
SteatoHepatitis) e fibrosi epatica

Successivamente Becker et al. hanno fornito un’ulteriore validazione dei miRNA miR-122 e-192 come indicatori della
severita istologica della patologia (90).

In particolare essi hanno analizzato I'alterazione dell’espressione genica di 4 microRNA: miR-122, -192, -21, -223 in 137
pazienti NAFLD con obesita moderata o con obesita severa (di cui 87 NASH e 50 Simple Steatosis SS) rispetto a 61 controlli,
ed hanno analizzato la correlazione tra i loro livelli di espressione ed i livelli di biomarcatori di routine quali AST, ALT ed
i frammenti CK18-Asp396, rilasciati dagli epatociti durante I'apoptosi. Tra i miRNA analizzati, i miR-122 e -192 erano
sovraespressi nei pazienti NASH con obesita severa rispetto ai pazienti SS con obesita severa. Questa deregolazione
invece non veniva confermata nel confronto NASH/SS nei pazienti con obesita moderata. Il miR-21 era sovraespresso
nei pazienti NASH rispetto ai pazienti SS con obesita sia moderata che severa. Il miR-223 era sovraespresso nei pazienti
NASH rispetto ai controlli, ma non era in grado di discriminare tra i due fenotipi patologici (90).

Inoltreilivelli di espressione dei miR-122 e -192 presentavano una correlazione positiva con i livelli di ALT, CK18-Asp396
e con il NASscore ed i livelli del miR-21 presentavano una correlazione positiva con ALT ed il NAS score. Successivamente,
le concentrazioni sieriche di questi tre microRNA sono state utilizzate per determinare uno scoring system con un range da
o a3sullabase del quale é stata valutata l'efficienza diagnostica per la distinzione dei pazienti NASH rispetto a NAFL.
Tramite queste analisi Becker et al. sono arrivati alla conclusione che la combinazione dello scoring system basato sui
miRNA ed il biomarcatore CK18-Asp396 portava ad un AUC di 0.83 con una sensibilita del 93% ed una specificita dell’83%
(90).

In uno studio successivo del 2016 (91), Liu et al. hanno riscontrato un incremento di espressione dei miRNA miR-122,
-192, -34a e -16 in pazienti affetti da NAFLD (con diagnosi accertata mediante biopsia epatica n=48) rispetto ai soggetti
di controllo sani (n=37); tra questi miRNA inoltre i miR-122,-16 e -34a erano in grado di discriminare tra i pazienti af-
fetti da NAFL (n=17) ed i pazienti affetti da NASH (n=31). Gli autori hanno inoltre riscontrato che il miR-34a presentava
un’efficienza diagnostica ed una sensibilita (AUC: 0.81, sensibilita: o.70, specificita: 0.86) per la condizione di NASH
superiori rispetto a quella di altri biomarcatori clinici gia noti, in particolare 'ALT (AUC: 0.68, sensibilita: 0.84, spe-

165



MEDICINA TRASLAZIONALE

cificita: 0.94) e la CK-18 M30 e M6o (M30 AUC: o.70 sensibilita: 0.41, specificita: 0.94; M6o AUC: o0.72 sensibilita: o0.52,
specificita: 0.94).

Infine lo studio piti recente relativo ai miRNA come biomarcatori di progressione della steatosi epatica é stato condotto
nel 2018 da Mireia Lopez-Riera et al. che riesaminando sperimentalmente miRNA precedentemente riportati in lette-
ratura, hanno dimostrato che i miRNA -27b, -34a, -22, -122, -192 e -21 sono indotti ed i miRNA -30c¢, -16 € 197 sono repressi
nel siero di pazienti con patologia severa rispetto ai pazienti con steatosi semplice. Inoltre i rapporti miR-34a/mir-197
e miR-27b/miR-30c rappresentavano i biomarcatori con efficienza diagnostica migliore per I'identificazione rispettiva-
mente dei pazienti con NASH definita mediante SAF 22 AUC: 0.81 e dei pazienti con NASH definita tramite NAS score 25
AUC: 0.79 (92). Ad oggi quindi, sulla base dei dati finora riportati emerge che I'up-regolazione dei miRNA-122, -192, -34a
é concordante in diversi studi, per cui la validazione in coorti pitt ampie di pazienti e successivamente in trial clinici
potrebbe portare all'introduzione di questi biomarker a RNA nella pratica clinica utili per I'identificazione di pazienti a
rischio di progressione dalla steatosi semplice alla steatoepatite non alcolica.

