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1. INTRODUZIONE

1.1 TUMORI NEUROENDOCRINI

| tumori neuroendocrini SONO un gruppo eterogenienedplasie costituite da
cellule neuroendocrine che fanno parte del Sist&mdocrino Diffuso (DES). Le
cellule del DES ed i tumori che ne derivano sormi sicoperti nella seconda meta del
XIX secolo. Da allora la definizione di cellula meandocrina ha subito diverse
modificazioni. Inizialmente cellule peculiari dellaucosa gastrica ed intestinale hanno
attirato I'attenzione dei ricercatori poiché in goadi colorarsi mediante sali di cromo,
per cui sono state chiamate cellule enterocromaffia concomitante scoperta della
secretina da parte di Baylis e Starling nel 1902 diumostrato che il sistema
gastrointestinale era sito di produzione di sostasecrete nel sangue, chiamate
ormoni, con effetto fisiologico a distanza dallaoldonte di produzione. Nel 1938
Feyrter ha descritto in vari organi cellule epaklinon evidenziabili con coloranti
convenzionali. Tali cellule, che includono anche cielule cromaffini, sono state
definite “cellule chiare”. Ad esse é stata attrihuina funzione locale, con produzione e
secrezione di peptidi o amine ad azione paracena,causa della loro distribuzione in
molti organi, sono state classificate come DES. N#6 Pearse ha identificato un
gruppo di cellule capaci di captare precursori phetrasformano in amine mediante
decarbossilazione intracellulare. Queste cellule,gran parte corrispondenti alle
“cellule chiare” di Feyrter, sono state raggruppatme cellule APUD (Amine
Precursor Uptake and Decarboxylation system), ceng®nti anche le cellule
argentaffini e le cellule che immagazzinano 5-iditoptofano (5HT) dell’apparato
gastrointestinale. Contemporaneamente allo swiugel concetto di DES, € stato
scoperto un tumore epiteliale non convenzionaleertol sviluppo, definito da
Oberendorfer come “karzinoid”. Le proprieta argéfimadi alcuni di questi tumori &
stata descritta da Gosset e Masson nel 1914 essivamente € stata stabilita la loro
correlazione con le cellule enterocromaffini. CorsViluppo dell’ immunoistochimica
sono state identificate sempre piu cellule dellapgpo gastrointestinale, del pancreas e
del sistema nervoso capaci di produrre e secemraige. Da qui l'introduzione del

termine “cellula neuroendocrina”.



Ogai le cellule endocrine sono descritte secorskguenti criteri:

» produzione di neurotrasmettitori, neuromodulatonearropeptidi;

» presenza di granuli di secrezione a nucleo densa@uddi 'ormone e prodotto e
secreto mediante esocitosi in risposta a stimtdires

» assenza di assoni e sinapsi.

| tumori neuroendocrini sono un gruppo eterogeneo ndoplasie che
comprendono carcinoidi gastrointestinali, tumorn@aatici insulari, tumori ipofisari
cromofobi, carcinomi midollari della tiroide e feomocitomi. | tumori neuroendocrini
gastrointestinali rappresentano la maggioranzaueori neuroendocrini. Solitamente
sono tumori sporadici, ma possono anche far parggndromi genetiche e clustering
familiare. Inoltre, circa il 20% dei pazienti conntori neuroendocrini sviluppano

neoplasie secondarie.

1.2 CLASSIFICAZIONE DEI TUMORI NEUROENDOCRINI

| tumori neuroendocrini sono stati a lungo fonténtieresse clinico e patologico.
Inizialmente, nel 1907, essi sono stati classifict Oberendorfer sotto il termine
“karzinoid”. Nel 1963 e stato proposto di classfie i carcinoidi, in base al sito di
origine embrionale, come foregut (vie respiratoséomaco, duodeno prossimale,
sistema biliare, pancreas), midgut (duodeno distdigiuno, ileo, appendice, colon
prossimale) e hindgut (colon distale, rettd). (Tuttavia, questa classificazione si &
dimostrata inaffidabile poiché raggruppa tumori coaratteristiche morfologiche,
funzionali e cliniche diverse, come per esempio dummeuroendocrini del tratto
gastrointestinale e del polmone. Nel 1980 la diasgione del WHO (Tabella 1) ha
separato i tumori gastrointestinali dai tumori drigme diversa. | tumori
gastrointestinali, che costituiscono circa il 90%dwdti i tumori neuroendocrini, sono
stati classificati come carcinoidi. | restanti mdbno tumori neuroendocrini del
pancreas, della tiroide, paragangliomi, tumori pmtari a piccole cellule e tumori della
cute a cellule di Merkel. I carcinoidi, in baseaie tecniche di colorazione, sono stati
poi sottoclassificati in carcinoidi a cellule emeromaffini, carcinoidi a cellule
contenenti gastrina e altri tipi di carcinoidi. Tastia anche questa classificazione ha

creato confusione. L'uso del termine “carcinoide’er pclassificare i tumori



neuroendocrini non € preciso e non riesce ad imcarp 'ampio spettro di neoplasie
che originano dai vari tipi di cellule neuroendaeri che producono sostanze
biologicamente attive. Nel 1994 Capella et al. lasaggerito di sostituire i termine
“carcinoide” con il termine “tumore neuroendocrin@i modo da poter includere tutte
le neoplasie con carattere neuroendocrino, e hproosto una nuova classificazione
basata su aspetti clinici e patologici. | tumomaanizialmente suddivisi secondo il sito
di origine e successivamente suddivisi in tumon comportamento benigno, tumori
con comportamento incerto, tumori maligni a bagsalg, tumori maligni ad alto grado.
La suddivisione e basata sulla differenziaziongasgfica, la dimensione, I'invasione di
tessuti circostanti, e I'invasione dei vaé?)( La secrezione ormonale & strettamente
correlata al quadro clinico provocato da questidurad € quindi importante per la loro
classificazione. Tali tumori sono classificati cotuenori neuroendocrini funzionanti
guando i livelli ormonali sierici sono elevati, camonseguente sindrome clinica da
iperproduzione, e come tumori neuroendocrini narzinanti quando non provocano
significativo aumento dei livelli ormonali siericLa classificazione piu recente del
WHO (%) & basata su una serie di caratteristiche isttaohie e biologiche : grading,
sito e dimensioni del tumore primario, markers dhliferazione cellulare, invasivita
locale e vascolare, produzione di sostanze atav@uhto di vista biologico.

Le principali categorie sono:

1) tumori endocrini ben differenziati (well differentiated endocrine tumors)
caratterizzati da basso grado di malignita;

2) carcinomi endocrini ben differenziati (well differentiated endocrine carcinomas),
piu aggressivi per la presenza di metastasi;

3) carcinomi endocrini scarsamente differenziati (poorly differentiated endocrine
carcinomas) con alto grado di malignita e prognosi peggiore;

4) carcinomi esocrini-endocrini misti (mixed exocrine-endocrine tumors).

Questa classificazione permette una diagnosi faegie¢umori neuroendocrini del tratto

gastroente ropancreatico.



Classification

Well-differentiated endocrine

Well-differentiated endocrine

Well-differentiated endocrine

Poorly differentiated

lleum, colon, rectum

Appendix

No vascular invasion

Non-functioning:

— gastrin-producing tumor

— serotonin-producing tumor
— gangliocytic paraganglioma

Confined to mucosa—submucosa,
<1 cm (small intesting)

=2 cm {large intesting)

No vascular invasion

Non-functioning:
— serotonin-producing tumor
— enteroglucagon-producing tumor

Non-functioning

Confined to appendiceal wall
<2cm

No vascular invasion

Non-functioning:
— serotonin-producing tumaor

orvascular invasion

— gastrin-producing tumoar,
functioning or non-functioning,
sporadic or MEN 1 associated

— somatostatin-producing tumor
with or without Recklinghausen
— serotonin-preducing tumor,
non-functioning

Confined to mucosa—submucosa,
=1 cm (small intestine)

>2 cm (large intestineg)
orvascular invasion

Non-functioning:
— serotonin-preducing tumor
— enteroglucagon-producing tumor

Enteroglucagon-producing
Confined to subserosa
>2cm

orvascular invasion

Non-functioning:
— enteroglucagon-producing tumor

beyond or metastases

— gastrin-producing tumar,
functioning or non-functioning,
sporadic or MEN 1 associated

— somatostatin-producing tumor with
or without Recklinghausen

— serotonin-preducing tumor,
non-functioning or functioning

(any size or extension)

— malignant gangliocytic
paraganglioma

Well to moderately differentiated
Invasion to muscularis propria or
beyond or metastases

— serotonin-preducing tumor with
or without carcinoid syndrome

— enteroglucagon-producing
carcinoma

Well to moderately differentiated
Invasion to mesoappendix or beyond
or metastases

— serotonin-producing tumor with or
without carcinoid syndrome

tumor tumor carcinoma endocrine carcinoma
Site Benign behavior Low-grade malignant Low-grade malignant High-grade malignant
Pancreas Confined to pancreas <2 ¢m, Confined to pancreas Well to moderately differentiated Necrosis common
<2 mitoses per 10 HPF =2¢m Mitotic rate often higher (2—10 per >10 mitoses per 10 HPF
<2% Ki-67 positive cells >2 mitoses per 10 HPF 10 HPF) >15% Ki-67 positive cells
No vascular invasion >2% Ki-67 positive cells Ki-67 index >5% Prominent vascular and/or
or vascular invasion Gross local invasion and/or metastases  perineural invasion
— functioning: insulinoma — functioning: gastrinoma, — functioning: gastrinoma, insulinoma,  Small cell carcinoma
—non-functioning insulinoma, VIPoma, glucagonoma,  VIPoma, glucagonoma, or
or somatostatinoma somatostatinoma
— non-functioning — non-functioning
Stomach Confined to mucosa—submucosa, Confined to mucosa—submucosa, Well- to moderately differentiatad Small cell carcinoma
<1 cm =1em Invasion to muscularis propria or
No vascular invasion or vascular invasion beyond or metastases
Non-functioning: Non-functioning: Functioning or non-functioning: Usually non-functioning
—ECL tumor associated with chronic  — ECL tumor associated with CAG — ECL tumor usually sporadic Occasionally with Cushing
atrophic gastritis (CAG) or MEN 1 or MEN 1 or sporadic — serotonin-producing tumor syndrome
— serotonin-producing tumor — serotonin-preducing tumor — gastrin-producing tumor
— gastrin-producing tumor — gastrin-producing tumor
Duodenum, Confined to mucosa—submucosa, Confined to mucosa—submucosa, Well- to moderately differentiated Small cell carcinoma
upper jejunum <l m >1¢em Extending beyond submucosa or

Small cell carcinoma

Small cell carcinoma

TABELLA 1 : Classificazione WHO dei tumori neuroendocrinstga-entero-pancreatici.




1.3 TUMORI NEUROENDOCRINI DEL PANCREAS (PETSs)
1.3.1 EPIDEMIOLOGIA

| tumori endocrini pancreatici sono rari e rappréaro soltanto il 2% di tutte le
neoplasie pancreatiche. Non mostrano una signifecaredilezione di sesso e possono
presentarsi in tutte le eta, con un picco d’incidetra i 30 e i 60 anni. Questi tumori
sono generalmente di piccole dimensioni (< 1 cegsendo riscontrati in circa I'1% di
biopsie. L’ incidenza totale dei PETs € aumentagglirultimi anni, probabilmente a
causa dell'applicazione di approcci diagnostici g@isibili, come per esempio tecniche
di imaging, test laboratoristici piu affidabili exhalisi morfofunzionali piu dettagliate

mediante tecniche di immunoistochimica e biologieuolare %1

1.3.2 ORIGINE E CLASSIFICAZIONE

Le cellule di origine dei PETs sono virtualmentttetle cellule facenti parte del
pancreas endocrino. Queste cellule sono localizateelle insule che nell’epitelio dei
dotti e dei duttuli. Le cellule dei duttuli sononsaderate multipotenti ed hanno un ruolo
molto importante nella rigenerazione del pancreas)’e dimostrato da esperimenti su
animali che hanno evidenziato capacita rigeneratiegh pancreas dopo parziale
pancreasectomia. Tale capacita rigenerativa etesssica sia di cellule differenziante
esocrine ed endocrine che di cellule dei duttdpaci di dare origine a nuovi lobuli
pancreatici ed insulé’(*).

| PETs rappresentano un gruppo eterogeneo di rseplehe mostrano
caratteristiche morfologiche, cliniche e molecotiiriersi. Dall’inizio del secolo scorso
numerosi studi hanno cercato di chiarire le canatiehe clinico-patologiche e
molecolari di queste neoplasie. A causa dei divepgirocci metodologici usati per
classificare questi tumori, sono state proposte erose nomenclature, che spesso
hanno causato confusione tra clinici e patofdgi(Nel 1995, un gruppo di patologi
endocrinologi 1) hanno proposto una classificazione dei tumoriroendocrini del
polmone, del tratto gastroenterico e del pancreas, lo scopo di identificare le
caratteristiche cliniche e morfologiche, utili ndelineare categorie di tumori con

prognosi diverse. Tra i fattori prognostici, i mearkdi proliferazione apparivano



promettenti e utili nel riconoscimento di tumorincain alto rischio di malignita e
prognosi peggiore’?'9. Il primo studio sull'utilita di un marker proéfativo nella
valutazione della malignita dei PETs & stato puilidi nel 1992 da Pelosi et &f)( Gli
autori hanno dimostrato che un marker nuclearedliferazione cellulare maggiore del
5% e correlato alla diminuzione della sopravvivemzedia dei pazienti. Tuttavia, il
marker di proliferazione Ki-67, valutato mediantesb dell’ anticorpo monoclonale
MIB1, e stato dimostrato essere migliore, nel \afitla prognosi dei pazienti. Si e
stabilito che un indice di proliferazione con Ki-6@inore del 2% é indicativo di
comportamento benigno e che il rischio di compodaim maligno aumenta
progressivamente con I'aumentare di Ki-67 dal 294G% (°). In aggiunta al Ki-67,
vari altri parametri morfologici sono stati studliatsono risultati utili nel prevedere il
comportamento clinico dei tumori neuroendocrif?®). | fattori istopatologici di
malignita presi in considerazione sono:

dimensione tumorale;

invasivita di tessuti contigui;

atipia strutturale con prevalenza di aree solide;

presenza di necrosi;

atipia cellulare con aumentato rapporto nuclegitasma,

distribuzione irregolare della cromatina e nuclevidenti;

YV V V V V V V

numero di mitosi (>2/mm).

Tra questi criteri, I'invasione microvascolare seabssere piu sensibile e specifica nel
predire la malignita, solo se identificata tran@®31 sulla parete vasale. Questi criteri,
presentati dal gruppo internazionale dei patola&dil®95, hanno rappresentato la basi
per la recente classificazione WHO dei PEfs(Tabella 2).



WHO Classification of Pancreatic Endocrine Tumors [239]

Well differentiated endocrine tumor
1.1 Benign behavior: confined to the pancreas,
nonangioinvasive, <2 cm in size; < two mitoses and =< 2%
Ki-67-positive cells per 10 HPF
Functioning: insulinoma
MNonfunctioning
Uncertain behavior: confined to the pancreas, = 2 cm in
size, more than two mitoses and > 2% Ki-67-positive cells
per 10 HPF, or angioinvasive
1.2.1 Functioning: gastrinoma, insulinoma, VIPoma,
glucagonoma, somatostatinoma. inappropriate hormone
secreting tumors®?
1.2.2 Nonfunctioning

o
b ik
[rd bt

=z Well differentiated endocrine carcinoma
2.1 Low-grade malignant: gross local invasion and/or
metastases

2.1.1 Functioning: gastrinoma. insulinoma. glucagonoma,
VIPoma, somatostatinoma, inappropriate hormone
secreting tumors®?

2.1.2 Nonfunctioning

3 Poorly differentiated endocrine carcinoma
High-grade malignant: small to large cell carcinomas

“Inappropriate hormone secreting tumors may cause the following
endocrine syndromes: Cushing (ACTH), acromegaly or gigantism (GRF),
hypercalcemia. and so forth.

TABELLA 2 : Classificazione WHO dei PETSs.

| PETs possono essere anche classificati, in biteséoeo funzione endocrina ed alle

conseguenti manifestazioni cliniche, in funzionantion funzionanti (Tabella 3).

Functional Classification of Pancreatic Endocrine Tumors

e Type Behavior
5-10 Nonfunctioning, clinically silent  Mostly benign
50 Insulinomas 90% benign
20 Other functioning tumors: 50-90%
gastrinoma, glucagonoma, Malignant, low grade

somatostatinoma, carcinoid,
Cushing’s tumors, and so forth

20 Nonfunctioning, locally T0-80%
symptomatic tumors Low grade malignancies
1-5 Small cell carcinoma with poor  All malignant,
endocrine differentiation high grade

TABELLA 3 : Classificazione funzionale dei PET.



- Tumori funzionanti
Sono associati a sindromi cliniche causate daltaegeéne inappropriata di
ormoni. Di questo gruppo fanno parte insulinomiycgigonomi, somatostatinomi,

gastrinomi, VIPomi e alcuni tumori meno comuni.

- Tumori non funzionanti (o inattivi, clinicamente silenti)

Non sono associati ad una distinta sindrome clim@a possono comungue
mostrare elevati livelli ormonali nel sangue o immareattivita in prelievi di tessuto.
Percio tumori con cellule che per la maggior pagprimono e spesso anche secernono
polipeptide pancreatico (PP) o neurotensina sodasnnella categoria dei tumori non
funzionanti, perché non causano una sindrome orlaafiaica definita. Questi tumori
diventano clinicamente apparenti per le loro elewdmensioni, I'invasione di organi
adiacenti, per la presenza di metastasi e irceaiidall’insorgenza di pancreatite acuta.
Molto spesso sono individuati incidentalmente metdiadecniche di imaging. Tumori
con diametro minore di 0,5 cm vengono denominatrosidenomi e normalmente sono

non funzionanti.

1.3.3 MARKERS DI DIFFERENZIAZIONE NEUROENDOCRINA

| PETs possono essere identificati usando antiadirptti contro markers simili
a quelli presenti in tutte le cellule neuroendoerin come la sinaptofisina, una
glicoproteina integrale della membrana delle vedeisinaptiche, o il PGP 9.5, una
proteina citoplasmatica. Un altro marker che pusees utilizzato & I'enolasi neuro-
specifica (NSE), ma i risultati devono essere pretati con cautela perché ha una
bassa specificita. La presenza di cromogranine inameattive, componenti
glicoproteiche del citoplasma delle cellule neudmtine con granuli secretori, indica
la presenza di questi ultimi ed indirettamente taallgrado di differenziazione delle
cellule tumorali{>*). In cellule meno granulate la positivitd per cogranina & meno
intensa e diffusa, anche se risulta intensa gpellda sinaptofisina. | PETs contengono

inoltre citocheratine 8, 18 e 19 e in alcuni casit® neurofilamenti.
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1.3.4 MARKERS ORMONALI

L’'uso di questi markers e utile nel caratterizziargpo di cellule tumorali e il
loro specifico prodotto ormonale. Nella maggiortpatei tumori funzionanti I'ormone
che causa la sindrome clinica puo essere rilevatorgetodi di immunoistochimica.
Tuttavia, i tumori funzionanti sono caratterizzati base ai sintomi clinici, perché
l'intensita della colorazione o il numero delle ok positive non sono correlati
all'intensita dei sintomi. Questo € in parte dovatibalterazione della regolazione
genetica e post-translazionale della sintesi eegemre ormonale. C’é un elevato grado
di eterogeneita nel contenuto di ormoni e di mRN#rispondente in ciascuna cellula
dello stesso tumore, inoltre tali ormoni possorespntare una ridotta attivita biologica
0 una diversa emivita plasmatica. E’ possibile ahgumori altamente funzionanti
'immunoistochimica risulti negativa, probabilmerper la loro rapida secrezione. In
questi casi tecniche di biologia molecolare pendlgsi qualitativa di mMRNA possono
risultare utili. D’altra parte I'immunoistochimicauo risultare positiva in tumori non

funzionanti per la disregolazione della via seaiatG?).

Immunophaenotyping of pancreatic endocrine
UMOLrs,

General neuroendocrine markers
Synagtophysin

Protein Gere-Product (PGP 95
CoaE

MAP18

Markers of the matrix of secretory granales
Ijr'r:lrl'.-_'.g.'a AMms

Hormone (cell type] — specific markers

1RSUEN

Glucagon

Sornatostatin

Bastnn

Vasoactve [ntastinal Polypeptida IVIP)
Pancraatic Polypeptde (PP)

Serttanin

ACTH
Meurotensim

Caleitonin

TABELLA 4 : Markers immunofenotipici di PETSs.
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Vari studi riportano che molti tumori sono compodt piu di un fenotipo
cellulare, tuttavia solo uno e correlato con ladedme clinica da inappropriata
produzione ormonale. Percio la classificazione dessere morfofunzionale e non
basata soltanto sulla tipizzazione cellulare. Ecessario quindi prendere in
considerazione principalmente i segni e i sintolmia@ e la determinazione delle
ormoni circolanti. Inoltre le metastasi possono doroe ormoni diversi da quelli

prodotti dal tumore primitivo>().

1.3.5 STAGING E PROGNOSI

Nessun sistema di staging, come il sistema UICC TNKMtato applicato ai
PETs. L'indicatore piu affidabile di comportamemt@ligno € la presenza di metastasi
nei linfonodi regionali o epatiche e l'infiltraziendi organi adiacenti. Molti dei tumori
di piccole dimensioni, inclusa la maggior parte ldegsulinomi, probabilmente hanno
potenziale malignita, ma linterruzione del lorocdeso naturale con asportazione
chirurgica previene I'espressione di questo powaziE stata proposta la separazione
dei PETs in gruppi prognostici in base al livellatotico e alla presenza di aree
necrotiche 9.

Gli insulinomi funzionanti sono per la maggior gattimori ben differenziati a
comportamento benigno. Solo per il 15% sono classifcome tumori ben differenziati
a comportamento incerto, mentre I'85% ha carattitrearcinoma. Tra i tumori non
funzionanti, solo una piccola parte rientra neliéegoria dei tumori ben differenziati a
comportamento benigno o incerto, mentre la maggaadfino al 95% dei casi) rientra
nella categoria dei carcinomi ben differenziati.

| carcinomi endocrini scarsamente differenziaticscari €%).
1.3.6 CORRELAZIONI CLINICO-PATOLOGICHE

E chiaramente necessario stabilire una strettaeleaione tra la classificazione
morfologica e le sindromi cliniche provocate dantri, anche perche e difficile predire

il comportamento biologico dei tumori endocrini beifferenziati basandosi solo su

criteri istologici.
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Per stabilire la natura benigna di un tumore é s&sn® un lungo follow-up clinico
poiche le metastasi possono svilupparsi molti alomo la rimozione chirurgica della
lesione primitiva.

Fatta eccezione per i carcinomi scarsamente difféaiti, la progressione della malattia
e spesso significativamente lenta. Dopo la compdirszetastasi la sopravvivenza a 5 o
a 10 anni dopo la comparsa di metastasi € abbasfeegquente. Tuttavia la secrezione
ormonale inappropriata pud causare sindromi clmicine mettono in pericolo |l
paziente.

In conclusione, la classificazione morfofunzionale un PET deve prendere sotto
considerazione :

la sindrome clinica provocata o associata con orote;

i livelli plasmatici ormonali;

la massa tumorale;

le caratteristiche istologiche e il comportamentiddgico probabile del tumore;

il fenotipo delle varie cellule tumorali;

YV V.V V V VY

I'analisi genetica del tumore.

1.3.7 BACKROUND GENETICO DEI TUMORI ENDOCRINI PANCR EATICI

Le alterazioni molecolari che determinano la perdi¢l controllo della crescita
cellulare in cellule neuroendocrine sono poco nateeccezione dei tumori sviluppati
in pazienti con alterazioni specifiche del genoc@ne per esempio MEN1 e malattia
von Hippel-Lindau (VHL),

- Forme ereditarie di PETs

Una piccola percentuale di PETs si manifestano amigmti con sindromi
ereditarie come la MENL1 e la malattia VHL.
» La MENL1 e una rara sindrome autosomica dominantetesizzata principalmente
da anomalie endocrinologiche che interessano ipgisatiroidi, pancreas endocrino e
duodeno. PETs ereditari si sviluppano nell’ 80-1088bpazienti ¥*). Per la maggior
parte questi tumori sono piccoli, non funzionamtultipli e solitamente benigni.
Prendendo in considerazione i tumori funzionand%5 dei pazienti sviluppano

gastrinomi, 21% insulinomi e meno del 5% altri HIPETs (°). | PETs associati alla

13



MEN1 hanno eta di incidenza piu bassa e recidiv@-paperatorie molto piu frequenti
dalla loro controparte sporadica. Rappresentancalessa di morte piu frequente dei
pazienti affetti da MENL. La mutazione alla bas#l’ éereditarieta della MEN1 e una
mutazione germinale del gene oncosopressore MEdthlizzata, mediante studi di
LOH (loss of heterozigosy) e di cloning posizionate un breve intervallo genomico
nel locus 11q13%*>2y. Tale mutazione & stata evidenziata in tutteataiglie affette
da MEN1 studiate fino ad oggi. Mutazioni germinalieterozigosi disperse in tutto il
gene MEN1 sono state identificate nel 95% delleigéiencon pazienti che presentano
almeno 3 lesioni principali caratterizzanti la simue ed anche in parenti di primo
grado che presentano almeno una di tali lesiontunhori associati alla MEN1
presentano alterazioni somatiche del rimanentéeatla perdita cromosomica, perdita
cromosomica con duplicazione o altri eventi locaiz come mutazioni puntiformi.
Queste informazioni suggeriscono un meccanismo cotaee di oncogenesi dovuta a
inattivazione della menina, la proteina codificatal gene MEN1. Anche se il
meccanismo molecolare preciso di soppressione dedscita esercitato dalla menina
non e noto, molti dati suggeriscono che la menir@abilmente € coinvolta nella
riparazione o sintesi del DNA e che il meccanisritagerso il quale esercita azione
soppressiva della crescita & mediata da interaetonfattori di trascrizioné(>29.

» La VHL e una sindrome ereditaria dominante chalippone all’ insorgenza di
varie neoplasie, sia maligne che benigne, piu fatpmente rappresentate da neoplasie
retiniche, cerebellari, emangioblastoma spinalecicama renale, feocromocitoma e
tumori pancreatici cistici e/o endocrint®) | tumori pancreatici correlati a VHL
solitamente sono adenomi micro cistici esocrini, meh 15% dei pazienti si possono
riscontrare dei PETs*(**%J. La maggior parte dei tumori sono multipli e non
funzionanti ¢%) e circa il 30-40% di questi tumori dimostrano itiviia focale per PP,
somatostatina, glucagone e/o insulina. Questi tusmmo altamente vascolarizzati e

nella maggior parte dei casi presentano una ceelgeita e rimangono asintomatici.

- Forme sporadiche di PETs

La grande maggioranza dei PETs si presentano Spanaeinte e anche se ci
sono informazioni dettagliate sul profilo fenotipie funzionale di queste neoplasie,
abbiamo solo poche informazioni riguardanti il gigpm di tumori ben differenziati e

virtualmente nessuna informazione per le forme sscaente differenziate. Inoltre, i
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markers molecolari e immunoistochimici attualmensati sono di scarso valore nel
stimare la malignita dei PETSs.

Mutazioni somatiche del gene MEN1 sono state rigats in circa il 30% dei PETs
sporadici $°°%%), con frequenze diverse tra i vari tipi tumoratilterazioni del MEN1
sono state riscontrate nel 54% dei gastrinomi, 5@ dei VIPomi, in 2/3 dei
glucagonomi, in quasi tutti i somatostatinomi, neéosnel 7% degli insulinomi e circa

nel 26% dei tumori non funzionantf’{383%40.4,

- Fattori di crescita

Recenti studi hanno evidenziato nell'ambito dei BEE presenza di recettori
per i fattori di crescita e la loro sintesi intrligkare. Il significato preciso di questi
peptidi nello sviluppo dei PETs non e del tuttoacia. In generale, questi studi
sembrano indicare che I'espressione de novo dirfatt crescita e/o dei loro recettori &
coinvolta nello sviluppo tumorale ma non nell' agggivita. | fattori di crescita
fibroblastici acidi e basici (aFGF-bFGF) non sorspressi, invece i loro recettori
(FGFR1-4) sono espressi nella maggior parte deotuifi?). Nelle cellule insulari
normali questi recettori hanno una distribuzioneecdra, ma nei PETs sono
iperespressi . Il TGR-é stato rivelato in molti PET&3(*), ma il suo recettore (EGFR)
e espresso a bassi livelli e spesso si riscontaaferma incompleta composta solo da
uno dei due domini recettoriali®(). Il fattore di crescita epatocitario (HGF) & ess0
da NF-PETs, gastrinomi, VIPomi e insulinomi®)( Alcune di queste neoplasie
esprimono anche il recettore del HGF (met), suggkrd’esistenza di un meccanismo
di regolazione della crescita tumorale di tipo atitw/paracrino ¢>9. Il fattore di
crescita epatocitario € noto per stimolare la ntatagzazione tumorale, ma nel caso dei
PETs non sembra essere correlato all' insorgenzaedastasi. Anche altri fattori di
crescita e loro recettori sono stati osservatiRtels (IGF, TGH, VEGF, PDGF), ma

il loro ruolo biologico non €& noto.
1.4 INSULINOMA
Gli insulinomi sono tumori funzionanti e generalrtesiibenigni caratterizzati

dalla presenza di cellule B differenziate e da ligegiia dovuta all’inappropriata

secrezione di insulina, hanno una eziologia e mategi sconosciuta. Sono i piu
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frequenti PETs funzionanti con un’ incidenza di Z4zienti per 1000000/anno.
Possono colpire tutte le eta ma sono molto ramarilei 15 anni e presentano un picco
d’incidenza tra i 40 e 60 anni. Il rapporto madehifmine & circa 1,5/ {#849:°0°152.%3

Dal punto di vista embriologico derivano da cellygleecursori simili a quelle delle
insule pancreatiche normalP®( Un recente studio di clonalitd suggerisce che
inizialmente sono neoplasie policlonali o oligodbreche diventano monoclonali per la
prevalenza di un clone pitl aggressiv. (

La maggior parte degli insulinomi si localizzand pancreas o sono adiacenti ad esso.
Gli insulinomi ectopici (extrapancreatici) con sinti ipoglicemici sono riscontrati
molto raramente (1,8%) e piu spesso si localizzaalbe pareti duodenali. Meno
frequentemente possono essere localizzati nell’depuno, stomaco, milza, legamento
gastrosplenico, polmone, cervice e ovaio.

Possono localizzarsi in qualsiasi parte del pas¢rean una lieve prevalenza della testa
e della coda del pancreas. Nell’ 85% dei casi somnoi, nel 6-13% sono multipli e nel
4-6% dei casi sono associati alla MEN%?(>8:°9:60.61.§2

Macroscopicamente sono tumori ben circoscritticalsistenza piu molle rispetto al
parenchima circostante e la loro superficie € rosaaone.

La maggior parte degli insulinomi viene diagnogtigarecocemente quando il diametro
del tumore non supera i 2 cm, tuttavia sono stgnalati anche tumori con diametro
finoa 11 cm.

Gli insulinomi maligni possono infiltrare il grasggeripancreatico e/o organi
vicini come il duodeno e la milza. Di solito le i@ metastasi sono riscontrate nei
linfonodi regionali (peripancreatici, celiaci, paoitici) e nel fegato>}).

La sintomatologia puo essere distinta in due categuwincipali : sintomi neurologici e
sintomi adrenergici. Spesso prevalgono i sintomiladeeuroglicopenia, mentre i
sintomi adrenergici sono attenuati e il sospetioictd € di un malattia neurologica o
psichiatrica. L'ipoglicemia si verifica in gener@ntano dai pasti o la mattina a digiuno
e puo essere precipitata dall’esercizio fisicantani della neuroglicopenia includono
diplopia, visione offuscata, confusione, alterazidel comportamento e amnesia.
Alcuni pazienti possono presentare crisi epiledtiéicali, perdita della coscienza, coma
0 anche danno cerebrale permanente. Il rilascie datecolamine dovuto a ipoglicemia
puo provocare sudorazione profusa, astenia, senton@, tremori, nausea, ansieta e

palpitazioni {3465,
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La diagnosi di insulinoma si basa sui criteri diifile e sulla dimostrazione di
livelli plasmatici di insulina inappropriatamentéewati per i bassi valori glicemici. Il
riscontro in un paziente sintomatico di una glicemni45mg/dl, di concentrazione
plasmatica dell'insulina >3QJ/ml e di concentrazione del peptide C >1,5ng/ml e
patognomonico di iperinsulinismo endogeno e quindicativo di un insulinoma se si
esclude l'assunzione di sulfoniluree. Gli elevatielli di peptide C escludono la
possibilita di autosomministrazione di insulina @arte del paziente, mentre le
sulfoniluree e i loro metaboliti dovrebbero esseeenpre ricercati nel plasma e nelle
urine per escludere la possibilita di ipoglicemaatitia. In alcuni casi pero i livelli di
insulina e peptide C nei pazienti con insulinoma sono cosi francamente elevati. Nei
soggetti normali I'insulinemia diventa praticameielosabile (<GU/mI) quando la
glicemia scende sotto i 60mg/dl, quindi sono comsiti inappropriati valori di
insulinemia >@U/ml e di peptide C >1ng/ml quando la glicemia &eiiore a 45-
50mg/dl. Inoltre il rapporto insulinemia/glicemia<®,3 in soggetti normali, mentre nei
pazienti con insulinoma € >0,4 in genere. La séonezdi insulina da parte del tumore
puo essere episodica, percio il rapporto puo essmrmaale in un’occasione e abnorme
in un'altra. Circa il 30% dei pazienti presentaipmglicemia sintomatica dopo una
notte di digiuno. Per gli altri pazienti € necegsarogrammare un digiuno prolungato
fino a 72h, in regime di ricovero e sotto stretbaveglianza medica, con prelievi ogni
6h per la determinazione della glicemia e dellallinemia. La prova viene interrotta
quando il paziente presenta sintomi di ipoglicengadopo il prelievo viene
somministrato glucosio. Nel 70% dei pazienti cosulmoma la crisi ipoglicemica si
presenta entro 24h e nel 90% entro 48h dall’intab digiuno. Se I'ipoglicemia non
compare entro 72h, il digiuno puo essere protfadtoalcune ore e associato a esercizio
fisico. Nei casi in cui la risposta al digiuno ebbiia puo essere utile un carico
endovenoso di insulina (0,1 U/kg/h) per valutaredaprimibilita dei livelli plasmatici
di peptide C. Una mancata inibizione é indicativardduzione autonoma di insulina.

Per localizzare il tumore vengono convenzionalmemigegate I'ecografia, la
tomografia computerizzata, la scintigrafia con aghl della somatostatina marcati
(*"in-pentetreotide), PET colfC-5-HTP, *'C-1-DOPA, **F-DOPA o °’Ga-DOTA-
DPhé-Tyr 3-octreotide e I' arteriografia selettiva. L'ecogeafe la TC spesso non
riescono a mettere in evidenza il tumore, che genere di piccole dimensioni, ma

possono evidenziare eventuali metastasi epatichiafanodali. L’arteriografia, con
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somministrazione di mezzo di contrasto attravetsarteria pancreatico-duodenale,
individua il tumore in 30-85% dei casi. In assedeana localizzazione preoperatoria,
se non c’é evidenza di metastasi, € indicata upardééomia esplorativa con ausilio
dell’ecografia intraoperatoria che puo localizzBresulinoma in oltre il 90% dei casi.
Nei casi in cui l'intervento esplorativo non iddiathni la lesione, prima del reintervento
sono disponibili tecniche di localizzazione, met#gaRM con iniezione di gadolinio,
cateterizzazione selettiva dei rami minori detBaia gastroduodenale € la tecnica
meno invasiva, ma identifica meno del 40% dei didconori.

La terapia d’elezione é chirurgica. Nel caso di caaa localizzazione del
tumore, si procede comunque alla resezione prageesel pancreas, iniziando dalla
coda e progredendo fino a rimuovere il 70-80% @eépchima ghiandolare.

Durante I’ intervento e opportuno monitorare lacgtia ogni 15-30 min poiché la
completa rimozione del tessuto tumorale ne detexnmmgenere un brusco aumento.

Il trattamento medico consiste nell'utilizzo dek#dossido, un potente inibitore della
secrezione insulinica , che e in grado di corregdgroglicemia in circa il 50% dei
casi. Agisce aprendo i canali del potassio ATP-ulilemti e iperpolarizzando le
membrane delle cellule B. Dosi di 300-600mg/diedsude in tre somministrazioni
sono di solito efficaci nel controllare I ipoglicea, tuttavia possono manifestarsi effetti
collaterali tra cui edema dovuto alla ritenzionesddio, irritazione gastrica e lieve
irsutismo. Per contrastare I’ effetto edemigena deindenza all’iperkaliemia e utile
associare 25-50mg/die di idroclorotiazide. In al#tiva possono essere impiegati
analoghi della somatostatina (octreotide, lanredtidb-bloccanti, calcioantagonisti e
glucocorticoidi. Tuttavia il trattamento con octtidle appare limitato in quanto questo
analogo della somatostatina ha un’affinita maggpeeil recettore della somatostatina
di tipo 2, mentre I'isoforma prevalente a livellanereatico € I' SSTR5. Per quanto
riguarda gli insulinomi maligni pud essere usatah@&nla chemioterapia, che si avvale
del'utilizzo di 5-FU e doxorubicina e streptozaxianche se ha un efficacia limitata.
Dal punto di vista prognostico gli insulinomi neltaaggior parte dei casi presentano
comportamento benigno. Nel caso degli insulinomiignala sopravvivenza disease-
free dopo resezione curativa € di 5 anni, ma siifi@stano recidive in piu del 60% dei
pazienti mediamente dopo 2,5-3 anni soprattutsnse associati a MEN£"(9).

Nello scenario terapeutico del trattamento di queastoplasie € emerso il

SOMS320, un analogo della somatostatina che hafimtafrecettoriale piu elevata per i
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recettori SSTR 1-3 e 5 rispetto all’'octreotide elaareotide ed ha effetto anche sul
SSTR 4. Un terzo dei pazienti refrattari al lanid®tmostrano una riduzione della
sintomatologia e una risposta antiproliferativa aofpattamento con SOM320 in
assenza di effetti collaterali ad eccezione drattie®ni della glicemia.

In fase di studio vi sono altri farmaci che hanooe bersagli biologici 'angiogenesi
(bevacizumab, anticorpo monoclonale contro VEGF4A),proliferazione (Imatinib,
inibisce il PDGFR) e altri meccanismi come la diabazione microtubulare
(epothilone), [linibizione della topoisomerasi |Irifiotecan) o del complesso
proteasomico (bortezomib). Sono state studiati algccanismi come il blocco di vie
kinasi-dipendent,i mediante I'inibitore della tineschinasi gefitinib e la soppressione di
MTOR (mammalian target of rapamycin). Inoltre, samdase di studio gli effetti sul
ciclo cellulare e la regolazione dell’'espressioraiga dell’antimetabolita pirimidinico,
gemcitabine e degli inibitori delle deacetilasiorsthe (MS-275 e SAHA). Per il
trattamento della fibrosi, risultati promettentnsostati ottenuti dagli inibitori della via
del CTGF, per esempio l'analogo sintetico dellaspaoiclina lloprost e anticorpi

monoclonali contro CTGF e TGfk-
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2. CARCINOMA MIDOLLARE DELLA TIROIDE

II Carcinoma midollare della tiroide (MTC) rapprese attualmente il 5% -
10% di tutti i tumori della tiroide. Il decorso gico dell’ MTC varia da un tumore
estremamente indolente che pud rimanere invari@o gnni ad una variante
aggressiva associata ad un alto tasso di mortéitamaggioranza dei MTCs sono
sporadici, ma circa il 20% di MTC sono il risultatb una mutazione genetica
germinale del proto-oncogene ret. Le forme ereditali MTC possono essere
considerati come casi isolati (carcinoma midolldedia tiroide familiare [FMTC]) o
come parte di neoplasie endocrine multiple (MEN@BdMe di tipo 2 (2A 0 2B).

L’ MTC e un tumore maligno che ha origine dallelael C parafollicolari
della tiroide. Le cellule C si trovano in tutta ghiandola tiroidea, ma la maggior
parte di esse si trovano a livello della giunzideéterzo superiore e inferiore dei due
terzi della ghiandola tiroidea, di conseguenza,stpjué@ la posizione piu comune di
MTC. Le cellule C secernono una varieta di pepidrmoni, di cui la calcitonina e il
piu comune. Elevati livelli sierici di calcitoniria pazienti con MTC possono essere

utilizzati per confermare la diagnosi e per segupazienti in caso di recidiva.

2.1 DIAGNOSI

La maggior parte dei pazienti con diagnosi di MTradico presentano una
massa palpabile al collo. L' MTC tende a presentaaida quinta e la sesta decade di
vita con una leggera preponderanza femminile. Quastori tendono ad essere
situati nella parte posteriore della tiroide, engliipossono comprimere o invadere
strutture locali, causando voce rauca, disfagiaffecalta respiratorie. Alti livelli di
calcitonina circolante possono anche causare sirgaali vampate di calore, diarrea
e perdita di peso. Il coinvolgimento linfonodaleisto nel 35% -50% dei pazienti al
momento della diagnosi iniziale. Metastasi a diziasono presenti nel 10% -15% dei
pazienti al momento della diagnosi. L'MTC inoltreetastatizza soprattutto a livello
di mediastino, fegato, polmoni e ossa.

La maggior parte dei pazienti con malattia ere@ditarengono identificati
attraverso test genetici per membri della famigliaschio. | familiari di pazienti con

una mutazione germinale del gene RET hanno unabiidh del 50% di ereditare la
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mutazione. Se i pazienti sono considerati portggnetici, il loro rischio si avvicina
al 100%. La forma ereditaria tende a presentargtanprecoce rispetto alla forma
sporadica e si presenta comunemente con il coimaelggo multifocale e bilaterale.

La diagnosi di MTC e piu frequentemente ottenutaliarge un agoaspirato
(FNA) di un nodulo tiroideo nuovo. Nell FNA, I' MT e caratterizzato dalla
presenza di amiloide stromale e assenza di falltcoidei. Nel’lFNA non sempre é
possibile distinguere 'MTC base dall'aspetto eletellule, quindi la diagnosi é
tipicamente confermata con immunoistochimica. ltha'a@ecnica utile che e stata
recentemente descritta € quella di misurare illlbvei calcitonina nel fluido di
lavaggio di un FNA. Questa tecnica sembra essar@ramiu sensibile della citologia
con immunoistochimica®{"9. L’ iperplasia delle cellule C, definita comaidii sei
cellule C nel follicolo o > 50 cellule C per campdbassa potenza, € riscontrata in
molti pazienti con malattia ereditaria ed e consitle come un precursore della
trasformazione maligna. Mentre iperplasia delléuteIC & associata a tumori maligni
nella malattia ereditaria, la sua importanza nsi sporadici € ancora incerta.

Se un paziente ha una storia clinica o un FNA cleespetto per MTC, il
livello di calcitonina nel siero pud essere utikr gonfermare la diagnosi. | livelli di
calcitonina possono essere leggermente elevatanpiccola percentuale di pazienti
normali, ma la maggior parte dei pazienti con umewto > 100 pg / ml hanno una
diagnosi di MTC. Il grado di aumento di calcitoniden correlato con il volume del
tumore. Le metastasi linfonodali cominciano ad eyae¥ a livelli di calcitonina
basale di 10-40 pg / ml (range normale <10 pg / bd)metastasi a distanza sono in
genere associate con un livello di calcitonina & #§ / ml e spesso> 1000 pg / ml.