Pochi studi, invece, hanno valutato il dosaggio di IncRNA come biomarcatori di NASH. Jung Gil Park et al. hanno
analizzato i livelli di espressione mediante PCR quantitativa del IncRNA LeXis nel plasma di 35 pazienti NASH rispetto
a 9 pazienti NAFL con diagnosi accertata mediante biopsia. In questo modo, hanno osservato che il IncRNA LeXis era
sovraespresso nei pazienti NASH rispetto ai pazienti NAFL con una performance diagnostica di AUC: 0.74, sensibilita
del 54.3% e specificita del 100% (93).

In uno studio pubblicato nel 2019 dal nostro gruppo (94), a seguito dell’analisi microarray é stata validata la sovrae-
spressione a livello sierico del IncRNA RP11-128N14.5 in pazienti con patologia severa (NAS score =5 versus NAS score <4)
con un’efficienza diagnostica di o0.71 (sensibilita=y3,7%, specificita=7o,4%) superiore all’efficienza diagnostica di AST
(AUC=0.66) ed ALT (AUC=0.37) (Fig. 4).

RNA circolanti per la stadiazione di fibrosi

E ormai noto il coinvolgimento dei miRNA nella patogenesi della NAFLD e la loro deregolazione nel fegato di pazienti
con fibrosi NASH-correlata (95). Purtroppo nonostante siano differenti i lavori che hanno valutato il ruolo dei miRNA
come biomarcatori sierici sia nella NAFL che nella NASH ad oggi solo pochi studi hanno analizzato i miRNA come bio-
marcatore di fibrosi nella popolazione NAFLD.

Nello studio condotto da Miyaak et al. é stata analizzata l'espressione del miR-122 su 67 pazienti NAFLD stadiati per
fibrosi. E stato osservato che i livelli sierici del miR-122 erano significativamente down-regolati nei pazienti con fibrosi
severa rispetto ai pazienti con fibrosi lieve. Inoltre é stato valutato il valore diagnostico di questo biomarcatore non
invasivo ed e stato confrontato con altri biomarcatori di fibrosi come 'acido ialuronico e il collagene di tipo IV. La curva
ROC del miR-122 mostrava una performance diagnostica migliore (0.82) rispetto a quella dell’acido ialuronico e collagene
di tipo IV rispettivamente di 0.74 € 0.72 (96).

Nello studio condotto da Pirola et al., precedentemente menzionato, invece, il miR-122 era up-regolato nei pazienti con
fibrosi avanzata (F 2-3) rispetto ai pazienti con fibrosi o-1 con un AUC pari a 0.61. Sebbene questo valore predittivo non
sia ideale per un buon biomarcatore, la performance diagnostica del miR-122 era nettamente superiore a quella della CK-
18 (AUC: 0.49) e leggermente pii1 di ALT (AUC: 0.59) e AST (AUC: 0.64) nel predire la fibrosi (89).

Nel 2018, Lopez-Riera ed il suo gruppo hanno effettuato una validazione in una coorte indipendente di pazienti NAFLD
(stadiati anche per fibrosi) dei miRNA sierici precedentemente identificati. In particolare, é stata analizzata la dere-
golazione di questi miRNA dividendo la coorte anche in base al grado di fibrosi in 2 gruppi (F<2 o F>2) 0 in 5 gruppi (Fo,
F1, F2, F3, F4, F5). Dividendo la coorte da Fo a Fs5 e stato osservato che i livelli d’espressione del miR-122 e del miR-192
tendono ad aumentare negli stadi di fibrosi lieve (F1 e F2) e a diminuire nella fibrosi severa (F3 e F4). Il mir-122 in questo
studio, presentava un trend d’espressione opposto rispetto a quello riportato da Miyaak; questo purtroppo ne limita
l'utilizzo nel prevedere la fibrosi severa nei pazienti NAFLD (92).

Un altro microRNA che presentava un andamento opposto rispetto ai dati presenti in letteratura é il miR-16; infatti
nello studio condotto da Lépez-Riera miR-16 era down-regolato nei soggetti con fibrosi F3-4 a differenza dello studio
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condotto da Liu et al. dove il miR-16 era up-regolato e presentava una buona performance diagnostica nel predire la fibrosi
(AUC: 0.71) (91).

Invece sempre il gruppo di Lépez-Riera ha dimostrato per la prima volta 'associazione dei miRNA-21, -27b e -30c con la
fibrosi F3-4 in particolare miR-27b e miR-21 erano up-regolati nel confronto F<2 vs F>2 mentre miR-30c era down-regola-
to nello stesso confronto. Nello stesso studio ¢ stata valutata anche la performance diagnostica di questi miRNA nel di-
scriminare i soggetti con fibrosi severa. Dai risultati & emerso che i miRNA non mostrano una performance diagnostica
migliore rispetto agli algoritmi di fibrosi convenzionali. Trai miRNA analizzati quello con un AUC (0.72) piti elevato era
il miR-30c (down-regolato in F>2). E stato inoltre osservato che la combinazione dei miRNA miR-27b con -30c e miR-27b
con -197 presentava una performance diagnostica leggermente superiore con AUC rispettivamente di 0.77 € 0.75 (92).