L’ Antigene carcinoembrionario (CEA) e stato dintagd essere un utile
marker tumorale in pazienti con MTC. Livelli di CES®no elevati in piu del 50% dei
pazienti con MTC. Livelli sierici pre-operatori @EA > 30 ng / ml sono altamente
predittivi dell’ incapacita di curare un pazientand'intervento chirurgico [3]. Livelli
di CEA> 100 ng / ml sono fortemente associati adauampio coinvolgimento dei
linfonodi e metastasi a distanza. Un crescentdldivk CEA in presenza di un livello
stabile di calcitonina pud essere un segno di fidiiziazione del tumore ed e
associato ad una prognosi peggiore.

Un’ ecografia del collo deve essere eseguita coarée pdella valutazione

iniziale di tutti i pazienti con una nuova diagn@siMTC. L'ecografia puo essere
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utilizzata per cercare tumori tiroidei aggiuntivonché la presenza di linfoadenopatia
collo sospetto. Un contrasto-enhanced tomografiapeaerizzata (TC) del torace,
mediastino, e 'addome € consigliato anche comie pilla valutazione metastatico

di un paziente con una diagnosi iniziale di MTC.

2.2 FORME FAMILIARI

Mentre la maggior parte degli MTC e sporadico, Zitc20% dei casi sono il
risultato di una forma ereditaria della malattia. forme ereditarie di MTC insorgono
nellambito delle MEN-2A, MEN-2B, e FMTC. Tutti gsti disturbi sono ereditate
con modalita autosomica dominante, e hanno perztraariabile. MEN-2A ¢ |l
disturbo piu comune e rappresenta il 75% degli MéF€itari.

L’ MTC é presente in >95% dei casi di MEN-2A edgdamente multifocale
e bilaterale. L'eta di insorgenza varia a secomtla dpecifica mutazione genetica, ma
di solito si presenta in eta adulta. | feocromauitgpossono insorgere nel 50% dei
casi e sono spesso multifocali e associati ad l@gg midollare surrenale. Se
identificat i feocromocitomi devono essere trat@tiesecati prima di procedere con
una operazione al collo. L’iperparatiroidismo srifrea nel 20% -35% dei pazienti
con MEN-2A. Lo screening per l'iperparatiroidismodpessere eseguito con calcemia
e livelli di ormone paratiroideo. | pazienti devoessere trattati come qualsiasi altro
paziente con iperparatiroidismo primario, con lanazione dei soli paratiroidi
gravemente anormali. Alcune varianti di MEN-2A soanche associati sia con
amiloidosi cutanea o malattia di Hirschsprung. Laggior parte della mortalita
associata a MEN-2A e da MTC, pertanto, il riconosmto precoce e il trattamento
sono essenziali.

Nellambito delle MEN-2B, quasi il 100% dei paziestviluppa MTC. L’
MTC si sviluppa in eta molto giovane e ha un dezar®lto aggressivo. A causa
della giovane eta di esordio e il frequente ritandtia diagnosi, i pazienti con MEN-
2B sono raramente curabili. | feocromocitomi siezgano nel 50% dei pazienti, ma i
pazienti non sviluppano iperparatiroidismo. Unaattaristica distintiva di MEN-2B e
lo sviluppo di ganglioneuromi diffuse nelle labbilmgua, palpebre e del tratto
gastrointestinale. Questi pazienti hanno un aspetatteristico, tra cui un habitus

marfanoide, eversione delle palpebre e le labbesssp Questi pazienti hanno anche
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problemi con megacolon, anomalie scheletriche evingeriferici notevolmente
allargati. A causa della natura aggressiva dell’QVif questi pazienti muoiono in
giovane eta. Di conseguenza, la maggior parte delignosi di MEN-2B osservate ad

0ggi sono mutazioni germinali de novo.

FMTC si verifica quando le famiglie sviluppano sdrlC. Al fine di prendere in
considerazione una famiglia con FMTC, e non con MEA ci deve essere alcuna
prova di una feocromocitoma o iperparatiroidismaopia di 10 portatori e membri

multipli devono essere colpiti dopo i 50 anni di.et

2.3 TEST GENETICI

La mutazione genetica negli MTC famigliari &€ a cardel proto-oncogene
RET mappato sul cromosoma 10q11.2. Il gene RETficadper un recettore tirosin
chinasico trans-membrana e dato che si tratta girato-oncogene e necessaria una
singola mutazione puntiforme per la trasformaziomgigna. La prima mutazione
germinale del gene RET fu identificata in paziedti 1993. Le mutazioni attualmente
note codificano nel 95% dei casi per MTC eredithai.mutazione piu comune nelle
MEN-2A e a carico del codone 634, che si verificall’ 80% dei pazienti. Il codone
918 e quello piu frequentemente associato con MBN-2

Circa il 20% dei pazienti con MTC hanno una mutagigerminale del proto-
oncogene RET. Anche i pazienti con malattia apganeente sporadicia hanno una
probabilita del 6% -10% di sviluppare una mutazigeeminale di RET. Pertanto tutti
i pazienti con una diagnosi di MTC dovrebbero essettoposti a test genetici.

L’importanza di una mutazione genetica in un paeen nella sua famiglia
non possono essere sottovalutati. E 'importanteprimea di effettuare uno screening
per le mutazioni genetiche, i pazienti ricevono appropriata consulenza genetica. |
rischi ed i benefici dei test genetici devono essdiscussi con il paziente e la loro
famiglia. Una volta che un paziente é risultatoeesgositivo per una mutazione di
RET, deve essere informato del rischio per i $amwiliari. | membri della famiglia a
rischio devono essere sottoposti a test genetwichg i pazienti che vengono
identificati come portatori della mutazione devassere sottoposti a tiroidectomia

profilattica.
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Tra le mutazioni a carico di RET, vi sono variaziaignificative nell’
aggressivita dell’ MTC che si sviluppa. Attualmente mutazioni di RET sono
classificate in tre gruppi in base al livello digagssivita del’'MTC (},'4%%). Le
mutazioni di Livello 3 (codone 883, 918, e 922) i@anun decorso piu aggressivo,
con malattia metastatica gia dai primi anni di vAacausa del rischio di malignita in
tenera eta, la tiroidectomia & raccomandata entmorimmi 6 mesi di vita e,
preferibilmente entro il primo mese di vitj( Le mutazioni di Livello 2 di RET
(codone 611, 618, 620, e 634) sono considerateltadriachio per MTC e si
raccomanda in questi pazienti la tiroidectomia@nt anni di et{f). Le mutazioni
di Livello 1 (codone 609, 768, 790, 791, 804, e)88&dno ancora considerate ad alto
rischio per MTC, ma sono a piu basso rischio diamiani di RET. L’ MTC in questi
pazienti tende a svilupparsi piu tardi nella vitassume un decorso piu indolente.
Poiché la malattia clinicamente evidente raramentaanifesta prima dei 10 anni di
eta, molti raccomandano di aspettare fino ad alfmaeseguire una tiroidectomia.
Tuttavia, la variabilita e I'imprevedibilita rimane alcune famiglie e di conseguenza
molti chirurghi consigliamo di trattare tutti i pamti con MEN-2A ed eseguire la

tiroidectomia profilattica entro i 5 anni di etavdoé possibile.

2.4 TRATTAMENTO CHIRURGICO

| pazienti che hanno una malattia clinicamente evie vengono sottoposti a
tiroidectomia totale e bilaterale con dissezionatrede del collo. La dissezione
laterale del collo deve essere effettuata se ibtemprimario € di dimensioni superiori
a 1 cm o se c'e evidenza di linfonodi positivi gello centrale. Una dissezione
controlaterale del collo deve essere effettuatpaimienti con tumori bilaterali o con
vasta adenopatia laterale sul lato del tumore pram@igura 1). Sfortunatamente,
nonostante la resezione chirurgica di tutti i Imddi del collo, solo il 32% dei
pazienti con malattia linfonodale al momento debléunzionamento hanno livelli

non rilevabili di calcitonina post-operatorig)(
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Clinically Apparent
Medullary Thyroid
1. Tumor =1 cm
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: 6. CT of Chest and Mediastinum

FIGURA 1: Algoritmo di trattamento per MTC clinicamente @snte (°).

La malattia a livello centrale del collo linfondea presente in oltre I' 81%
dei pazienti con tumori palpaili La dissezione centrale del collo ha un tasso di
guarigione superiore a quello che si osserva caolk tiroidectomia in pazienti con
MTC clinicamente evident& Molti chirurghi sostengono che & impossibile fara
dissezione centrale del collo completa senza rireteove paratiroidi e / o il loro
apporto di sangue. Alcuni chirurghi routinariamentenuovono le ghiandole
paratiroidee e ripuliscono con cura dal tessun@l@opler poi autotrapiantarle.
Se i pazienti hanno un MTC sporadico, FMTC, o MBEBI&lora l'autotrapianto puo
essere eseguito nel sternocleidomastoideo. Neiemacon MEN-2A, a causa del
rischio di iperparatiroidismo il tessuto paratireaddovrebbe essere autotrapiantato
nell” avambraccio. Il posizionamento dell’ autotiego nll'avambraccio facilita la
gestione di qualsiasi iperparatiroidismo che si padluppare. Le paratiroidi
autotrapiantate solitamente non funzionano per se@imane, cosi il calcio e la

vitamina D sono necessarie come terapia sostitdtivante questo periodo.
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Chirurgia profilattica

La Chirurgia profilattica riduce il tasso di risohdi insorgenza della malattia.
Nel determinare la temporizzazione della chirurgieofilattica, € importante
bilanciare il rischio di malattia clinicamente siigrativa con i rischi dell’ intervento
chirurgico. Nell MTC ereditario, vi € un rischio aggiore legato all'eta di

progressione da iperplasia delle cellule C a MT@né&de alla diffusione linfonodale.

Controlli post-operatori

| pazienti con malattia confinata alla sola ghidadiroidea, senza alcuna
metastasi linfonodale, hanno un rischio molto basecidiva e raramente muoiono
a causa della malattia’®. Tuttavia, molti pazienti con MTC hanno metastasi
linfonodali al momento della diagnosi, pertantogergano un rischio molto elevato di
sviluppare una malattia ricorrente o persistentertadto, devono essere seguiti
attentamente dopo l'intervento.

Il follow-up dovrebbe iniziare 2-3 mesi dopo lintento mediante
I'ottenimento di una nuova baseline di calcitorendei livelli di CEA. | pazienti che
hanno livelli di calcitonina non rilevabili dopanitervento possono essere seguiti
dosaggi annuali sierici di calcitonina e CEA. Dutioe sara I'ecografia del collo ed
eventualmente dell'utero, ma quest'ultimo non eébeneficio provato. La terapia
ormonale sostitutiva della tiroide € necessariaodaom tiroidectomia totale. | pazienti
con malattia ereditaria devono essere sottopastieening annuale per lo sviluppo di

feocromocitoma e iperparatiroidismo.

Prognosi

Nel complesso la prognosi dei i pazienti con MTMuona. Il tasso di
sopravvivenza a 10 anni per i pazienti con MTC 78686 -85%. Circa la meta dei
pazienti con malattia localizzata alla ghiadol@itiea presente, hanno un tasso di

sopravvivenza a 10 anni del 95,654°(¢: ! seanaiibro non & definito

). Un terzo dei pazienti
presentano tumori localmente invasivi o di diffuso clinicamente evidente ai
linfonodi regionali. | pazienti con malattia regada hanno un tasso di sopravvivenza
a 5 anni del 75,5%. Metastasi a distanza sono miiesel 13% dei pazienti al
momento della diagnosi iniziale e predicono unagposi infausta, con un tasso di

sopravvivenza di 10 anni di solo il 40%.
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Malattia ricorrente/persistente

La malattia ricorrente si sviluppa in circa il 508¢i pazienti con MTC. La
Calcitonina e livelli di calcitonina stimolati sonmetodi molto sensibili per la
rilevazione sia di malattia residua che ricorrer@@aiando il livello di calcitonina
postoperatorio € elevata, un’ attenta valutaziaike dnetastatico deve essere eseguita
prima di procedere con |'esplorazione operativainfventi al collo sono associati a
rischi significativi. Pertanto, un nuovo intervemtovrebbe essere eguito solo se esiste
un beneficio superiore al rischio per il pazientpazienti con invasione tracheale o
mediastiniche possono rischiare di morire per casgione locale / invasione se la
malattia non viene asportata. Pertanto, se | pazmnluppano recidiva loco-
regionale, anche nel contesto della malattia metiaat dovrebbero essere mandati
alla resezione chirurgica quando possibile e radaptia esterna quando la chirurgia
non & possibile®)).

Diversi studi hanno confermato che, con una buatezone dei pazienti, il
reintervento al collo pud normalizzare i livelli dalcitonina in circa un terzo dei
pazienti {). Le chiavi per il successo di un nuovo intervesitoollo sono un'accurata
selezione dei pazienti e il riconoscimento delldattia metastatica. La valutazione
della malattia metastatica pu0 includere analisihdiging anatomico con ecografia
del collo, TC del torace e delladdome e la risaaamagnetica del collo e
mediastino. L’ imaging funzionale, come ad esenpitomografia ad emissione di
positroni e metaiodobenzilguanidina (MIBG) scangisono state utilizzate per
localizzare la malattia metastatica in pazienti BFC (¢9).

Radioterapia
La radioterapia esterna attualmente non gioca o rgignificativo nel

trattamento di pazienti con MTC. Tuttavia, la rdadrapia €& stata applicata per in casi
di malattia locale quando la chirurgia non & uniope praticabile. La radioterapia é
stata anche utilizzata per attenuare le metastssieo Dato I'alto rischio di recidiva
cervicale in questi pazienti, soprattutto quellincmalattia microscopica residua,
coinvolgimento linfonodale, o la diffusione extrAigndolare, alcuni hanno sostenuto
il trattamento post-operatorio con radioterapiemst. Ci sono stati diversi studi che
esaminano il ruolo della radioterapia adiuvanterest negli MTC. Uno studio ha

dimostrato che pazienti ad alto rischio trattati chirurgia piu radioterapia esterna ha
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avuto un tasso di recidiva del 14%, contro il 488bgruppo chirurgico®f). Anche se
guesto studio suggerisce che un sottogruppo depaziossono trarre beneficio dalla
radioterapia esterna adiuvante, la questione desere ulteriormente valutata. La
radioterapia esterna provoca cicatrici e fibrosess all'interno del collo, rendendo i
futuri interventi chirurgici difficile e potenzialemte pericolosi. Poiché i benefici della
radioterapia non sono del tutto chiari e il suo lisda il futuro intervento chirurgico,
dovrebbe essere riservati ai casi di malattia regadua in cui la resezione chirurgica
completa non e possibile. Lo iodio radioattivo étgalel trattamento standard per |l
cancro papillare della tiroide, ma dal momento gheellule C non sono di origine
follicolare, lo iodio radioattivo non viene captatalle cellule C ed il trattamento con

iodio radioattivo non svolge alcun ruolo nella gast dei pazienti con MTC.

Terapia sistemica

| pazienti con malattia metastatica possono avaromsi da eccesso di
calcitonina e possono beneficiare di un trattamemtedico con analoghi della
somatostatina. Questi pazienti possono anche loarefidella chirurgia citoriduttiva
di malattia non resecabile. Procedure per riduaemlassa tumorale, tra cui la
resezione e l'ablazione, possono fornire ai paziemt significativo sollievo
sintomatico {).

La chemioterapia convenzionale ha mostrato un&di limitata in pazienti
con MTC. Risposte complete sono molto rare e rigpparziali sono state osservate
in meno di un terzo dei pazienti. Il profilo degffetti collaterali della chemioterapia
e spesso notevole, rendendo questa un'‘opzione gercorribile per molti pazienti.
Chemioterapici utilizzati singolarmente come la xalwbicina, dacarbazina,
capecitabina e 5-fluorouracile sono stati riporéatere un tasso di risposta parziale
fino al 24% -29% %). | nuovi agenti chemioterapici, come irinotecam (nibitore
della topoisomerasi I) e 17-AAG (un inibitore deli@at shock 90 protein), sono
attualmente in corso di valutazione in studi cliiicfase 1.

Con la scoperta della proto-oncogene RET ed ilrsoto fondamentale nella
patogenesi degli MTC, una nuova classe di farmatata sviluppata ed é rivolta alle
vie molecolari coinvolte nello sviluppo e progress degli MTC. RET é parte della
famiglia dei recettori tirosin chinasici e ha diservie di segnale a valle, comprese le
extracellular signal-related kinase (ERK), phosioly&inositol 3-kinase (PI13K)/Akt,
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p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK), e o-Ntterminal kinase pathways
(®9. Gli studi e le terapie attuali mirano a bloechattivita tirosin chinasica a livello
recettoriale, ma vi € un crescente interesse seilappo di terapie piu mirate per lo
sviluppo di terapie maggiomente focalizzate aieaegvalle di questo recettore.
Recentemente €& stato scoperta una nuova classarmdadi che agiscono come
inibitori delle tirosin chinasi. Il primo di questarmaci disponibile in commercio,
inibitore del recettore tirosin-chinasi e imatinibesilato (Gleevec ®, Novartis
Pharmaceuticals Corporation, East Hanover, NJ),ech@ato usato con successo nel
trattamento della leucemia mieloide cronica e tumstmomali gastrointestinali. Un
primo studio di fase Il con imatinib in MTC ha m@b un'efficacia limitata in
pazienti con MTCY).

Molti degli inibitori delle tirosin chinasi che vgono studiati inibiscono
molteplici recettori, compresi RET, il recettorel dattore di crescita e il fattore di
crescita endoteliale vascolare (VEGF). Vandetan#ac{ima ®; AstraZeneca
Pharmaceuticals, Wilmington, DE), un inibitore dE'R e attualmente in corso di
valutazione in uno studio multicentrico di faserilpazienti con MTC ereditario. |
risultati preliminari rivelano un tasso del 20% niBposta parziale e un tasso di
risposta del 30% stabile alla TC, con una dragiitazione dei markers tumor&li
Motesanib diphophate (AMG 706; Amgen, Thousand Q&) e un multikinase
inhibitor che ha come bersaglio il VEGF, plateletided growth factor, RET, e |
recettori Kit. E 'attualmente in fase di sperimerdae clinica sia nel carcinoma
differenziato della tiroide avanzato che nell’ MB€anzato. E interessante notare che
molte di queste nuove terapie portano a drastichezioni dei livelli di calcitonina
quasi da subito, suggerendo che i marcatori tumopcal possono essere un metodo

affidabile per monitorare la risposta del tumota &rapia.
2.5 TERAPIE FUTURE

Diverse vie di trasduzione del segnale sono cotavel contribuiscono alla
crescita e alla produzione di diversi ormoni n@dliC. Questi pathway includono

quella di PI3K-Akt, MAPK, Notch-1-hairy enhancer glit (HES)-1-achaete-scute
complex like (ASCL)-1, e la glicogeno sintasi chind (GSK-3) £,°°%19%). Questi
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pathway del segnale possono pertanto rappresetéarpossibili traget terapeutico
per gli MTC.
Pathway del segnale di PI3K—Akt

L’ attivazione della PI3K-Akt sembra giocare un lmamportante nello
sviluppo e nella progressione dei tumori tiroideiguesta attivazione puo essere un
risultato della perdita di espressione della fadfaPTEN, un oncosoppressore in vari
tipi di cancro ). Nonostante il ruolo centrale di PI3K-Akt nellamorigenesi
tiroidea, poco si sa sulle molecole che medianestguvia nel regolare la crescita
degli MTC. Recentemente, & stato dimostrato chibitiione della PI3K-Akt con un
noto inibitore, LY294002, ha comportato una riduaadella crescita cellulare degli
MTC e dei marker tumorali neuroendocrini. La ricum della crescita € mediata da
apoptosi. Inoltre, un inibitore di AKT, KP372-1, hmostrato di inibire la

proliferazione cellulare e di indurre I'apoptosil@aeellule tumorali tiroidee’).

Pathway del segnale di Notch-1-HES-1-ASCL-1

Il pathway del segnale di Notch-1 e altamente coase in tutto il regno
animale e regola la differenziazione cellulare,sloluppo, la proliferazione e la
sopravvivenza in una varieta di contesti. Notchdarglo si attiva si lega alla DNA-
binding protein complex CSL, con conseguente atiowee di diversi geni bersaglio
(**). Notch-1 & poco espresso o del tutto assentéunri neuroendocrini come il
cancro del polmone a piccole cellule, carcinoidnegli MTC, ed inoltre la sua
attivazione risulta in una riduzione della crescita cellule tumorali ). L’
attivazione di Notch-1 indotta dalla doxiciclina inellule di MTC riduce
significativamente la crescita delle cellulare, westa riduzione era dipendente dal
livello di Notch-1 £°). Notch-1 regola anche i livelli di calcitonina inaniera dose-
dipendente. Inoltre, i livelli di riduzione dellarescita e produzione di ormoni
dipendono dalla quantita di Notch-1 presente nedéula °). Queste osservazioni
dimostrano che il pathway del segnale di Notch-altamente conservato nelle
cellule di MTC e sono a sostegno dell'ipotesi ch#ivazione di Notch-1 puo essere
un potenziale bersaglio per il trattamento di patzieon MTC.
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Pathway del segnale di Raf-1-Mitogen-Activated Exacellular Protein Kinase—
ERK Pathway

Nonostante le numerose ricerche e intuizioni distmenuovo pathway del
segnale, il ruolo della Raf-1-Mitogen-Activated Exellular Protein Kinase—ERK
nelle cellule tumorali rimane controverso ma inssente. L'attivazione del pathway
di Raf-1 in cellule di MTC mediata dall' espressodell’estradiolo indotta dal
recettore dell’'estrogeno fuso con il dominio cditadi di Raf-1 porta ad una riduzione
di calcitonina e cromogranina A"), ed a una significativa riduzione della crescita
cellularé®. Inoltre, & stato anche dimostrato che linibigictella crescita mediata
dall'attivazione di Raf-1 in una linea cellulare MTC le cellule TT, induce
I'espressione di una proteina autocrino-paractiexgkemia inhibitory factor, e questo
da solo potrebbe mediare la differenziazione abimone della crescita cellulare.
L’attivazione del pathway di Raf-1 nelle cellule Tid anche portato all’inattivazione
di GSK-33 fosforilato in Ser-9%). Questi risultati indicano che I'attivazione dalR
1 non solo attiva Raf-1-MEK-ERK crosstalks ma anealiee vie del segnale, che a

sua volta regolano la crescita.

GSK-3 come potenziale target nella regolazione daltrescita degli MTC

GSK-3 e una serin/treonin chinasi nota per il suma nella regolazione della
sintesi del glicogend (). GSK-3 un’ isoforma della GSK-3, ed & coinvolta in molti
processi cellulari, quali metabolismo, sviluppo eiofiale e differenziazione
cellulare, proliferazione e sopravvivenz&),
A differenza di altre chinasi, la GSK3& altamente attiva in forma non fosforilata in
cellule non stimolate, e diventa inattiva in seguit fosforilazione in risposta a
diverse cascate del segnaf®)(
GSK-3 regola diverse molecole quglicatenina, MAPK chinasi 1, ERK-1/2, c-Myc,
c-Jun, murino minuti matrimoniale 2, Mcl-1, e quinthodula diverse vie di
segnalazione intracellulare che sono noti per ®relgun ruolo chiave nella
tumorigenesi. Recentemente, e stato dimostratol'ictativazione di GSK-B con
cloruro di litio provoca differenziazione e inibarie della crescita cellulare negli
MTC (*%3. Sulla base di questi studi, & stato intraprestrial clinico su pazienti con
MTC metastatico, usando liotio, un inibitore nommgetitivo di GSK-3 con un buon

profilo di sicurezza.
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3. LE PROTEIN CHINASI C

Le proteine chinasi C (PKC) costituiscono una fdmaidi proteine ad attivita
fosfo-trasferasica su residui serinici e treoninkd hanno un ruolo regolatorio
fondamentale in molti processi cellulari che indod proliferazione e progressione
del ciclo cellulare, differenziamento, tumorigenespoptosi, rimodellamento
citoscheletrico, modulazione dei canali ionici €rsgione cellulare. Questi enzimi
furono identificati per la prima volta nel 1995 dbashizuka e collaboratori come
proteine chinasiche istoniche nel tessuto cerebdaleatto. Ad oggi sono state
identificate 12 isoforme di PKC nei mammiferi e geno comunemente suddivise in
tre famiglie, perché sebbene tutte necessitinoodfofipidi per la loro funzione,
differiscono in struttura e per i cofattori chehiedono per la loro attivazione: RKC
classiche o convenzionali (cPKC) comprendono le isoforme 1, 2 e «,
richiedono Ca2+, fosfatidilserina e DAG o esteri flebolo; le PKC “nuove”
(nPKC), ovvero le isoformesd; -¢, -n (anche conosciuta come PKC-LJ e 1
(isoforma del topo omologa all'isoforma umana ceonda anche come PKD), sono
Ca2+ indipendenti e richiedono solo DAG e fosfédgelina per la loro attivazione;
infine le PKC atipiche (aPKC) comprendono l&,--1 e la A (isoforma del topo
omologa all'isoforma uman@ e non richiedono né Ca2+ né DAG per essere tdfiva
ma solo fosfatidilserina o fosfolipidi o acido fasifdico (Figura 2). Recentemente e
stata identificata una nuova isoforma, la RiK@olto simile all'isoforma PK@/PKD.
Strutturalmente, le PKC presentano domini consef&it-C4) interrotti da regioni
variabili (V1-V5). Le regioni C1 e C2 servono perlbcalizzazione e rappresentano
due moduli di indirizzamento alla membrana. Tugeisoforme presentano un
dominio regolatorio N-terminale che contiene ungioee pseudosubstrato e un
dominio catalitico C-terminale altamente conservelte comprende le porzioni C3
(dominio legante 'ATP) e C4 (dominio chinasico).
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PKC

Classic Atypical

a, B1, 11, ¥

FIGURA 2: i tre gruppi differiscono per la loro esigenzaGif* e la loro capacita di
essere attivati da lipidi di varia specie, inclusDAG. Tutti gli isoenzimi richiedono
fosfatidilserina per una totale attivita enzimatft®).

La dipendenza dal Ca2+ per l'attivazione della fane chinasica € conferita
dal dominio C2; il sito di legame agli esteri dettiolo si trova nella regione C1 ed &
costituito da due sottodomini similiznc finger ricchi in cisteine: in particolare, due
residui cisteinici sono fondamentali, infatti lek&®, che mancano di uno dei due

residui, non possono essere attivate dagli estdriatbolo. Non sono ancora stati

Regulatory Catalytic
c1 Ca2+binding  ATP binding
vi T v2 V3 V4 V5
7. cia[ciB| - «c2 ca |— cPKC (s L Bl 1)
DAG/phorbol ester- Ly—j I
PS binding Hinge Substrate binding

— ca | aPKC (€, PKME, and uA)

FIGURA 3: Rappresentazione schematica dei domini delle PRC
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L’attivazione delle PKC sembra indurne la trasloscae dallambiente
citosolico a quello di membrana; queste traslocazimssono avvenire in differenti
modi e scatenare diversi eventi di trasduzionesdghale. L'attivita delle PKC viene
quindi regolata a seconda della compartimentaliop&zcellulare, che sembra essere
prevalentemente a livello della membrana plasmatioal citoplasma dato che molte
PKC, nello stato inattivo, sono associate al chesstro mentre a seguito di
fosforilazione vengono reclutate a livello della miana plasmatica dove sono
definitivamente attivate in presenza dei cofatgpecifici (Figura 4). E' stato pero
dimostrato che quasi tutte le PKC possono essesepti anche a livello nucleare sia
come presenza fissa che in seguito a traslocaniméta da particolari stimoli. Si é
visto che nel nucleo, le PKC possono localizzareistretti differenti a seconda delle
isoforme: per esempio, la PiKGi trova sia a livello della membrana nuclearerima
che dei domini intercromatinici, associata allaitzere alla matrice nucleare; la P&KC
e stata trovata localizzata solo nei nucleoli merrPKC solo a livello della matrice

nucleare {%9.

Ligand @

/ GPCR/RTK

( PKC ) J Subtrate
‘—-—J

FIGURA 4: Rappresentazione schematica dell'attivazione KIC PL’attivazione di
un recettore accoppiato a proteine G (GPCR) o deuaattore tirosina chinasi (RTK),
media la produzione di IP3 e DAG. Il DAG attiva edma la traslocazione di PKC
alla membrana cellulare, citoscheletro e nucledP2 promuove il rilascio delle
riserve intracellulari di Ca2+ potenziando costtike@zione di cPKC. Le PKC cosi
attivate possono fosforilare substrati specificiesidui di serina/treonind%).
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3.1 PROTEINE CHE LEGANO PKC

Negli ultimi dieci anni sono state identificate neoproteine che interagiscono
con PKC fra cui vinculina e talina, che costituisca contatti focali tra le cellule. In
generale, le proteine che interagiscono con PK® sdassificate come STICKS,
ovvero substrati che interagiscono con proteineashiC, RICKSs, recettori per PKC
inattive, 0 RACKSs, recettori per PKC attivate. Bute STICKs sono proteine che
legano fosfolipidi e sono generalmente localizziage la membrana e le strutture
citoscheletriche, mentre le RACKSs interagisconetttimente con il dominio C2 delle
PKC. Queste ultime sono fondamentalmente protei@acbraggio ed hanno il ruolo
di indirizzare le PKC nei vari compartimenti ce#lti come i contatti focali,
'apparato di Golgi, le caveole e le strutture stoeletriche. Sono state invece
identificate come STICKSs, quindi substrati di PKZoteine quali la lamina A/C e la
C23/nucleolina. In particolare, € stata carattatiazl'interazione molecolare fra
PKCa e lamina A e B, per la quale risulta essere foratdaie il dominio C2; la
specificita di interazione sembra essere pero coafdalla regione V5 per la lamina
A e dalla regione V1 per la lamina B. sono sta@niificati anche altri STICKs
nucleari per PKCa, fra cui PSF, fattore di splicaggociato a PTB, la RNA elicasi
p68 e le ribonucleoproteine A3 e L. Rosenbergeolatmoratori hanno identificato
numerose proteine di ancoraggio di RKE hanno osservato che tutte interagiscono

con I'RNA e sono coinvolte nei meccanismi di spiii®®9).

3.2 SUBSTRATI NUCLEARI DI PKC

L’identificazione delle proteine che vengono riceaioite e sono substrato di
PKC riveste un ruolo chiave per la comprensionerg@o di questi enzimi e dei
cambiamenti indotti a seguito della loro fosforitare. Nel corso degli anni, sono
state riconosciuti numerosi substrati nuclearinedi in Tabella 5.
All'interno del nucleo la funzione delle PKC e @ghta ai processi di regolazione
della replicazione del DNA, alla sintesi e processae dellRNA, all’espressione
genica, al trasporto nucleo-citoplasma e alla tstratdella cromatina. Tuttavia non é
ancora stato completamente chiarito il meccanisron cui queste interazioni

avvengono, per esempio se la fosforilazione di ijgedstrati avvenga realmente nel
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nucleo o in altri compartimenti, oppure quali séee@onseguenze funzionali di queste
fosforilazioni. Ci sono alcune eccezioni, per egensi € visto che la fosforilazione
della lamina B € un evento fondamentale per ilsisemmblamento nucleare durante la
transizione G2/M e nella fase di esecuzione delfdpsi; inoltre, la fosforilazione
della PI-PLCPB1 su serina 887 da parte di P&Gn risposta a stimolo mitogenico, ha
la funzione di down-regolare I'attivita della fosfmsi(°). La fosforilazione mediata
da PKC e un meccanismo importante per il contrddoprocessi intracellulari ed ha
un ruolo chiave nelle cascate di trasduzione dghae che regolano la crescita
cellulare in risposta a stimoli extracellulari. Cergia detto, sono state identificate
numerose PKC e l'identificazione dei substrati suguiesti enzimi agiscono interessa
numerosi gruppi di ricerca. Diversi studi hanno dstnato che la sequenza primaria
delle proteine substrato € di fondamentale impadanella determinazione della
specificita della chinasi che le riconosce, seblipresta informazione sia disponibile

solo per un numero limitato di enzimi.

Table 1

Nuclear PKC substrates

Phosphorylated protein In vitro/in vivo PEC isoform Effect of phosphoryiation

Histone HI In vitro All classes n.d.

Histone H2B In vitro/in vivo & Apoptotic DNA fragmentation { 7)
Histone H3 In vitro/in vivir o Enhanced gene ranscription
Lamin A In vitro/in vivo n.d. Lamin disassembly/muclear targeting
Lamin C In vitro/in vivo n.d, n.d.

Lamm B In vitrodin vivo o, BILG Mitotic/apoptotic lamin disassembly
DNA topoisomerase 1 In vitro n.d. Enzyme activation

DNA topoisomerase [la In vitro n.d. Enzyme activation

DMA polymerase B In vitro n.d. Enzyme mactivation

DMNA methytransferase In vitro n.d. n.d.

PARP In vitro &3 Enzyme inactivation
B23/mucleophosmin In vitro n.d. n.d.

Fos In vitro n.d. n.d.

MRF4 In vitro/in vivo n.d. Inhibition of DNA binding activity
Vitamin D3 receptor In vitro/in vivo A Transenptional activation

BZLFI In vitrodin vivo o Enhmced DNA binding

RNA polymerase 11 In vitro n.d. Increased RNA synthesis rate
hnRNP Al In vitro n.d. Inhibition of strand annealing activity
hnRNP K In vitro b n.d.

PSF In vitro o Inhibition of RNA hinding
C23/nuclkeolin In vitro/in vivo g n.d.

Centaurin-og In vitro All classes n.d,

CREB In vitro n.d. n.d.

PI-PLCPRI In vitro/in vivo o Enzyme mactivation

HMG protems In vitro ooy b DNA bindmg affinity reduction
p53 In vitro n.d. Increased DNA binding affinity
TR2 In vivo n.d. Enhancement of activating ability
NSPcl In vivo n.d. Transcriptional repression
DMNA-PK In vitro o Enzyme mhibition

Rad9 In vitro/in vivo i Rad® complex formation

c-Abl In vitro b Enzyme activation

p73p In vitro b Induction of transactivating activity

n.d. not determined.

TABELLA 5 : Substrati nucleari di PKC%).
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Cantley, Songyang e collaboratori hanno sviluppatlo metodo per
determinare la sequenza ottimale riconosciuta geileeine chinasi, fra cui PKC. La
chinasi d’interesse viene aggiunta ad una soluziohe contiene una libreria
degenerata di circa 2.5 bilioni di peptidi, dell&desima lunghezza e con un solo
aminoacido fosforilabile in una posizione nota. #®rmine dell'incubazione, la
piccola frazione di peptidi fosforilati viene segta dalla miscela abbondante di quelli
non fosforilati e sequenziata. Gli aminoacidi clemgono prefenzialmente fosforilati
e le relative posizioni, vengono determinate camiiodo gli aminoacidi presenti
nelle posizioni N-terminali e C-terminali adiacerali residuo fosforilato, con la
miscela di partenza non fosforilata. Questa tecrpo@ cosi predire [|'ottimale
sequenza consenso senza avere informazioni s st fosforilato in vivo e
consente di ottenere informazioni sullimportanzdativa della posizione e sulla
tolleranza dei residui adiacenti al’aminoacidoffosato.

Utilizzando questa libreria, gli autori hanno idéaato i peptidi substrato ottimali per
nove isoforme umane di PKC. Sebbene ciascuna PK@ aln proprio unico motivo

specifico, ci sono elementi comuni a tutte le PKd adtri comuni per ciascuna
famiglia. Il motivo generale comune a tutte chdaosdeterminato € RXXS/TXRX

dove X indica un aminoacido qualsiasi: tutte le Pi@ndi, preferiscono un substrato
con un residuo basico in posizione -3 e un resigliofobico, solitamente una
fenilalanina, in posizione +1. Tuttavia, il grupdelle cPKC si distingue dagli altri

perché riconoscono preferenzialmente substratresidui basici in posizione -6, -4, -
2, +2 e +3. Anche il gruppo delle nPKC e l'aPK&elezionano i substrati che
presentano residui basici in posizione -6, -4 en@,non in posizione +2 e +3, nelle

quali preferiscono residui drofobici¢,**).

3.3 PKCB

Sono state identificate due isoforme di PBRPKC I e PKCBII, generate da
splicing alternativo a livello degli esoni C-terraln (Figura 5). La differenza tra
questi due enzimi risiede a livello del dominio €rbinale V5. Si e visto che
entrambe hanno un ruolo in differenti percorsirdstiuzione del segnale che regolano

proliferazione, differenziamento e metabolismoudale. Il ruolo della PK@ e ben
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caratterizzato, in particolare, in due percorsi tdasduzione, quello indotto

dall'insulina e quello che regola la risposta immtaura.
|
PKCI e

PKCHII S

FIGURA 5: Domini strutturali di PKCBI e PKCBII. Le due isoforme differiscono
solamente a livello della regione V5, ma i sitadiotofosforilazione (Thr641 e Ser660
in PKCpII) sono conservati't?).

Come gia detto, a seqguito di stimolazione del tecetdell'insulina, si ha
attivazione di PIPLC, produzione di DAG che pudivate, a turno, parecchie
isoforme di PKC. A loro volta le PKC possono atterd&ras e il percorso Raf-MEK-
ERK. Sulla base di evidenze sperimentali condotte aligonucleotidi antisenso e
utilizzando inibitori farmacologici di PK@, e stato proposto un meccanismo di
regolazione da parte di PKE in seguito a stimolo mitogenico. In diversi modell
cellulari pero, l'attivazione di PKC & associata ada inibizione del recettore
insulinico ad attivita tirosino-chinasica (PTK),dhe contribuisce all’insorgenza del
diabete mellito. E stato inoltre dimostrato il cadtgimento di PKGBII nello sviluppo
di retinopatie e neuropatie associate alla patalaijabetica: in questi processi il
meccanismo di neovascolarizzazione gioca un ruadtarimportante e una delle
molecole chiave & il fattore di crescita angiogEweVEGF. E stato suggerito che,
data l'interazione fisica che si instaura tra PRICe la proteina Rb, la fosforilazione
di quest'ultima da parte di PK@IlI potrebbe portare ad un aumento dell’attivita
trascrizionale di EF2 e della proliferazione delélule endoteliali indotta da VEGF;
I'attivazione di PKCB e inoltre coinvolta nella deposizione della filariim processi di
vascolarizzazione conseguenti a danno ipossico. BKé&sercita un ruolo molto

importante anche nello sviluppo e nell’attivaziaedle cellule B. Di particolare
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interesse e che il segnale che deriva dall'intersziBtk/ PKCpI & coinvolto nella
produzione di Il- 2 e TNk inoltre si e visto che PK@I & necessaria per la
secrezione di IL-2 in cellule T stimolate con PMA In un lavoro recente & stato
dimostrato che la cascata di trasduzione evocaBKa@a3! e che coinvolge NkB ha
un ruolo importante anche in cellule enterocitigmevenendo il fenomeno di
iperpermeabilita della barriera enterocitica indatt fattori ossidativi: I'attivazione
di PKC Bl comporterebbe la soppressione di #;-la conseguente diminuzione di
fosforilazione di kBa, stabilizzazione dei livelli di «dBa, inibizione della
traslocazione nucleare e dell’attivazione delleusitia di NFkB. Sempre a questo
livello, I'attivazione di PKCBI aumenterebbe la stabilitd della polimerizzazioee
filamenti di actina, riducendo l'actina G instabiieoteggendo cosi l'integrita del

monostrato cellulare{).
3.4 ISOFORME DI PKC E PROLIFERAZIONE CELLULARE

Numerosi studi hanno osservato che I'espressiomaligersi isoenzimi di
PKC in vari tessuti e estremamente variabile. BKE PKC sono espressi
ubiquitariamente. Il cervello contiene tutti gloenzimi, mentre altri tessuti, come la
cute ed il tessuto muscolare, ne contengono solmia{*¥). Questi differenti pattern
di espressione suggeriscono che gli isoenzimi dt Biocano differenti ruoli nei vari
tessuti, ma sono a sfavore dell'ipotesi che tditisgenzimi di PKC giochino un ruolo
generale nella proliferazione cellulare.

E stato dimostrato che cellule NIH3T3 (fibroblasti topo) che over-
esprimono una forma alterata di Pi@®anno un incremento della crescita e sono
capaci di crescere in soft-agar dopo trattamento TBA. Questi effetti sono stati
bloccati da un inibitore specifico di PKC, la sw@sporina’*. In parallelo, & stato
osservato che i primi eventi nella trasformazions dheratinociti riguardano
mutazioni ed attivazione di Ras, attivazione de&etere per il fattore di crescita
epidermico, nonché up-regolazione di RKC(*!), e down regolazione
dell’espressione di PKEL(*'9). Inoltre, alcuni studi dimostrano che in miobiast
coltura PKG@: ricopre un ruolo importante nel mantenimento deltaliferazione
cellulard!’. E stato anche dimostrato che RKE coinvolto nell'attivazione della

telomerasi in cellule di carcinoma mammario, reduisessenziale per |l
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mantenimento della proliferaziod&). D’altro canto, perd, lincremento
dell'espressione di PK&in cellule B16 di melanoma porta alla cessazioatad
crescita, induzione della differenziazione ed imoltnibisce la proliferazione di
cellule K562 di leucemia mieloide cronica'¥. E stato inoltre dimostrato che
proteine chimeriche ricombinanti con il dominio oégore di PK@ ed il dominio
catalitico di un altro isoenzima di PKC, inibiscoa crescita cellulare??).
L’overespressione di PKLin cellule endoteliali di aorta bovina, porta adau
riduzione della proliferazione ed incremento delfiamulo di cellule in fase G2/M
del ciclo cellulare .

Cellule che overesprimono PIRGQisultano piu suscettibili a trasformazione
con I'oncogene H-ras?). L'overespressione di PKITin fibroblasti di ratto porta ad
un disordine nella crescitd®)). La linea cellulare umana K562, che esprime RKC
PKCBIl, e PKC, subisce differenziazione megacariocitaria e @ssa della
proliferazione se trattata con TPA. Qualora vemgiita I'overespressione di PKC
tali cellule crescono piu lentamente e sono pitsibdnall’effetto citostatico del TPA
rispetto alle cellule di controllo. Se invece vieoeerespressa PHKIO, le cellule
risultano meno sensibili al TPA. Esperimenti conigahucleotidi antisenso
dimostrano che PK@I e richiesta per la proliferazione delle cell{®62, mentre
PKCu & coinvolta nella differenziazione megacariocitdft®). In cellule di carcinoma
embrionale murino F9, PKECsembra giocare un ruolo attivo nella differenaz
indotta dall'acido retinoico, invece lattivitd d®KCB risulta incompatibile con la
differenziazione ). L'overespressione di PKXT in cellule endoteliali di aorta
bovina promuove la crescita diminuendo il tempaldplicazione cellulare, invece
PKCa riduce la proliferazione 9. Tuttavia, in promielociti umani HL-60
l'attivazione di PK@ rappresenta un requisito necessario e sufficigrde la
differenziazione indotta da TPA?(). L'overespressione di PKT in cheratinociti
murini inibisce la crescita e la differenziazionea™@ndottd?® Alcuni studi
osservarono che I'espressione di K€ piu alta in linee cellulari ben differenziate
SKUT-1-B (mixed mesodermal uterine) comparata ad limea cellulare HEC-1-B
(adenocarcinoma endometrale) con moderata diffexeione (29).

E stato dimostrato che quando PK&overespressa in cellule NIH3T3, c'é riduzione
della richiesta dei fattori di crescita, crescithadta densita e formazione di tumori in

topi nudi ¢29. Cellule umane U251 di glioma in coltura, che regprimono PKE,
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acquisiscono un aumento della velocita di cresicitanonostrato, con incremento
dell’efficienza della formazione di colonie su safiar e della sintesi di DNA in
risposta al fattore di crescita epidermico e abfatdi crescita per i fibroblasti*f).