Ad oggi, sono ancora pochi gli studi che prendono in esame i IncRNA come biomarcatori di fibrosi NASH-correlata. Un
potenziale biomarcatore di cirrosi epatica NASH correlata é rappresentato dal IncRNA APTR (Alu-mediated p21 transcriptio-
nal regulator). In uno studio condotto da Yu et al. nel siero di 34 pazienti con cirrosi epatica (accertata mediante biopsia)
e 24 soggetti sani e stata osservata un up-regolazione dei livelli sierici di APTR rispetto ai soggetti di controllo. Inoltre
il IncRNA APTR era up-regolato anche nel siero di pazienti con cirrosi epatica scompensata rispetto a quelli con cirrosi
compensata (97).

Nel nostro studio del 2019 precedentemente citato (94), abbiamo validato, dopo l'analisi dei microarray, I'up-regolazione
a livello sierico del IncRNA TGFB2/TCFB2-OT1 nei pazienti con fibrosi 3-4 rispetto a fibrosi o-2. Dall’analisi delle curve
ROC é emerso che il IncRNA TCFB2/TCFB2-OT1 presentava un AUC di 0.80 nel confronto F=3-4 rispetto a F=0-2 (sensibi-
lita=65%, specificita=81.3%). Inoltre, le combinazioni di TGFB2-OT1 con FIB-4 o il Fibroscan miglioravano l'accuratezza
diagnostica nel rilevare i pazienti con fibrosi F 3-4 rispetto alla fibrosi F 0-2. Il nostro studio fornisce nuovi dati high-
throughput sull’espressione 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.

Infine, in uno studio piti recente, condotto da Han et al. (98), & stata analizzata I'espressione del IncRNA GASs a livello
plasmatico in pazienti NAFLD stadiati per il grado di fibrosi. E stato osservato che i livelli plasmatici di GAS5 erano
significativamente pil elevati nei pazienti con fibrosi avanzata (F3) rispetto ai soggetti con fibrosi assente o moderata
(F<2) e l'espressione di GAS5 correlava positivamente con i vari stadi della fibrosi (da Fo a F3). Sebbene 'espressione di
GASs risultava essere up-regolata nel confronto F3 vs F<2, la sua espressione era down-regolata nel confronto tra i pa-
zienti NAFLD con cirrosi (F4) rispetto ai pazienti con fibrosi avanzata (F3). Questo é stato il primo studio a rivelare che i
livelli di GASs differiscono durante la progressione della fibrosi e lo sviluppo della cirrosi (Fig. 4).

CONCLUSIONI

Attualmente la NAFLD rappresenta una preoccupazione per la salute globale a causa dell’elevata prevalenza nella po-
polazione generale e alla morbilita e mortalita ad essa associata (99).

Una delle principali sfide per la gestione di questa patologia sta nel differenziare correttamente gli individui con NASH
dalla pitt ampia popolazione di pazienti con NAFL e nello stadiare il grado di fibrosi. Al momento, la biopsia epatica
rimane il gold standard per la diagnosi di NASH e la stadiazione della fibrosi. Purtroppo a causa dei rischi connessi a
questa metodica, i clinici si affidano spesso ad una combinazione di test biochimici e di imaging, se pur con efficienze
diagnostiche limitate, per la diagnosi e la stadiazione della patologia (7, 8, 15). L'identificazione di metodi non inva-
sivi e I'integrazione sempre piti estesa dei vari trattamenti rende necessario studiare e caratterizzare tale patologia in
modo da poter monitorare la risposta al trattamento e la progressione della patologia.

Negli ultimi anni numerosi biomarcatori sono stati studiati al fine di poter diagnosticare la NAFL, la NASH e stadiare
la fibrosi. Per quanto riguarda i biomarcatori sierici non possono ancora essere utilizzati per lo screening e 1a stadiazione
della NAFLD a causa della loro limitata accuratezza; nel corso di questi anni é stato dimostrato che i pannelli di bio-
marcatori sierici avendo una promettente performance diagnostica potranno essere utilizzati in futuro nella diagnosi
della steatosi.
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L'introduzione di nuovi approcci “omici” nella ricerca dei biomarcatori non invasivi potrebbe portare all'identifica-

zione di molecole in grado di individuare i pazienti NAFL, differenziare i soggetti NASH e stadiare il grado di fibrosi.

Questi studi “omici” necessitano tuttavia di essere validati su coorti pitt ampie ed eterogenee prima di essere utilizzati

nella pratica clinica.
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