PKCS sembra essere coinvolta nell’inibizione della cites differenziazione,
apoptosi e nella soppressione dei turtiarLa stimolazione con TPA in cellule CHO
(cellule ovariche di criceto cinese) che overespnmPKG porta ad un arresto della
divisione cellulare’®. L'overespressione di PKXn cellule di glioma determina un
decremento della crescita e dell'efficienza di famone di colonie '¢%. E stato
osservato che l'overespressione di BK@ linee cellulari HT (adenocarcinoma
mammario di ratto) incrementa significativamente taescita ancoraggio-
indipendente, nonostante non abbia alcun effetita strescita delle cellule in
adesione. PK& sembra infatti coinvolta nella regolazione deltascita ancoraggio-
indipendente, considerato un meccanismo che ingrmlepotenziale metastatico in
questi sistemi *¢9). Proteine chimeriche ricombinanti con il domimiegolatore di
PKCS ed il dominio catalitico di altri isoenzimi di PK@hibiscono la crescita
cellularé®. E stato inoltre osservato che agenti antitumaradili taxolo, vinblastina
e vincristina attivano specificatamente RKE*"). Uno studio ha poi osservato che
topi transgenici che overesprimono PK@ell'’epidermide acquisiscono resistenza al
TPA, che promuove tumore alla pell€¥. In cellule NIH3T3, che normalmente
esprimono solo lisoforma PKA& I'overespressione di PKCdopo transfezione,
induce un significativo cambio morfologico, causantescita lenta e decremento
della densita cellulare in colture confluenti. Quesambiamenti vengono accentuati
dopo trattamento con TPA.

L’overespressione di PKEkhon comporta cambiamenti morfologici, ma causa
un incremento della crescita, e maggiore densilalae in colture monostrato. E
stato dimostrato che nessuna linea cellulare cheresprime PK& & capace di
crescere in soft-agar con o senza TPA, ma tuti@de cellulari che overesprimono
PKCe crescono in soft-agar in assenza di TPA, ma nonsua presenza.
L’overespressione di PK&n cellule NIH3T3 induce la formazione di tumani tiopi
nudi con un’incidenza del 100%, indicando che wevata espressione di PKC
contribuisce alla trasformazione neoplastit®).(In colonie di cellule epiteliali di
ratto non tumorali, I'overespressione di PK@ausa un marcato cambiamento

morfologico, accompagnato da formazione di coloameoraggio-indipendente in
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agar semisolido. Questi effetti sulla crescita sattenuati o bloccati mediante
incubazione cronica con TPA. Un altro studio haeosato che linee cellulari a rapida
crescita di carcinoma polmonare non a piccole kelbweresprimono il frammento
catalitico di PKG costitutivamente attiva“(). Al contrario, la trasfezione con geni
dominanti negativi di PKE inibiscono la proliferazione in cellule NHI3T3%).
Proteine chimeriche ricombinanti con domini regodati PKCa, PKG e PKG ed il
dominio catalitico di un’altro isoenzima sono statensfettate in cellule NIH3T3.
Tutte le chimere contenenti il dominio regolatoreatalitico di PKG esibivano una
promozione della crescitd“f). E anche noto che linibizione della proliferazéo
cellulare attraverso tamoxifene & associata allattone di PKG (**3). Questi dati
indicano che PKE sembra avere proprieta oncogenetiche. D’altraepant cellule
neuronali PKE sembra essere importante per la differenziazitiie (
L’overespressione di PKCn cellule U937 di leucemia monocitaria, porta ad
un decremento della proliferazione e della densgfulare, con induzione alla
differenziazione (). Alcuni studi hanno inoltre osservato che I'owgnessione di
PKCZ in fibroblasti normali NIH3T3(9) e in cellule K562'(*") non ha nessun effetto
sulla proliferazione cellulare o sulla trasformamooncogenetica. L’overespressione
di PKC{ in cellule NIH3T3, transformate con v-raf ritarddrasticamente la
proliferazione, abolisce la crescita ancoraggiopeddente e blocca la
trasformazione morfologica®®). L'attivazione di PKG attraverso ceramide in cellule
MOLT-4 di leucemia linfoblastica acuta induce apst Tuttavia, € stato anche
dimostrato che il trattamento con ceramide oltrattigare PKG inattiva PKG (**9).
L’esposizione di cellule a stimoli genotossici chmlucono I'apoptosi conduce
all'inibizione di PKQ, (**9. E stato dimostrato che I'espressione di Pareéreéelata
con un'inibizione della crescita e I'apoptosi®. Il prodotto del gene Par-4
interagisce con PKE inibendone lattivita enzimatica. In cellule CQ@inea
cellulare renale di scimmia) le cPKCs e le nPK@isato la cascata ERK/MAPK via
Raf-1, mentre PKCstimola queste vie di trasduzione del segnalesséattivazione
di Raf-1 ¢°3. L’'overespressione di N-myc, che incrementa ldignéa in cellule di
neuroblastoma, causa la soppressione di®&nduce PKC(**d).
Infine PKCu sembra essere coinvolta nella proliferazione dratnociti murini. Una
correlazione tra I'espressione di PK@ I'aumento della proliferazione cellulare e

stata osservata in cellule NIH3T3 murif&
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3.5 ESPRESSIONE DI PKC IN LINEE CELLULARI E NEI TU MORI

L’overespressione di PKC sembra essere coinvoltaamero mammario. Uno
studio ha dimostrato che €& presente un’elevataitattdi PKC nel tumore al seno
rispetto al tessuto normalé®y. TPA inibisce la crescita cellulare in linee di
carcinoma mammario MCF-7, BT-20, MDA-MB-231, ZR-I% HBL-100, ma non
in cellule T-47-D. T-47-D sono cellule non respaesal TPA, con bassa attivita di
PKC. Una rapida traslocazione di PKC,dal citoplagd@ve si trova normalmente a
riposo) alla membrana, e stata evidenziata in &elinellulari TPA-sensibili senza
apportare modifiche della crescita. E stato inotisservato che il trattamento con
TPA per piu di 10 ore inibisce reversibilmente tascita in cellule TPA-responsive.
Questi effetti coincidono con la perdita completldttivita cellulare di PKC in
seguito a proteolisi. La ripresa della crescitdutaie dopo rimozione di TPA, dovuta
alla riattivazione dellattivita di PKC in linee lbglari di tumore umano mammario
TPA-responsive, suggerisce il coinvolgimento di PH&lla regolazione della crescita
(**9). E stato dimostrato che, durante un periodo turm di 4 giorni, vari derivati
degli esteri del forbolo inibiscono la proliferag® di cellule MCF-7 in modo dose-
dipendente. E stato anche riportato che l'attivazidi PKC attraverso TPA e DAG
inibisce la proliferazione cellulare di cellule MGF(**"). L'attivazione di PKC &
maggiore in linee cellulari di carcinoma mammaregative per il recettore per gli
estrogeni (ER) rispetto a quelle ER-positiV&)( E stato osservato che cellule MCF-7
transfettate con PKd& esibiscono un aumento della proliferazione, ctasci
ancoraggio-indipendente, alterata morfologia eam@nto di tumorigenicita in topi
nudi. Inoltre, cellule MCF-7 che overesprimono RK@&ostrano una significativa
riduzione dell’'espressione di ER ed un decrement’edpressione dei geni
estrogeno-dipendenti. E stato dimostranto anche gthesteri del forbolo down-
regolano I'espressione di ER in linee cellularicdncro mammario. Inoltre, PKC
risulta essere attivata in situ in un numero sigativo di carcinomi mammari umani.
In accordo con questi dati, cellule MCF-7 transfiettcon PK@ hanno un fenotipo
molto pitl aggressivo in confronto a cellule nomsfettate °%. Altri studi hanno
dimostrano che I'overespressione di RKI@ cellule MCF-7 causa up-regolazione di
PKCB e cio porta ad un fenotipo meno aggressivo, @rattto da riduzione

dell'invasivita in vitro e da una marcata diminuzéodella formazione di tumore e
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della crescita cellulare in topi nudi. In linea dattivitd oncogenica di PKC, alcuni
studi osservarono che TPA e briostatina 1 inibiscancrescita di cellule MCF-7.
TPA induce rapida traslocazione di PiK@al citoplasma alla membrana plasmatica.
In contrasto al TPA, il trattamento con briostatthgorta ad una bassa attivita di
PKCa in entrambi i compartimenti, citoplasma e membyathaante 10 minuti di
trattamento. Questi risultati suggeriscono che E&Kgloca un ruolo importante
nell’inibizione della crescita in cellule di tumoneammario umano dopo trattamento
con briostatina 1'¢9).

Alcuni studi hanno indicato che I'espressione dideKn astrocitoma umano é
maggiore in tumori ben differenziati (grado 1) termedio in astrocitoma anaplastico
(grado 2), basso o non determinabile in glioblastoifferenziati (astrocitomi di
grado 3) e normale nei contrdft. In uno studio di confronto tra cellule di gliorda
ratto C6 ed astrociti di ratto non maligni, fu ass¢o che entrambe le linee
esprimevano PK& B, 6, € e { ma nony. Dalla misura dell’attivita enzimatica é
emerso che l'attivita di PKC in cellule di gliomaaedovuta all’overespressione di
PKCa™2 In altri studi tutte le linee di glioma esamina&gl in glioma di ratto si
osserva un’elevata attivita di PliCelativa a cellule gliali non maligne, correlatanc
la percentuale di proliferazione nelle rispettiasifdi crescita. Campioni chirurgici
congelati di glioma umano maligno espongono anchelevata attivita di PKC'f3).
Linee cellulari derivanti da glioma di alto gradspemono alti livelli di PKG
rispetto a linee cellulari derivanti da glioma a$a grado. In linee cellulari derivanti
da glioblastoma, PK& e risultata principalmente espressa nella frazidtesolica,
indicando uno stato enzimatico inattivo. A sostegdel ruolo di PKC nel
glioblastoma, & stato dimostrato che briostatinalolvn-regola specificatamente
PKCu in linee cellulari derivanti da gliblastoma. Twia questo fenomeno non era
associato con un’inibizione significativa della soi¢a, indicando che PKCnon é
essenziale per la proliferazione celluldf¥)(

Elevati livelli di PKC furono anche osservati nehtore della tiroide rispetto
al tessuto normale'®). E stato dimostrato che TPA, tamoxifene e stquoosa
inibiscono l'invasione e la crescita cellulare iancro follicolare tiroideo *f9).
Mutazioni di PKG sono state poi indagate in cancri tiroidei umaiii) (ed in
adenomi ipofisari ). Tutti gli adenomi ipofisari analizzati avevare dequenza di

DNA wild-type di PKGx normale. Anche se il tumore era invasivo con ftirfdione
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della dura madre, non c’erano mutazioni. Inoltieriori analisi con Western blot
hanno confermato che non c’e nessuna differend&smiessione proteica di PKC
tra gli adenomi ipofisari invasivi e quelli non emsivi. Questi dati non confermano
I'ipotesi secondo la quale mutazioni di P&KGono una caratteristica dei tumori
ipofisari invasivi (°%. L'attivitd e I'espressione di PKC era maggiore ddenomi
ipofisari rispetto all'ipofisi normale o a quellaeldratto. E stato poi osservato che
I'espressione di PKC e significativamente maggiareaimori secernenti ormoni della
crescita e in adenomi non secernenti rispettoraotuprolattino-secernenti. L'attivita
di PKC era inoltre significativamente elevata nanori invasivi che in quelli non
invasivi. In adenomi ottenuti da pazienti trattaton bromocriptina (agonista
dopaminergico) o octreotide (farmaco analogo adatostatina), I'attivita di PKC
risulta significativamente pili bassa rispetto aglenomi non trattat (). In tutti gli
adenomi ipofisari umani prevale la PKQ solo in alcuni fu osservata un’espressione
variabile di PK@ e PKG. Inoltre, sia l'ipofisi normale che quella neoplea
esprimono abbondante mRNA per PKGnentre solo alcuni tumori e un’ipofisi
normale avevano alcune cellule positive per PK®).

La famiglia delle PKC é importante in cheratinocitirmali e nelle malattie
della pelle, soprattutto nelle forme neoplasttéhd_'apoptosi dei cheratinociti indotta
da radiazioni UV e uno dei meccanismi maggiormargmtettivo dalla
fotocarcinogenesi. Il dominio catalitico costitwimente attivo di PK&é un effettore
apoptotico generato dal clivaggio della caspagn Bisposta ad una varieta di stimoli
apoptotici incluse le radiazioni UV'). L'attivazione del dominio catalitico di PKC
induce infatti la redistribuzione e attivazioneRBhx (gene pro-apoptotico) che puo
direttamente indurre il rilascio del citocromo tclivaggio e I'attivazione di PK&
sono fasi critiche nell’apoptosi indotta da UV wkieratinociti umani. E infatti noto
che linattivazione di PK& pud promuovere la sopravvivenza dei cheratinociti
esposti a radiazioni UV ). Recenti studi'(®) hanno dimostrato che topi transgenici
che overesprimono PKICnon riescono a sopprimere 1o sviluppo di un cantia a
cellule squamose indotto da ripetute esposizioadé&zioni UV. Topi transgenici che
overesprimono invece PkQn cellule epidermiche basali e in cellule deiliGalli
piliferi sviluppano carcinoma squamocellulare. E8pione cronica a radiazioni UV
in topi transgenici per PKLindica che PKE induce il rilascio di TNFe (tumor

necrosis factore), legato alla fotosensibilita in questi topf%. L'overespressione di
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PKCe nell’epidermide di topi puo anche portare alla duzione di specifiche

citochine che perturbano la normale ematopoiesimdbllo osseo, e provocano un
disequilibrio tra granulociti, neutrofili ed eosfilb(*’" *". Un’elevata espressione di
PKCe nell’epidermide di topi puo condurre ad un micrdente appropriato per lo
sviluppo del carcinoma a cellule squamose mediaiecanismo paracrino.

E stato osservato che l'attivita di PKC & pitaatt cellule epiteliali del colon in
attiva proliferazione rispetto a quelle che si o in uno stato di quiescenza,
suggerendo un ruolo di PKC nella proliferazione. dadlule epiteliali del colon
esprimono multipli isoenzimi di PKC che sono diarente modulati durante la
carcinogenesi del colon, e cio suggerisce un legdito tra PKC e la carcinogenesi
in questo tessutd®*®y. Cellule umane di tumore al tratto gastroente@aCo-2
transfettate con PK& mostrano come l'incremento dell’'espressione d&lkCs
induce alla differenziazione cellulare e limita dapravvivenza. Elevati livelli di
espressione di PKIl rappresentano uno dei primi eventi alla baseladel
carcinogenesi al colon. L’espressione transgeti¢&<CBIlI nel colon di topi induce
un’iperproliferazione ed aumenta la suscettibildla carcinogenesi nel colon,
correlata ad un decremento dell’espressione deftore per TGPl (transforming
growth factorp type Il receptor). E stato dimostrato che in t&jginsgenici per
PKCBII ed in cellule epiteliali intestinali di ratto iooltura transfettate con PIRQ,
aumenta I'espressione della ciclossigenasi 2 (CO¥®). L'espressione di PK@I
in cellule epiteliali intestinali di ratto in colta ed in vivo, é regolata attraverso la via
MAPK/ERK. Nell'epitelio del colon, I'elevata espiasne di PK@Il sembra essere
procarcinogena, agendo attraverso la COX-2 e ladvitmasduzione del segnale di
TGHBII. Per quanto riguarda PKRC sembra che essa sia un effettore critico a valle
delloncogene Ras nell’epitelio del colotfq. E stato osservato che linee cellulari
tumorali umane con mutazioni di p21 Ras sono pisibdi all'inibitore di PKC,
etere lipidico sintetico (competitore del sito dighme per il DAG)'¢Y, rispetto alle
linee cellulari tumorali con gli alleli K-ras normaEntrambe le isoforme di PKC
possono cooperare nel promuovere lo sviluppo diplase del colon, perché
I'espressione transgenica di PBICnel topo induce iperproliferazione ed incrementa
la suscettibilita a sviluppare tumore al colonaatérso vie che includono I'attivazione
di Ras, PK@/Racl e Mek, portando a invasione nelle celluldedipli intestinali

(*®%. La fosforilazione di PKC promuove una rapidasdisazione di K-ras dalla
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membrana plasmatica e la sua associazione alla rmaamintracellulare, incluse le
membrane esterne mitocondriali dove K-ras fosftilateragisce con Bel-XL'{9).
E stato dimostrato che PG PKG promuovono I'apoptosi in cellule del tumore
alla prostata androgeno-dipendent®9( Inibitori selettivi della PKC quali
GF109203X e G06983, bloccano la transattivazioneatettore di EGF (epidermal
growth factor) indotto dagli esteri del forbolo,dipando un requisito per PKC, e
supportando l'inibizione di PK& come approccio terapeutico per il tumore alla
prostata. Infatti, il frequente fallimento dellardgpia ormonale si associa ad un
aumento di cellule PK&positive in tumori prostatici ricorrenti. Inoltres stato
osservata un’interazione funzionale fra il recettper le integrine, PK& e protein
chinasi B/Akt in tumori alla prostata ricorrenti QRAR1, sostenendo l'ipotesi che
I'attivazione di queste integrinpl inducesse in queste cellule un comportamento
androgeno-indipendent&).
E stato osservato che nel carcinoma al polmonearfincole cellule (NSCLC), fra le
aPKCs é particolarmente espressa lisoforma EBK@nentre PKC non é
determinabile %. PKCL sembra essere un gene critico nel tumore al panon
attivando la via del segnale richiesta per la pFegione della trasformazione. PKE
considerato un oncogene in NSCLC perché:
1. risulta overespresso in molti NSCLCs,
2. e poco espresso in pazienti con NSCLC che soprangiv
3. il gene che codifica per la PRG frequentemente amplificato in linee cellulari
NSCLC e in colture primarie di NSCLC,
4. I'amplificazione del gene induce I'espressione #ICR in linee NSCLC e nei
tumori,
5. la disgregazione del segnale con un allele doménaagativo di PKZ blocca la
progressione della trasformazione in cellule NSQin@ne 1%9).
PKC) & inoltre implicata nella sopravvivenza delle @ellmaligne ¥*%. Da ulteriori
studi & emerso che PKGuvolge un’attivitd antiapoptotica in cellule NSCIEY) e
che PKG svolge un ruolo critico nei meccanismi di resiggemi farmaci nel tumore
al polmone perché previene I'apoptosi delle cel(ti8.
In cellule H19-7 di ippocampo di ratto e in celUPC12 di feocromocitoma di
ratto, I'attivazione chinasica, in risposta ad dgeeurogeni, fattore di crescita dei

fibroblasti e fattore di crescita per i nervi e Pik@ipendente. Invece, l'attivazione
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chinasica in risposta al fattore di crescita epideo € PKG-indipendente.
L’inibizione di PKG attraverso oligonucleotidi antisenso blocca lacita di neuriti
in cellule H19-7 indotte da Raf, e in cellule PGmdotte da fattori di crescita per i
fibroblasti e fattori di crescita dei nervi. Queddti indicano un coinvolgimento di
PKGC5 negli effetti neurogenetici mediati dai fattori chescita per i fibroblasti, per i
nervi e da Raf. Il fattore di crescita epidermicitiva invece le protein chinasi
attraverso vie PKGdipendenti, coinvolgendo la fosfatidilinositoloeBinasi e PDK1
in cellule H19-7 ¥%3.

PKC sembra essere inoltre direttamente coinvatia modulazione dell’apoptosi
in neoplasie ematopoietiche. L'espressione di BKEKC\, PKCu e PKC é stata
infatti rilevata in linee cellulari di mieloma migto (U266, RPMI-8226 e K620)1).
Attraverso tecniche di immunoistochimica, I'espress di PKG e stata confermata
in cellule provenienti dal plasma di 11 pazientindJstudio ha poi indagato
I'espressione delle diverse isoforme di PKC inudelldi leucemia linfatica cronica su
7 pazienti mediante Western blot, osservando cleoferme PK@, PKCy, PKGS e

PKC{ erano espresse in tutti i campiotir),

3.6 INIBITORI DI PKC

3.6.1Enzastaurin hydrochloride (LY317615)

Enzastaurin € un potente e selettivo inibitore KICPBII, sviluppato per il
trattamento antitumoralé®f). Enzastaurin inibisce PKIC(IC50~16 nM), ma anche
altre isoforme di PKC (per esempia, y, &, IC50s 40-100 nM). Diversi studi hanno
dimostrato che l'angiogenesi tumore-indotta rickidtttivazione delle PKCs, in
particolare di PK® (**%). Inoltre la PK@, cosi come le altre PKCs, possono attivare
AKT (**¥. E noto che I'attivazione della via di AKT promuela sopravvivenza e la
proliferazione delle cellule tumorali. Inoltre ea&t osservato che la via di AKT e
frequentemente attivata in un ampio numero di tunumnani, specialmente in
glioblastomi, tumore alla prostata, e carcinom&mtiometrio t*% . Concentrazioni
di Enzastaurin simili a quelle utilizzate in stuwdinici sopprimono la via del segnale

di AKT. Attraverso il blocco di queste “chiavi” el vie di segnale, Enzastaurin
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sopprime la proliferazione cellulare, induce moctdlulare (apoptosi), e inibisce
I'angiogenesi tumore-indotta.

L'attivita di PKC, in particolare dell'isoforma RBB, e frequentemente implicata
in tumori umani e in modelli sperimentali. Eleviatelli di PKCp attivo promuovono
carcinogenesi al colon. Inoltre I'overespressioneP&CB in cellule di epitelio
intestinale inducono un fenotipo invasivo che paseee bloccato dal trattamento di
queste cellule con Enzastaurfl®. Questi dati indicano un ruolo centrale di FKC
nella formazione e nella malignita del tumore dbnpe supportano I'importanza di
un inibitore selettivo per PKCcome I'Enzastaurin per il trattamento del carciacsh
colon.

Uno studio ha dimostrato che, oltre al segnaleKIC, I'attivazione della cascata
del segnale del fosfatidil-inositolo 3'(PI3) chif@kKT stimola la progressione del
ciclo cellulare e sopprime I'apoptosi. Questa vidr@éguentemente attivata in una
varieta di tumori umani, dopo la conseguente parditespressione del gene onco-
soppressore PTEN sul cromosoma 10. L’inibizione gdiesta via in modelli
sperimentali induce apoptosi delle cellule tumograbprattutto in cellule tumorali
senza PTEN. Entrambe le vie di segnale, PKC e Rhasi/AKT, regolano la
fosforilazione del glicogeno sintasi chinafi&SK33).

E stato osservato che un ampio numero di celurteotali umane, incluse quelle
del tumore al colon, vanno in apoptosi dopo traglaim con Enzastaurin a
concentrazioni simili a quelli utilizzati in studiinici. Questa risposta & preceduta da
una significativa riduzione dose/tempo-dipendenld]a fosforilazione di GSK3
(serina 9). La crescita di HCT116, tumore al cdi@piantato, € significativamente
soppressa (p<0.01) con dosi orali di Enzastaurggrecentrazioni plasmatiche simili
a quelle cliniche (~21M). La stessa cosa e stata osservata in glioblastamano
U87MG. E stato inoltre dimostrato che la fosforitare di GSK3$, in tessuti tumorali
trapiantati ed in colture cellulari, viene inibigaltre il 90%) in maniera tempo/dose-
dipendente, dopo trattamento con Enzastaurin pedi@ ore. Questi dati supportano
'importanza del trattamento con Enzastaurin netdte umano al colon, e indicano
che la fosforilazione di GSKBpuo servire da marker farmacodinamico affidabée p
Iattivita di Enzastaurin®?).

Il Vascular endothelial growth factor (VEGF) € &0 in numerosi tumori

maligni, compreso il tumore al colon, ed & un ptestimolo angiogenetico. VEGF
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lega i suoi recettori tirosin chinasici (VEGF retmp 1/Flt, VEGF receptor
2/KDR/FLK1 e VEGF receptor 3/Flt-4) e stimola leofiferazione e la migrazione
delle cellule endoteliali. Questo segnale dipendal’adtivita di PKC3. Di
conseguenza, il trattamento con inibitori selettti PKO3, pud sopprimere
I'angiogenesi indotta da VEGF secreto nei tumoe.proprieta antiangiogenetiche di
Enzastaurin sono state infatti dimostrate sia frowthe in vivo. Questi studi hanno
dimostrato che, Enzastaurin pu0 sopprimere la iteesdei tumori attraverso
meccanismi multipli:
» effetto diretto: induce morte cellulare e sopprime la proliferagialelle cellule
tumorali;

» effetto indiretto: sopprime I'angiogenesi tumore-indotta.
3.6.2Briostatine

PKC & un recettore intracellulare per gli estetifdebolo ¢%). Gli esteri del
forbolo come TPA, modulano lattivita di PKC e perto vengono utilizzati per
indagare gli effetti della PKC nell’apoptosi e maetesistenza ai farmaci antitumorali.
Tuttavia I'uso di TPA pud dare risultati apparenéere contraddittori, perché puo
attivare diverse isoforme di PKC. A differenza @livatore fisiologico DAG, TPA e
stabile e induce una persistente attivazione ch&a @dla down-regolazione di PKC
(®®. L’esposizione di cellule per un breve periodotethpo agli esteri del forbolo
attiva la PKC, invece un’esposizione prolungataugsee I'enzima intracellulare,
molto probabilmente a causa della degradazionee@itta €°%). In molti casi &
difficile distinguere se gli effetti degli estereldforbolo siano dovuti ad attivazione o
ad inattivazione di PKC. Oltre ad interagire condRHPA interagisce anche con altre
proteine. Gnidimacrin € un altro attivatore di PKBe porta a down-regolazione
dell’enzima, dopo un’esposizione a lungo terminecomposto esibisce un’attivita
antitumorale in vivo{).

Le Briostatine sono un gruppo di metaboliti atfjmacrocyclic lactones) isolati
dal briozooBugula neritina, in avanzata fase di studio presso il National c@an
Institute per l'uso nel trattamento di melanomnfdimi non- Hodgkin’s e cancro
renale. Questi composti mostrano una notevoleitfper PKC, e competono per lo

stesso sito di legame degli esteri del forbdf)(La maggior parte delle indagini
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sono state condotte con briostatina 1. In cellalees briostatina, cosi come gli esteri
del forbolo, attiva PKC e ne causa la traslocazitaiesitoplasma alla membrarfd].

A seguito di un’esposizione prolungata, PKC subisegradazione proteolitica.
Alcuni studi hanno osservato molte differenze &abliostatine e TPA. Anche le
briostatine, come gli esteri del forbolo, stimolalaocrescita in alcuni sistemi e la
inibiscono in altri 1%9. Tuttavia, a differenza degli esteri del forbole,briostatine
non promuovono lo sviluppo tumorale. In fibrobladtiH3T3, briostatina 1 ha
mostrato una potenzialita simile a quella del TRAtraslocare PK@ alla membrana
cellulare, e si & anche rivelata piu potente nelbrdoegolare lattivita di PK@,
PKC3 e PKG rispetto al TPA. E stato dimostrato che briostatih inibisce la
proliferazione del carcinoma umano polmonare AB&cinoma mammario MCF7,
adenocarcinoma renale murino, melanoma B16, diuleelM5076 di sarcoma
reticolare, cellule L10A di linfoma ed ha un’ atté&v antitumorale in sistemi P388 di
leucemia murina?f¥). Briostatina 1 inibisce inoltre la crescita dilake MCF-7 solo
ad alte dosi, e antagonizza completamente ['iroinigi della crescita ed il cambio
morfologico indotto dal TPA. L'effetto opposto diugsti due composti € stato
associato alle diverse isoforme di PKC espresseelinle MCF-7. TPA induce una
rapida traslocazione alla membrana di BKdn contrasto, il trattamento con
briostatina provoca la perdita di PiKQla entrambe i compartimenti, citoplasma e

membrana, dopo 10 minuti di trattamento.

3.6.3Analoghi dei fosfolipidi

Gli analoghi dei fosfolipidi sono una nuova clasiefarmaci con attivita
antineoplastical composti principali che rappresentano quest@gousono:
* edefoside (ET-18-OCH3: 1©-octadecyl-2- O  -methyl-rac-glycero-3-
phosphocholine);
e ilmofoside (BM 41440);

» miltefoside (hexadecylphosphocholine).

Questi composti hanno una notevole attivita anfifesiica sia in vitro che in

vivo (**9. Miltefoside & il primo di questi composti usatoclinica. In fase Il della
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sperimentazione clinica, & stato osservato chez&mméa su 23, con tumore al seno
metastatico, hanno avuto una remissine parzialesdguito a trattamento con
miltefoside ¢*%). Questo farmaco & stato approvato in diversiipgaesil trattamento
topico delle metastasi cutanee derivanti dal caroin mammario®?. Il meccanismo
molecolare responsabile degli effetti citotossicigdesti composti non e del tutto
chiaro, ma sembra che questi composti interferiscamn segnali mitogeni sulla
membrana cellularé’(). E stato osservato che gli analoghi dei fosfdiifibiscono

le PKC in estratti cellulari attraverso competizocon fosfatidilserina®t’. Questi
composti sono potenti farmaci diretti contro PKQirsmlo in lisati cellulari ma anche
in cellule sane ). Lipotesi che linibizione di PKC sia responstbidella
diminuzione della crescita cellulare e ulteriorneestipportata dalla constatazione che
I'effetto antiproliferativo di miltefoside pud esseantagonizzato da TPA. E stato
dimostrato inoltre che miltefoside ed edelfosiden ninterferiscono con la
traslocazione di PKC, ma mediano un decrementorgkneéell’attivita enzimatica
nelle membrane e nel citoplasma delle cellule. Bivepi di cellule depauperate di
PKC mostrano sensibilita a edelfoside simile a lqudl cellule esprimenti PKC.
Questi risultati suggeriscono un’improbabile rudioPKC nell'azione citotossica di
Edelfoside 9. Tali dati possono essere spiegati dal fatto glieanaloghi dei
fosfolipidi interferiscono con altre vie della tramlone del segnale, quali la

formazione di inositolo fosfatG) e la sintesi di fosfatidilcoling™®).
3.6.4 Derivati della staurosporina

La staurosporina, isolata dal batterio streptomystesrosporeus™(), & un
potente inibitore di PKC?*tY. Il composto & un inibitore chinasico non spedified
inibisce protein tirosin chinasi e chinasi cAMP-@hnglenti. Sono stati sintetizzati
diversi derivati della staurosporina con alta sipe@ta per PKC, come:

e benzoyl-staurosporina (CGP 41251);

» bisindolylmaleimide 1X (RO 31-8220) e RO 31-7549;
« GO 6976 e ® 6850;GF 109203X;

e 7-idrossi-staurosporina (UCN-01);

* CGP 53506 e CGP 54345;
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+ Rottlerin ¢

e LY333531.

Ad eccezione di Rottlerin, tutti gli altri compogiella categoria hanno un basso
valore di IC50 per PKCs{). Le briostatine e gli analoghi dei fosfolipidi ohdano
I'attivita di PKC attraverso interazione con il dimmo regolatore. Staurosporina e i
suoi derivati sono invece in grado di inibire PKiraverso competizione con il sito
di legame per I'ATP. Staurosporina infatti previdhéegame con I'ATP perché ha

un’affinita maggiore per le protein chinasi.

3.6.50ligonucleotidi antisenso

Per oligonucleotide antisenso si intende un breammento di DNA, di circa
15 nucleotidi, che contiene la sequenza nuclea@idamplementare del filamento di
DNA codificante (senso) o di RNA messaggero (MRN29rcio I' antisenso, grazie a
questa sua "specularita” rispetto al DNA sensogpgaia ad esso, 0 all' mRNA,
annullandone [l'attivita biologica. Gli oligonuclebt di impiego in terapia sono
sintetici, ma nelle cellule sono stati individuatiche oligonucleotidi endogeni, di cui
e ignota la funzione. L'oligonucleotide antisensdega allRNA messaggero, o0 a
sequenze di controllo dell’espressione genica ptiesdé filamento complementare di
DNA, impedendo cosi la decodificazione ed il sust@sprocesso di sintesi proteica.
Esistono due diverse possibilita per un eventusteadlinico degli oligo antisenso. La
prima richiede la formazione di un breve trattdrgpla elica, mediante legami, detti
di Hogsten, con le regioni di controllo della trasione in RNA presenti nel DNA
(approccio a tripla elica).

Alternativamente, si potrebbe pensare di veicolare oligo antisenso
all'interno della cellula per formare una doppiaalbrida RNA/DNA con il trascritto
in RNA . La formazione della molecola ibrida pumbie la capacita di un segmento
di DNA ad essere riconosciuto e dunque tradottt aabarato cellulare deputato alla

biosintesi delle proteine.
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4. SCOPO DELLO STUDIO

Per quanto riguarda i NETs, ad oggi I'asportazicompleta della massa e
l'unica modalita terapeutica che consente di ottefee guarigione. L'efficacia del
trattamento chirurgico diminuisce significativameim caso di malattia metastatica.
Purtroppo, a causa dell’aspecifica o addiritturseate sintomatologia, la diagnosi dei
NETs e spesso tardiva e diventa quindi necessegoreére alla terapia medica. |
farmaci attualmente a disposizione risultano troppesso poco efficaci e provocano
molteplici effetti collaterali che possono renderecessaria la sospensione della
terapia. Per questi motivi € necessario valutardi¥zo di nuovi farmaci efficaci nel

trattamento di tali neoplasie.

Scopo del nostro studio e stato quello di valutgreffetti antiproliferativi di
un inibitore selettivo per PKEI, Enzastaurin su:
» colture primarie derivate da campioni umani di PRfelevati in corso di
intervento chirurgico;
» una linea cellulare di carcinoma neuroendocringpdelcreas umano (BON1);
» colture primarie derivate da pezzi operatori di MTC
» una linea cellulare di carcinoma midollare deltaitle (TT);
per verificare se PKC potesse rappresentare un tangat terapeutico nel controllo

della proliferazione cellulare dei tumori neuroeciiia.
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5. MATERIALI E METODI

TESSUTI UMANI

Per questo studio sono stati raccolti 6 campiom@bglla 6) provenienti da
pazienti operati per diagnosi di tumore neuroendoadel pancreas all’'Universita di
Ferrara (Sezione di Endocrinologia e di ClinicarGigica) e all’'Universita di Padova

(Dipartimento di Scienze Mediche e Chirurgiche).

Pazientd Eta [Sessp Diagnosi %erﬁ:gf]i:lge Sgizggt)g]: TNM Stadio | Grado
1 49 | M NN Insulinoma Sporadico TINOMO I 1
2 56 | F NN Non funzionant¢ Sporadico T2NOMO lla 1
3 25 | F NC Insulinoma MEN1 T2N1M1 v 2
4 69 | M NC Non funzionant¢ Sporadico T4AN1IM1 v 2
5 54 | M NC Non funzionant¢ Sporadico TIN1IM1 \% 2
6 62 | M NC Non funzionant¢ Sporadico T2N1MO b 2

TABELLA 6 : Caratteristiche dei pazienti.

I campioni di MTC raccolti provenivano da 8 pazieté cui caratteristiche
sono riportate in Tabella 7, operati presso |'Ursita di Ferrara (Sezione di
Endocrinologia e Sezione di Clinica Chirurgica)peesso I'Universita di Padova
(Sezione di Chirurgia Generale Patologia SpecRipartimento di Scienze Mediche
e Chirurgiche). Di questi pazienti, 6 avevano urattare sporadico, 1 aveva un MTC

correlato a MEN2A e 1 aveva un MTC correlato a MBN2
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Paziente Eta Sesso Sindrome genetica Stadio

1 25 M MEN2A 2

2 56 F Sporadic 2
3 49 F Sporadic 2
4 69 M Sporadic 3
5 54 M Sporadic 3
6 22 F MEN2B 2

7 57 F Sporadic 2
8 62 M Sporadic 3

TABELLA 7 : Caratteristiche pazienti.

RACCOLTA DEI TESSUTI E COLTURE PRIMARIE

La raccolta e I'uso dei campioni di tessuto & awann accordo con le linee
guida del Comitato Etico locale per la ricerca stifiea. | campioni sono stati
prelevati in condizioni sterili al momento dell'enwento ed un frammento e stato
congelato immediatamente in azoto liquido e coragera -80° C fino al momento
dell'estrazione del’lRNA ed all’esecuzione dellazene di retrotrascrizione (RT).

Una porzione di tessuto fresco e stato subito gsate per I'allestimento
della coltura primaria. Il tessuto e stato disstci®nzimaticamente usando
collagenasi e tripsina. In seguito € stata eseguita disgregazione meccanica
attraverso passaggi in siringa utilizzando aghi2z8a— 22 G. Le cellule sono state
mantenute in coltura in RPMI con siero bovino fetal 10% e antibiotico al 1%
(EuroClone Ltd), seminate in piastre da 96 pozzetsi x 10 cellule/pozzetto) e
incubate a 37°C in atmosfera umidificata con 5% @025% aria. Dopo 24 ore, le
cellule sono state incubate durante la notte inzmelz coltura senza siero. Il giorno
dopo, le cellule sono state trattate con ciascwsséanza. Per i dosaggi ormonali il
surnatante e stato raccolto dopo 6 ore e conseava9°C, rinnovando i trattamenti

per altre 48 ore per gli esperimenti di vitalitddare ed apoptosi.
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REAGENTI

Enzastaurin & stata fornita dalla Eli Lilly (Indapolis, IN). E stata risospesa
in dimetil sulfoxyde (DMSO in stock solution da M) e conservata a -20°C. La
staurosporina € stata acquistata da Santa Cruaw@et, USA). IGF-I invece da
PeproTek Inc (Rocky Hill, NJ, USA). Tutti gli altreagenti, se non diversamente

specificato, sono stati acquistati da Sigma (Mildtedia).

LINEA CELLULARE BON1

La linea cellulare BONL1 deriva da una neoplasiaoendocrine del pancreas.
E stata stabilizzata da R. Goke (Marburg, Germamynantenuta in coltura in
DMEM/F12 (1:1) medium con aggiunta di siero fetdlevino al 10% (FBS,
Invitrogen, Milano), 100 U/mL penicillina, 0.1 mglnstreptomicina e 10Qug/mL
amfotericina (EuroClone Ltd, Torquay, UK) a 37°rCatmosfera umidificata con 5%
CO, e 95% aria. Studi immunoistochimici e citochimi@nno dimostrato che le
cellule BON-1 esprimono markers neuroendocrini, ligaarotonina, neurotensina,
sinaptofisina e cromogranina A (CgA), cosi commdrker epiteliale citocheratina.
Tale linea cellulare, inoltre, presenta alti liveli espressione di canali per il calcio di
tipo L e R, mentre i canali N e P/Q sono meno esdrd canali di tipo R sono
espressi ad alti livelli anche nei neuroni ed hamnauolo essenziale nel rilascio®Ca

- dipendente di ormoni.

LINEA CELLULARE TT

La linea cellulare TT é stata ottenuta da un canm®idi un agoaspirato
tiroideo di una paziente di 77 anni affetta da MTE). Consiste di cellule C
parafollicolari aneuploidi trasformate, caratteatez dalla presenza di una mutazione
nell’esone 11 al codone 634 del proto-oncogene RESIC in TTG: Cys in Trp) 9.
Inoltre, le cellule TT hanno un’espressione abderalel gene oncosoppressore p53.
Studi immunoistochimici hanno dimostrato che ldutel TT esprimono la CT ed |l
suo recettore’t), I'antigene carcino-embrionario, somatostatireymtensina, GRP,
enkefaline, cromogranina A (CgA), PTHrp, sinaptofs enolasi neurono-specifica
(NSE), recettore della vitaminagDtirosin-idrossilasi,a-tubulina, citocheratina e
molti altri peptidi. Le cellule TT secernono quaatsignificative di CT e rispondono a

variazioni dei livelli di calcio ionizzato??). La linea cellulare TT & stata acquistata
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dall’American Type Culture Collection (Manassas, ,MASA) e mantenuta in coltura
in Ham’s Nutrient Mixture F12 con Glutamina (Euro@é Ltd, Torquay, UK) con
aggiunta di siero fetale bovino al 10% (FBS, Irngen, Milano), 100 U/mL
penicillina, 0.1 mg/mL streptomicina e 1Q@/mL amfotericina (EuroClone Ltd,

Torquay, UK) a 37° C in atmosfera umidificata céa 80, e 95% aria.

VALUTAZIONE DELLA VITALITA' CELLULARE

Le variazioni dEL numero di cellule é stata valatatediante kit ATPLite
(Perkin Elmer Life Sciences, Waltham, MA, USA). Beeente, le cellule sono state
seminate a concentrazione di 2 x* I@llule/well in piastre da 96 pozzetti, fatte
attaccare una notte e poi esposte alle sostanggaime per 48 e 72 ore, in presenza
del 10% FBS. Le cellule di controllo hanno ricevstdo il veicolo (DMSO ad una
concentrazione finale di 0,1%). Staurosporina 1PDénstata usata come controllo
positivo per linibizione della vitalita cellulareddopo l'incubazione, la soluzione
rivelatrice e stata aggiunta e la quantita di leceessa e stata registrata mediante
Wallac Victor TM 1420 Multilabel contatore (PerKitimer Life Sciences). | risultati
sono stati ottenuti mediante la determinazionevdére medio di 6 replicati in tre

diversi esperimenti.

SINTESI DEL DNA

La sintesi di DNA in corso dei vari trattamenti &ata valutata misurando
lincorporazione di {H]timidina ([*H]thy). Le cellule sono state seminate ad una
concentrazione di 5 x f@ellule / well in piastre da 24 pozzetti, fattéaatare una
notte e successivamente trattate con Enzastaupresenza di’H]thy (1.5 0 Ci/m;
87 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech Italia, @Qolm Monzese, Italia).
Staurosporina 100 nM e stato usato come contra&itipo per l'inibizione della
sintesi del DNA. Dopo lincubazione, ciascun cammgioe stato raccolto e
successivamente dispensato in piastre da 96 poiredtiplicato. La radioattivita in
eccesso e stata eliminata mediante filtrazione étier C9619 Unifilter, Camberra
Packard) su apposita piastra (Unifilter-96 GFRerkin Elmer). La radioattivita
associata alle cellule é stata valutata tramite spettrometro a scintillazione (Top
Count, Camberra Packard) in triplicato
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VALUTAZIONE DELL’APOPTOSI

L’Attivita caspasica e stata misurata mediante G#spasi-Glo 3/7 Assay
(Promega, Milano, Italia). Brevemente, le cellulens state seminate ad una
concentrazione di focellule/well in piastre da 96 pozzetti, fatte eti@re per una
notte e successivamente trattate con Enzastauri8pe 72 h. Staurosporina 100 nM
e stato usato come controllo positivo per l'indoeiadell'apoptosi. Le cellule di
controllo hanno ricevuto solo il veicolo (0,1% DMpB@opo le 48 e 72 h, e stato
aggiunto un uguale volume di reagente caspasi-(FloL® piastre sono state agitate a
500 rpm per 30 sec, incubate per 3 ore, ed infalatato il segnale luminescente
emesso (unita luminose relative) con Wallac Victd20 multilabel (Perkin Elmer

Life Sciences).

ELISA PER CALCITONINA IN CELLULE TT

Le cellule sono state seminate in piastre da 6 aekluna concentrazione di
10° cell/well e fatte attaccare per una notte. Sudeasente sono state trattate per 6
h. i livelli di Calcitonina (CT) sono stati detemmaiti in terreno condizionato
impiegando Human calcitonina ELISA Kit (Diagnosfystems Laboratories, Inc.,
TX, USA), seguendo le istruzioni del produttorecaimpioni sono stati analizzati in
triplicato utilizzando il contatore Wallac Victo420 multilabel (Perkin Elmer Life
Sciences). | risultati sono espressi come medi& v&ore in percentuale dei livelli

CT vs le cellule di controllo.

ELISA PER CROMOGRANINA A ED INSULINA IN CELLULE BON 1

Le cellule sono state seminate in piastre da 6 aeluna concentrazione di
10° cell/well e fatte attaccare per una notte. Sudeasente sono state trattate per 6
h. I livelli di Cromogranina A (CgA) e/o insulinaso stati determinati in terreno
condizionato impiegando Human CgA ELISA Kit (Dakda@yation, Glostrup,
Denmark) e in alcuni casi selezionati I'Insulin BIA kit (Calbiotech, Sring Vally,
CA; USA) seguendo le istruzioni del produttore.aimpioni sono stati analizzati in
triplicato utilizzando il contatore Wallac Victo420 multilabel (Perkin Elmer Life

Sciences).
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ESPRESSIONE DI Akt(Ser473) e GSKB(Ser9)

I livelli di Akt e GSK33 totali e fosforilati sono stati misurati mediante
AlphaScreen ® SureFire® kit (Perkin Elmer Life Swes). | dati sono stati
normalizzati con l'appropriato AlphaScreen ® SineR® Kit per la GAPDH.
Brevemente, le cellule sono state seminate ad oneeatrazione di 2 x f@&ellule /
well in 96 pozzetti, e il giorno dopo incubate corsenza le sostanze in esame e
valutate secondo il protocollo del produttore. li&sfre sono state misurate su lettore
di piastre AlphaScreen ® (Perkin Elmer Life Scies)ceutilizzando le normali
impostazioni AlphaScreen ®. | valori ottenuti cdrkit di analisi per pAkt, totAkt,
PGSK3 e totGSKP sono stati normalizzati contro la GAPDH. | ristiltaono

espressi come rapporto tra proteina fosforilataedlil di proteina totali.

WESTERN BLOT

Le cellule in coltura sono state raccolte lavatBBS e centrifugate a 200g per
10 min. | pellet sono stati risospesi in un tampdnési cellulare (50mM Tris-HCI,
pH7.4; 1% NP-40; 0.25% sodium deoxycholate;150mMCINAMM EDTA; 1mM
PMSF; 1mM Na3VvO4; 1mM NaF) contenente gli inibitdelle proteasi ed in seguito
& stata valutata la concentrazione proteica uéitidp il BCA™ protein assay kit
(Pierce, Rockford, IL). Su di un gel di SDS-acryldenal 12% sono state migrate 30
ug di proteine per ogni campione e poi trasferite usu filtro di nitrocellulosa
(Schleicher & Schuell Italia SRL, Milano, Italia).

Le membrane di nitrocellulosa contenenti le praesono state bloccate ed
incubate con un anticorpo primario specifico, segloele indicazioni del produttore.
In particolare, anticorpi policlonali (prodotti imoniglio) anti- PK@Il ed anti-
PKCBII(Thr500) sono stati utilizzati ad una concentosd di 1:1000 (Abcam,
Cambridge, UK). Anti-PK@ (prodotto in coniglio) , anti-actina (prodotto iapo)
(Signalling Cell Technology, Euroclone, Milano, liéd, sono stati diluiti
rispettivamente 1:1000 e 1:5000. Le membrane, iguise all'incubazione con
I'anticorpo primario, sono state lavate ed incubat®vamente con un anticorpo
secondario diretto contro le IgG di topo (1:2000fioconiglio (1:5000) (Pierce)
coniugato con la perossidasi per 1 ora a temperaimbiente. La specifica reazione é
stata evidenziata mediante il sistema di rivelagid@CLSupersignal West Pico

Chemiluminescent Substrate (Pierce).
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IMMUNOFLUORESCENZA

La localizzazione di PK@Il e PKG in colture primarie di MTC e PETSs e nelle
rispettive linee cellulari & stata determinata raeth immunofluorescenza. Brevemente,
le cellule sono state seminate ad una concentrazibhd cellule, in vetrini sterili da 2
pozzetti (Lab-Tek Chamber Slide System, NalgenecNuaternational, Naperville, IL,
USA), e fissate in metanolo e acetone (1:1) pemirfuti a -20 ° C. | vetrini sono stati
poi incubati con tampone bloccante e poi con uitario monoclonale murino anti-
PKGCs (1:100) (Sigma, Milano, Italia) o un anticorpo igtdnale di coniglio anti-
PKCBII (1:100) (Santa Cruz Biotechnology). Le cellutne state poi incubate per 45
minuti con il rispettivo Ab secondario, anti-topentugato a FITC e anti-coniglio
coniugato a TRITC (1:200, Santa Cruz Biotechnologjyketrini sono stati poi montati
con ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen Maulac Probes) contenente il
colorante nucleare 4’,6’-diamidino-2-phenylindol2API) sotto il vetrino oprioggetto,
mantenuti al buio per 24 ore a temperatura ambiedtesservati con microscopio a

fluorescenza Nikon Eclipse TE2000-U con obietti@dX@d immersione.

ANALISI STATISTICA

| dati sono stati espressi come mestli@arrore standard (SE). E stato utilizzato il
test t di Student per dati appaiati 0 non apppetivalutare le differenze individuali fra

le medie. Una P<0.05 e stata considerata sigrifecat tutti i test.
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6. RISULTATI

EFFETTI DI ENZASTAURIN SULLE COLTURE PRIMARIE DI PE Ts

Per verificare gli effetti di Enzastaurin sulla |pi@razione cellulare, sei colture
primarie di PETs sono state trattate con questasos a concentrazioni crescenti (1-10
M) sia in presenza che in assenza di siero, dacsal combinazione con IGF-1 100
nM come stimolo proliferativo (Figura 6). Abbiamerificato che Enzastaurin riduce
significativamente la vitalita cellulare delle aok primarie di PETs a5 e 10 uM (-37 e
-41%, rispettivamente, p <0.05 vs controllo; IC50 12uM), mentre IGF-I ne
incrementa la vitalita cellulare (+32%, p <0,05fett0 quest'ultimo completamente
bloccato da Enzastaurin 5 e 10 uM. Alle stesseeamnazioni Enzastaurin riduce anche
la secrezione di CgA sia basale (-25 e -30%, risa@bente, p <0.05 vs controllo; IC50
= 15,2 u M) che IGF-I stimolata (dal 54% al 4%) ddph. Inoltre, una forte riduzione
dei livelli di insulina sono stati osservati nei anegm provenienti da colture primarie di
insulinoma dopo trattamento con Enzastaurin 5 pNIQ-65 e -72%, rispettivamente, p
<0.05 vs controllo; IC50 = 5,9 uM) dopo 6 h, anaghpresenza di IGF-I.
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FIGURA 6: Effetto di Enzastaurin su colture primarie di BRETP<0.05 vs Ct
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EFFETTI DI ENZASTAURIN SULLE COLTURE PRIMARIE DIMT C

Abbiamo valutato la capacita di Enzastaurin diuefizare la vitalita cellulare in
8 colture primarie di MTC. Come illustrato in Figur, dopo 72 ore Enzastaurin riduce
significativamente la vitalita cellulare nelle agk primarie di MTC a5 e 10 uM (-23 e
-25%, rispettivamente, p <0.05 vs controllo; IC5Q&9 uM). D'altra parte, IGF-1 non
modifica la vitalita cellulare di queste colturenen protegge dagli effetti inibitori di
Enzastaurin. Inoltre, Enzastaurin non influenza skcrezione basale di CT. |l
trattamento con IGF-1 induce un significativo (p,6%8) aumento della concentrazione
di CT nel mezzo di coltura, che viene significathente attenuato dalla co-incubazione
con 5 e 10 uM Enzastaurin (del 20%, p <0,05 e @&,3 <0.02 vs cellule trattate con
IGF-I).
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FIGURA 7: Effetti di Enzastaurin su colture primarie di MT®<0.05 vs Ct
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EFFETTI DI ENZASTAURIN SULLA PROLIFERAZIONE DELLE C ELLULE
BON1

Per meglio comprendere i meccanismi attraversoEcuzastaurin influenza la
proliferazione cellulare nei PETs, e stato utilizzaome modello la linea cellulare
BON1. Dopo 48 ore in presenza di siero, la vaatiellulare delle cellule BON1 si
riduce significativamente con concentrazioni di &staurin pari a 10 pM (-15%;
P<0.05 vs controllo; 165= 19.4 uM), e dopo 72 ore I'effetto antiproliferatie ancora
piu marcato a concentrazioni di 5 e 10 uM (-40%&% rispettivamente; P<0.01 vs |l
controllo; 1Go = 8.1 uM). L'IGF-I stimola significativamente latalita cellulare sia
dopo 48 che 72 ore (+12 e 16% rispettivamente; 0)<@s il controllo), effetto
guest’ultimo completamente bloccato dalla co-in@iti@e con Enzastaurin 5 e 10 uM
(figura 8).
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FIGURA 8: Effetti di Enzastaurin sulla vitalita cellulareelie cellule BON1 in
presenza di FBS. *P<0.05 vs Ct, *P<0.01 vs Ct

Gli stessi esperimenti sono stati inoltre esegunitassenza di siero, al fine di
evitare l'influenza dei fattori di crescita. La afita basale era di 30 volte piu bassa
rispetto ai campioni trattati in presenza di si€ome mostrato in figura 9, dopo 48 ore
la vitalita cellulare era significativamente ridottla Enzastaurin 5 e 10 pM (-12 e -
18%rispettivamente; P<0.05 vs il controllo;s§G 26.8 M), e dopo 72 ore I'effetto
antiproliferativo € ancora piu marcato (-33 e 44Mpettivamente; P<0.01 vs |l
controllo; 1Go = 10.1 pM). L'IGF-I stimola la vitalita cellulardasa 48 che a 72 ore
(+26%; P<0.05 vs il controllo), effetto quest'ulnbloccato dalla coincubazione con
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Enzastaurin 5 e 10 pM. La staurosporina riduceifsggtivamente la vitalita cellulare
sia a 48 che a 72 ore, sia in presenza che inzsssiero (da 70 a 80%; P<0.01 vs il

controllo).
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FUGURA 9: Effetti di Enzastaurin sulla vitalita cellulareltk cellule BON1 in assenza
di FBS. *P<0.05 vs Ct, *P<0.01 vs Ct

Per confermare i risultati ottenuti con il metoadorimetrico, € stata valutata la
sintesi del DNA tramite la misura dell'incorporaaédi timidina triziata (figura 10) ed
e stato osservato che in presenza di siero Enzastwe 10uM dopo 48 ore riduce
significativamente la sintesi del DNA (-30 e 50%pettivamente; P<0.01 vs Il
controllo; IG,= 9.6 uM), ed una maggiore riduzione si osserveodtd ore (-40 e -
75% rispettivamente; P<0.01 vs il controllo; 5C= 6.9 uM). IGF-I stimola
significativamente la sintesi del DNA sia a 48 cher2 ore (+25%; P<0.01 vs il
controllo), effetto completamente bloccato quesitiub dalla co-incubazione con
Enzastaurin 5 e 10 uM. Come mostrato in figura @dod48 ore in assenza di siero la
sintesi del DNA era significativamente ridotta dazkstaurin 5 e 10 uM (-50 e — 65%
rispettivamente; P<0.01 vs il controllo; s> 6.9 uM), e dopo 72 ore si osservava un
effetto piu marcato (-70 e -80% rispettivamenteQ B vs il controllo; 1G= 5.4 uM).
IGF-I significativamente stimola la sintesi del D¢ a 48 che a 72 ore (+15 e +45%
rispettivamente; P<0.05 e P<0.01 vs il controlieffetto quest’ultimo bloccato dalla

coincubazione con Enzastaurin 5 e 10 pM. Staurospoiduce significativamente la
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sintesi del DNA sia a 48 che 72 ore, in presenzaneissenza di siero (-80 e -93%;
P<0.01 vs il controllo).
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FIGURA 10: Effetti di Enzastaurin sulla sintesi del DNA dekellule BON1 in
presenza di FBS. *P<0.05 vs Ct, *P<0.01 vs Ct
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FIGURA 11: Effetti di Enzastaurin sulla sintesi del DNA deltellule BON1 in
assenza di FBS. **P<0.01 vs Ct
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EFFETTI DI ENZASTAURIN SULL'APOPTOSI DELLE CELLULE BONL1

Per verificare se gli effetti antiproliferativi dinzastaurin sulle cellule BON1
fossero causati da morte per apoptosi, e stataratgsliattivita delle caspasi 3/7. E’
stato osservato che dopo 48 ore in presenza d &wprastaurin 5 e 10 uM induce
significativamente morte per apoptosi (+40 e +10f8pettivamente; P<0.01 vs il
controllo; 1Go = 5.4 puM), con un simile effetto dopo 72 ore (+55+85%
rispettivamente; P<0.01 vs il controllo;skz 4.7 uM). IGF-I riduce significativamente
I'attivita delle caspasi 3/7 a 48 e 72 ore (-25%0P1 vs il controllo), un effetto
fortemente contrastato dalla coincubazione con &aman 5 e 10 uM (figura 12). In
assenza di siero dopo 48 ore Enzastaurin 5 e 1ihdiwe significativamente apoptosi
(approssimativamente di 5 volte; P<0.01 vs il colidr ICso= 4.2 uM), con un effetto
ancora piu forte dopo 72 ore (10 volte superiord).@1 vs il controllo; IGy= 4.1 uM).
IGF-1 non modifica significativamente I'attivita spasica sia a 48 che 72 ore, ma
contrasta gli effetti di Enzastaurin (figura 13)a@osporina stimola significativamente
I'apoptosi sia a 48 che 72 ore, in presenza edsereza di siero (da 2 a 3 volte; P<0.01

vs il controllo).
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FIGURA 12: Effetti di Enzastaurin sull’apoptosi delle cellB®N1 in presenza di FBS.
**P<0.01 vs Ct
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FIGURA 13: Effetti di Enzastaurin sull'apoptosi delle ceBUBON1 in assenza di FBS.
**P<0.01 vs Ct

EFFETTI DI ENZASTAURIN SULLA PROLIFERAZIONE, APOPTO SIE
SECREZIONE DI CT IN CELLULE TT

Al fine di valutare i meccanismi antiproliferatidi Enzastaurin sugli MTC,
sono state utilizzate le cellule TT come modella. \litalita cellulare, la sintesi del
DNA e l'apoptosi sono state osservate dopo 72 Gmme mostrato in figura 14 la
vitalita delle cellule TT era significativamenteoita da Enzastaurin 5 e 10 uM (-43.3 e
58.5% rispettivamente; P< 0.01 vs il controllogd€ 9.2 uM). IGF-1 non influenza la
vitalitd delle cellule TT e non protegge le cellulel dagli effetti inibitori di
Enzastaurin. La staurosporina riduce significatigate la vitalita cellulare (-70%;

P<0.01 vs il controllo).
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FIGURA 14: Effetti di Enzastaurin sulla vitalita delle celluld. **P<0.01 vs Ct

Per confermare gli effetti antiproliferativi di Eamstaurin, e stata anche valutata
la sintesi del DNA misurando l'incorporazione dntdina triziata. Come mostrato in
figura 15, la sintesi del DNA era significativamemidotta da Enzastaurin 5 e 10 uM (-
41 e -55% rispettivamente; P<0.01 vs il controllGsy = 8.1 uM). L'IGF-I non
modifica la sintesi del DNA e non protegge le delldT dagli effetti inibitori di
Enzastaurin. La staurosporina riduce significatigate la sintesi del DNA (-80%;

P<0.01 vs il controllo).
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FIGURA 15: Effetti di Enzastaurin sulla sintesi del DNA detlellule TT. *P<0.05 vs
Ct, *P<0.01 vs Ct
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Per verificare se gli effetti antiproliferativi dtnzastaurin sulle cellule TT
fossero causati dall'induzione dell'apoptosi, ésstalutata I'attivita delle caspasi 3/7 a
72 ore (figura 16). Enzastauri 5 e 10 uM n indsigaificativamente I'apoptosi (+25 e
+100% rispettivamente; P<0.01 vs il controllozd€ 5.8 uM). IGF-1 non maodifica in
modo significativo l'attivita basale delle caspasi, ma riduce I'effetto stimolatorio di
Enzastaurin 5 e 10 uM. Staurosporina stimola dgatifamente I'apoptosi (+120%;

P<0.01 vs il controllo).
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FIGURA 16: Effetti di Enzastaurin sull'attivita delle casp@g¥ in cellule TT. *P<0.05
vs Ct, **P<0.01 vs Ct

Per verificare gli effetti di Enzastaurin sulla semone di calcitonina nelle
cellule TT, la concentrazione di CT e stata valutain metodica ELISA in medium di
coltura di cellule TT trattate con Enzastaurin 1p0Md, da sola o in combinazione con
IGF-1 100nM (figura 17). Enzastaurin non ha effedtilla secrezione basale di CT,
invece I'IGF-1 induce significativamente la conaexzione di CT in medium
condizionato di colture primarie (P<0.02). Gli effali IGF-1 sul rilascio di CT erano
significativamente ridotti dalla co-incubazione dénzastaurin 5 e 10 uM (-29 e -40%
rispettivamente; P<0.02).
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FIGURA 17: Effetti di Enzastaurin sulla secrezione di Caldmanin cellule TT.
*P<0.05 vs Ct, **P<0.01 vs Ct

EFFETTI DI ENZASTAURIN SULLA FOSFORILAZIONE DI GSK3 B E AKT
IN CELLULE BON1

GSK33(Ser9) é un target a valle sia della PKC che di, Alertanto una sua
down regulation riflette un’inibizione di questi @lpathway del segnale, entrambe
target di Enzastaurin. E stata valutata la fosfaiiine di GSKB(Ser9) in cellule BON1
in seguito a trattamento con Enzastaurin 1-10 L& 18) abbiamo verificato che in
presenza di siero Enzastaurin riduce significateai® la fosforilazione di
GSK3(Ser9) sia a 5 che 10 uM (-26 e -34% rispettivasieRk0.01 vs il controllo;
ICs50 = 13.55 uM), e un basso effetto in assenza di el e -26%; P<0.05 vs il
controllo; 1Go= 18.6 uM). Nessun effetto & stato invece ossergatpEnzastaurin 1
MM, sia in presenza che in assenza di siero. Altraoa I'IGF-lI stimola
significativamente la fosforilazione di GSR®er9) sia in presenza che in assenza di
siero (+14 e +27% rispettivamente; P<0.01 vs il tadlo) effetto quest'ultimo

contrastato in modo dose-dipendente dalla co-irmioha con Enzastaurin.
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FIGURA 18: Effetti di Enzastaurin sulla fosforilazione di GSKSer9) in cellule
BON1. *P<0.05 vs Ct, *P<0.01 vs Ct

E stata anche valutata la fosforilazione di Akta@apcubazione con Enzastaurin
1-10 pM. Come mostrato in figura 19 in presenzasiiro Enzastaurin riduce
significativamente ed in modo dose dipendente $éofidazione di Akt(Ser473), con un
basso effetto in assenza di siero. Al contraribGH-I stimola significativamente la
fosforilazione di Akt(Ser473) sia in presenza cheassenza di siero, effetti questi

contrastati da Enzastaurin.

p-Akt W ‘ - <4—60 kDa

total AKt |ME S i s S S R s [«— 60 kDa

Bactin ("l WP S WP SN - ey W< 43 kDa
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FIGURA 19: Effetti di Enzastaurin sulla fosforilazione di AKThr473) in cellule
BONI1.
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EFFETTI DI ENZASTAURIN SULLA FOSFORILAZIONE DI GSK3 B E AKT
IN CELLULETT

La fosforilazione di GSK@(Ser9) e Akt(Ser473) € stata anche valutata nella
linea cellulare TT in seguito a trattamento con d&taurin 1-10 pM. Abbiamo
verificato che la fosforilazione di Akt(Ser473) me significativamente ridotta da
Enzastaurin 5 e 10 uM (-17 e -20% rispettivamelRt).05 vs il controllo; 16p= 23.2
KM). IGF-I non modifica in modo significativo la gtorilazione di Akt(Ser473) e non

reverte gli effetti inibitori di Enzastaurin (figai20).
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FIGURA 20: Effetti di Enzastaurin sulla fosforilazione di Akt{r473) in cellule TT.
*P<0.05 vs Ct

Per quanto riguarda la fosforilazione di G$KSer9), Enzastaurin 5 e 10 uM
riduce significativamente tale fosforilazione nellellule TT (-10.4 e 14.4%
rispettivamente; P<0.05 vs il controllo; 4 = 32.8 uM). IGF-l induce
significativamente la fosforilazione di GSE®er9) (+16%; P<0.05 vs il controllo), ma
non reverte gli effetti inibitori di Enzastaurindtira 21).
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FIGURA 21: Effetti di Enzastaurin sulla fosforilazione di GSKSer9) in cellule TT.
*P<0.05 vs Ct, *P<0.01 vs Ct

EFFETTI DI ENZASTAURIN SULLA SECREZIONE ED ESPRESSI ONE DI
CgA

Per verificare se Enzastaurin potesse influenzarsetrezione di CgA nelle
cellule BON1, la concentrazione di tale ormoneagastalutata in medium condizionato
dopo 6 ore di incubazione. Come mostrato in figan presenza di siero Enzastaurin
riduce significativamente la secrezione di CgA ae510 puM (-40 e -50%
rispettivamente; P<0.01 vs il controllo;sk> 9 uM). Un maggiore effetto inibitorio era
osservato in assenza di siero ad entrambe le ctvazemi (-50 e -60% rispettivamente;
P<0.01 vs il controllo). Al contrario, I'lGF-I stiola significativamente la secrezione di
CgA sia in presenza che in assenza di siero ( +647806 rispettivamente; P<0.01 vs il
controllo), effetto questo contrastato in modo ddipendente dalla co incubazione con
Enzastaurin. Staurosporina, usata come controljathe, non influenza la secrezione
di CgA.
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FIGURA 22: Effetti di Enzastaurin sulla secrezione di CgA ellule BON1. *P<0.05
vs Ct, **P<0.01 vs Ct

Per valutare se l'effetto inibitorio di Enzastausiulla secrezione di CgA fosse
causata da una riduzione della sua produzione, statioeseguiti anche esperimenti di
immunofluorescenza con un Ab diretto contro la CdA. stato osservato che
Enzastaurin riduce marcatamente la fluorescenzkagggA dopo 6 e 24 (figura 23).
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FIGURA 23: Effetti di Enzastaurin sulla localizzazione ed esgrone di CgA in
cellule BON1

EFFETTI DI ENZASTAURIN SULLA FOSFORILAZIONE DI PKC  BlI(Thr500)
IN CELLULETT

Studi hanno dimostrato che Enzastaurin inibisceSBRO oltre che diverse

isoforme di PKG?’. | nostri risultati dimostrano che Enzastaurin nimfluenza
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I'espressione e l'attivita di p70S6K in colturempdrie di MTC e nemmeno in cellule
TT, supportando che il pathway del segnale di PKgueélo maggiormente coinvolto
nel nostro modello. Noi pertanto abbiamo volutoutae, in seguito a trattamento con
Enzastaurin lo stato di fosforilazione di PBICin Thr 500, sede del loop per l'auto-
fosforilazione e attivazione di tale isoforma (aistgione competenza catalitica). Come
mostrato in figura 24 Enzastaurin non ha alcunteffsui livelli di PKG3II totale, ma
riduce significativamente la fosforilazione di PRIGThr500) a 5 e 10 uM (-24 e -
54.3% rispettivamente; P<0.05 e P<0.01 vs il cdlatrdCso= 9.4 uM). IGF-I induce
significativamente la fosforilazione &KCBII(Thr500) (+35%; P<0.01) e contrasta gli
effetti inibitori di Enzastaurin. Nessuna variziodei livelli di espressione sono stati
osservati per I'isoforma totale e fosforilata (TG di PKG in seguito a trattamento
con Enzastaurin. Questi dati rafforzano ulteriorteenlipotesi del diretto
coinvolgimento dell'isoforma PK@I nel meccanismo d'azione di Enzastaurin,

escludendo il possibile coinvolgimento di altrefssme.
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FIGURA 24.: Effetti di Enzastaurin sulla fosforilazione di PRIGThr500) in cellule TT.
*P<0.05 vs Ct, **P<0.01 vs Ct
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ESPRESSIONE E LOCALIZZAZIONE DI PKC IN CELLULE BON1 EIN
COLTURE PRIMARIE DI PETs

Il livello di espressione e la localizzazione @Bl e di PKG nelle cellule
BON1 é stato valutato mediante western blot ed imofluorescenza. Come mostrato
in figura 25 entrambe le isoforme sono espresske mellule BON1, con differente
localizzazione intracellulare. PG ha un pattern punteggiato con localizzazione
prevalentemente citoplasmatica e nucleare, meri€5Re localizzata soprattutto a
livello della menbrana citoplasmatica, nella regigerinucleare e presenta anch’essa
un pattern punteggiato a livello citoplasmatico.pDdrattamento con Enzastaurin 5
UM, PKOBII si localizzava completamente a livello dellaioege perinucleare mentre la
localizzazione di PK& non ha subito cambiamenti. In colture primari®&iT, PKGII
era localizzata a livello della membrana plasmaticantre PKG era anche presente
nella regione perinucleare. Dopo trattamento comrzaBtaurin 5 puM, PKfll era
completamente de localizzata a livello citoplasomatcon un pattern punteggiato,

mentre la localizzazione di PKGion subiva cambiamenti (figura 26).

PKC-BII |.... e = | «——76 8 kDa

PKC-% <—77 4 kDa
B actin M «——43kDa
Enza (UM)
IGF-I (nM) 0 0 10 10

FIGURA 25: Effetti di Enzastaurin sull'espressione di PKE PKG in cellule BON1
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FIGURA 26: Effetti di Enzastaurin sulla localizzazione di PKCe PKG in cellule
BONL1 ed in colture primarie di PETSs.

ESPRESSIONE E LOCALIZZAZIONE DI PKC IN CELLULE TT E IN
COLTURE PRIMARIE DI MTC

Il livello di espressione e la localizzazione #iEBIl e di PKG € stata valutata
anche nelle cellule TT e in colture primarie di MTCome mostrato in figura 27
entrambe le isoforme sono espresse nelle cellule ITTivello di espressione di
entrambe non cambia nelle cellule TT in seguit@tdamento con Enzastaurin e/o IGF-
I. Come mostrato in figura 28 , PRC e PKG mostrano differenti localizzazioni

intracellulari in campioni di tessuto tiroideo nai®, in colture primarie di MTC ed in
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cellule TT. In cellule provenienti da tessuto titeo normale, che include sia cellule
follicolari che parafollicolari, PK@Il mostra un pattern punteggiato soprattutto altive
citoplasmatico. Dopo trattamento con Enzastaurime tisoforma diffonde nel
citoplasma ed € presente a bassi livelli ancheunekeo. PKG si localizza soprattutto a
livello della membrana citoplasmatica e nella oegi perinucleare, e la sua
localizzazione non cambia in seguito a trattamento Enzastaurin. In colture primarie
di MTC, PKOBIl era localizzata soprattutto a livello citopladin@a con pattern
punteggiato, e nucleare ed in seguito a trattameomoEnzastaurin si condensa in un
ancora piu evidente pattern punteggiato. BK@resenta una localizzazione
citoplasmatica con pattern parzialmente punteggiie non viene modificata in
seguito a trattamento con Enzastaurin. In cellllePKCBII e localizzata soprattutto a
livello della membrana citoplasmatica e diffondé sioplasma in seguito a trattamento
con Enzastaurin. Al contrario, PKCha una localizzazione prevalentemente
citoplasmatica e perinucleare e trasloca leggerenetivvello nucleare dopo trattamento

con Enzastaurin.
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FIGURA 27: Effetti di Enzastaurin sull’espressione di PKEPKG in cellule TT.
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FIGURA 28: Effetti di Enzastaurin sulla localizzazione di PKCe PKG in tessuto
normale tiroideo, in colture primarie di MTC eddellule TT.
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7. DISCUSSIONE

| recenti progressi nella comprensione dei mecaoanisiolecolari della
crescita e metastatizzazione dei tumori hanno eoisedi identificare una serie di
molecole che trasducono segnali chiave per il ofintdella proliferazione cellulare,
dell’'angiogenesi e dell’apoptosi. Recenti evidesgerimentali hanno dimostrato che le
stesse molecole espresse in modo alterato duranmodessi di crescita e
metastatizzazione dei tumori vengono attivate dedléule tumorali per sfuggire alla
morte indotta dalla chemioterapia e dalla radigtieradeterminando resistenza a tali
trattamenti convenzionali. Un vasto numero di molecdi segnale e stato quindi
considerato come un bersaglio potenzialmente nlevaer lo sviluppo di nuove
strategie terapeutiche dei tumori e, conseguentEmenno stati sviluppati numerosi
inibitori farmacologici selettivi che interferisconcon la sintesi e la funzione di tali
molecole. Tuttavia, proprio il progressivo arriaoieinto delle conoscenze sulle
interazioni funzionali tra le molecole importanglia trasduzione di segnali di crescita
e metastatizzazione tumorale ha reso evidenteadagdi complessita e di ridondanza
del sistema, con la conseguente difficolta di idieare bersagli realmente cruciali ed

efficaci.

La protein chinasi C (PKC) e considerata una chielta regolazione della
proliferazione cellulare, differenziazione, e agped € inoltre uno dei maggiori target
nella terapia antineoplastica. Le diverse isofordedla PKC sono coinvolte nella
trasformazione neoplastica, carcinogenesi, invasiom resistenza ai farmaci
antineoplastié®. Il chiarimento dei meccanismi pit fini controlldalle isoforme delle
PKC in corso di proliferazione ed apoptosi delldube tumorali potrebbe consentire
miglioramenti selettivi dell’efficacia della chent@wapia. Inoltre il ruolo di PKC nella
tumorigenesi € complesso e dipende largamentapaatli cellule/tessuto e dal tipo di
isoenzima di PKC coinvolt&{).

Enzastaurin € un inibitore della PBCstudiato per sopprimere la crescita
tumorale tramite un esclusivo meccanismo di azibdati preclinici suggeriscono che
essa attacchi il tumore in tre modi: riducendo dpacita delle cellule di dividersi

(proliferazione cellulare), intensificando la morteaturale delle cellule tumorali
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(apoptosi), ed inibendo lirrorazione ematica irtdotlal tumore (angiogenesi). | dati
hanno suggerito che I'Enzastaurin inibisca i segmalle vie PKCB e PI3K/AKT.

Alcuni studi hanno mostrato che queste vie vengattivate in un'ampia gamma di
tumori. Oltre al linfoma non Hodgkin, I'Enzastaurén attualmente studiata come
trattamento per altri tipi di tumori, compresi iiaplastoma, il cancro colorettale, il
cancro al polmone non a piccole cellule, il caredrpancreas, e il linfoma delle cellule

mantellari.

In questo studio noi abbiamo dimostrato che Enmastaesercita un effetto
antiproliferativo anche sulle colture primarie &t e sulla rispettiva linea cellulare.
Per ottenere dei risultati omogenei e lineari, peesto studio sono state selezionate
colture primarie derivanti da tumori neuroendocpancreatici. Nonostante i differenti
TNM, lo stadio ed il grado dei diversi PETs, letacé primarie hanno mostrato una
simile risposta al trattamento con Enzastaurin, mouzione della vitalita cellulare ad
una concentrazione di farmaco simile a quella essarin circolo negli studi clini¢i
Un recente studio ha riportato che Enzastaurin ivagg basse concentrazioni
plasmatiche (2.2 uM) in pazienti trattati con cemicazioni giornaliere di 525 mg per
0s. Tuttavia, si deve anche tener conto che il 8b%nzastaurin in circolo e legata alle
proteine plasmatiche, quindi la concentrazioneadinfico nel sito del tumore potrebbe
essere molto diversa da quella osservata a liyasmatico. Inoltre, non e stata
registrata alcuna risposta, con stabilizzazionkadeélattia nel 45% dei pazienti in fase
| degli studi clinici che hanno ricevuto il trattanmto con Enzastaurin 525 mg/day per os
(*®*Y. Questi risultati, insieme ai nostri dati potveto suggerire che concentrazioni
plasmatiche di Enzastaurin superiori a 2.2 uM [dteeo essere necessari al fine di
osservare effetti biologici maggiormente rilevantPoiché tali concentrazioni
plasmatiche non sono state raggiunte con dosi dagaurin ancora piu alte (700 mg /
die), potrebbe essere utile l'iniezione diretta thimaco direttamente nel sito del
tumore.

E stato inoltre osservato un effetto antisecretqraiché Enzastaurin € in grado
di ridurre sia la secrezione basale di CgA edlinauche quella indotta da IGF-I.
Questi dati sono in linea con studi precedenti, dineostrano che PKC gioca un ruolo

cruciale nei processi secretori sia delle celldagpeatiche insulina-secernenti normali

83



che neoplastiche’¥), indicando che l'inibizione di PKC pud rappreseet un utile
terapia farmacologico anche per le PETs.

E stato precedentemente dimostrato che Enzastaudancentrazioni richieste
in coltura e tumori trapiantati sopprimento la foghzione di Akt e dei suoi traget a
valle quali GSKB e p70S6K 3. | nostri dati sono in linea con queste eviderize,
guanto Enzastaurin nelle nostre condizioni spertadiedown regola la fosforilazionedi
Akt, sia basale che IGF-I indotta. Precedenti stusnno inoltre sottolineato
limportanza del pathway del segnale di PI3K/Akl neediare gli effetti inibitori di
PKC, mostrando che la fosforilazione di Akt e GBKG3n target a valle di Akt, € ridotta
dopo trattamento con Enzastaurfi)( | nostri risultati sono in linea con questi stud
poiché noi abbiamo osservato che Enzastaurin sdkse concentrazioni (5-10 uM) e
capace di bloccare gli effetti proliferativi indottallIGF-I, il quale attiva il pathway
del segnale di  PI3K/Akt. Questa evidenza € ulterente rafforzata dalla
dimostrazione che sia la fosforilazione basale kti A GSK3$ che quella IGF-I indotta
sonoridotte dal trattamento con Enzastaurin, sw@ygkr che Enzastaurin puo
controllare la proliferazione cellulare dei PET$agslando il segnale a valle dell’IGF-I.
inoltre, questi dati suggeriscono che, PKC pud ressen importante segnale
proliferativo a valle del pathway del segnale délF-I.

L’'importanza del ruolo dell’'lGF-I nel controllo dal proliferazione dei tumori
neuroendocrini € rafforzata dal fatto che c’e ua'a costitutiva espressione di IGF-I,
IGF-1I e IGF-Receptors nei tumori neuroendocrinstgaenteropancreatictf). Inoltre,

il segnal elGF-I dipendente promuove tumori genesiincrementa la secrezione
ormanale nelle linee cellulari di GEP-NET%%. | nostri dati confermano che la
proliferazione cellulare nei PETs e promossa dalil, come gia precedentemente
dimostrato 39, e indicano che gli effetti proliferativi di IGF-sono bloccati
dall'inibizione della PKC, con riduzione sia dellgalita cellulare che della sintesi del
DNA. Quest'ultimo ridotto in misura maggiore risggealla vitalita cellulare, suggerisce
un importante effetto sulla replicazione del DNRueste evidenze sono in linea con
precedenti risultati che indicano che Enzastauowrd regola I'espressione di geni
coinvolti nel ciclo cellulare?), inclusa la ciclina D, la quale controlla la tsi@ione
del ciclo cellulare in fase G1/S. questo effetta ancora piu marcato in assenza di

siero, indicando che i fattori di crescita contemal siero (incluso I'lGF-I e l'insulina)
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possono esercitare un'azione protettiva nei comifrdegli effetti antiproliferativi di
Enzastaurin. Questa ipotesi € ulteriormente raffiarzall’evidenza che gli effetti pro-
apoptotici di Enzastaurin sono piu evidenti in agsedi siero. Infatti, i nostri dati
mostrano che Enzastaurin esercita il suo effettgpmrtiferativo mediante induzione
dell’apoptosi, in linea con precedenti studi sdedé#nti modelli cellulari 9. Migliori
effetti antiproliferativi possono essere ottenutimbinando Enzastaurin, anche se gli
studi clinici in fase Il hanno riportato risultatiolto limitati in termini di risposta, con
Pemetrexed, Carboplatino e Bevacizumab nel tumol®agnare non a piccole cellule
(**%, o con Gemcitabina nel tumore del pancreas @smeria non hanno mostrato un
miglioramento di effecacig{).

| nostri risultati supportano I'ipotesi che il pathy delle PKC puo giocare un
importante ruolo nella promozione della sopravviagemellulare nei PETS, per cui la
sua inibizione mediante Enzastaurin attiva I'apsptmentre la stimolazione mediata
dall'lGF-I ha effetti anti-apoptotici. Tuttavia, iQuesto studio gli effetti anti-apoptotici
di IGF-1 non sono cosi evidenti in assenza di siaroellule non trattate, mentre invece
si osservano in cellule trattate con EnzastaurirQuesti risultati suggeriscono che
I'IGF-1 promuove la proliferazione cellulare nei PEnon solo proteggendo le cellule
dall’apoptosi, ma anche mediante diretta stimolazidella replicazione del DNA e
divisione cellulare. Inoltre, I'lGF-1 non € in gia di revertire completamente gli effetti
antiproliferativi dell’inibizione di PKC, suggereadche I'azione di Enzastaurin puo
essere trasdotta anche da una via di segnalazidipendente da quella dellIGF-I.

E stato precedentemente dimostrato che I'lGF-ldeda secrezione di CgA, un
marker di secrezione neuroendocrina in cellule BGittlvata da PI3-kinase?*f). |
nostri risultati mostrano che Enzastaurin riduce nvaniera significativa sia la
secrezione che l'espressione di CgA, effetto questoarte contrastato da IGF-I, che
suggerisce la capacita del farmaco di controllatévita secretoria nei PETs. In cellule
neuroendocrine di prostata la CgA induce I'overessgione di proteine anti-apoptotiche
servivi, con un meccanismo che implica la fosfaitbae di Akt ¢*), suggerendo che la
CgAha effetti anti.-apoptotici. Nonostante i nostiati non forniscono una diretta
evidenza di un effetto anti-apoptotico della CgAleeellule BON1, noi possiamo
ipotizzare che la sua riduzione puo in parte medgli effetti anti-proliferativi di
Enzastaurin osservati, poiché quest'ultimo inibiswesecrezione e la produzione di
CoA.
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Molte cellule co-esprimono multiple isoforme di PKE& cui specificita dei
substrati e stata attribuita ad interazioni isofarspecifica con varie proteine di
ancoraggi che localizzano le isoforme di PKC inc#ffe domini di membrana?{?.
Precedenti studi hanno dimostrato che PBKGrasloca in differenti compartimenti
subcellulari, sotto differenti stiméff. | nostri dati dimostrano che PR & localizzata
prevalentemente a livello nucleare e citoplasmatiglte cellule BON1, e trasloca nella
regione perinucleare dopo trattamento con Enzastasuggerendo la completa
inattivazione dell'enzima {9. Al contrario, PKG & localizzata a livello della
membrana plasmatica, nei compartimenti citoplasrnatinel nucleo, ma non subisce
alcun cambiamento in seguito a trattamento con $améan. Questi dati possono
suggerire che PK&e in uno stato attivo (a livello della membranasphatica) sia in
assenza che in presenza di inibitore di PKC, imaloache tale isoforma e solo
leggermente influenzata dal trattamento con EnmastaQuesta ipotesi e ulteriormente
rafforzata dai risultati riportati sulle colture iarie di PETs. Tuttavia, la
localizzazione delle isoforme di PKC non €& costaetete legata allo stato di
attivazione dell’enzima, ulteriori studi sono petta necessari per meglio chiarire
guesto questione nei PETs. | nostri dati dimost@malmeno 2 isoforme di PKC sono
espresse nelle cellule BON1, anche se a livelediv e che i loro livelli di espressione
non cambiano in seguito ad agenti stimolatori (IBB-inibitori (Enzastaurin). Questa
evidenza suggerisce che Enzastaurin riduce I'titoelle isoforme di PKC ( in termini
di riduzione di substrati effettori a valle) ma nomalcun effetto sulla loro espressione.

In sommario, i nostri risultati dimostrano che Estaarin riduce la crescita
cellulare, almeno in parte mediante induzione dpbptosi, cosi come la secrezione ed
espressione di CgA nelle colture primarie di PET&#la linea cellulare BON1, con un
meccanismo che implica I'inibizione di PKC, suggete che PKC puo rappresentare
un nuovo target farmacologico nella terapia mediE tumori neuroendocrini

pancreatici.

Dato il potenziale delle isoforme di PKC nel regeld pathway di trasduzione
del segnale in modo da promuovere o inibire lafdrazazione, alterazioni nella loro
funzione possono verificarsi durante la progressidndiversi tumori umani inclusi
quelli tiroidei in cui PK@ e PKG risultano overespressé*{. Sia nelle colture

primarie che nella linea cellulare di MTC e statmalstrato che Enzastaurin riduce la
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proliferazione cellulare. Solo le colture primargerivanti da MTC sono state
selezionate per questo studio al fine di mantefiereogeneita del tessuto piu alta
possibile. | tessuti derivano da pazienti con digecaratteristiche (eta, sesso, problemi
genetici) e malattia a diversi stadi. Tuttaviac@@dture primarie mostrano una risposta
simile al trattamento con Enzastaurin, mostranoda tduzione significativa della
vitalita cellulare ad alte concentrazioni. Gli dfif@ntiproliferativi di Enzastaurin sono
stati osservati con una 4gxi approssimativamente 10 uM, che risulta maggispetto
alla concentrazione plasmatica di 2,2 uM riportaggli studi clinici in pazienti trattati
con 525 mg/d per o). Questi ultimi studi indicano che un’alta concamtone
plasmatica non viene raggiunta, nemmeno con ake(@60mg/die) perché la quantita
di farmaco che si lega alle proteine plasmaticltedt& Questi dati, insieme ai nostri
suggeriscono che un rilascio diretto del farmacbsite del tumore o una modifica
stessa del farmaco € necessaria al fine di ottemsuwlati clinici migliori. Infatti, i
nostri risultati forniscono evidenze riguardo alibizione di PKC che pud essere
veramente utile nella regolazione degli MTC. ecstiabltre osservato che linibizione
di PKC induce 'apoptosi, e questo dato & in linea studi precedentff).

E stato anche osservato che linibizione di PKQedeina una riduzione della
secrezione di CT indotta dall'lGF-I, sia in coltyvemarie che nella linea cellulare di
MTC, suggerendo che PKC puo regolare la secrez@hn@€T in risposta a stimoli
secretori. Questi risultati sono in linea con pdesdi studi, che dimostrano che
l'infusione di insulina in animali induce la secimze di CT &9, suggerendo che i
peptidi insulin-like possono avere effetti similegli umani. Uno studio recente ha
mostrato che livelli di pro-CT plasmatici corretaim modo significativo con i livelli di
insulina in soggetti obesi a digiun®}. Studi precedenti hanno anche dimostato che
I'IGF-I promuove la secrezione ormonale mediantedut@zione dei canali del calcio
(**, in linea con i nostri dati che mostrano un effestimolatorio di IGF-I sulla
secrezione di CT in cellule di MTC.

E noto che Enzastaurin inibisce diverse isoform@C cosi come p70S6K
(*>3. Un coinvolgimento del pathway di PKC & maggiatel nostro modello
sperimentale poiché I'espressione e I'attivita @D$6K non vengono modificate nelle
colture primarie di MTC e nemmeno nella linea dalle TT. In addizione, noi abbiamo
osservato un effetto inibitorio di Enzastaurin adthsforilazione di PK@Il in Thr500,

localizzata nel loop di attivazione. Questo stepineéprerequisito per I'enzima per
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autosfosforilare a sua volta altri siti, cosi corfee Thr642, responsabile della
competenza catalitica, e la Ser661 che permettéastio della kinasi nel citoplasma
(*>). PKOBIl sembra essere direttamente coinvolto negli &ftétEnzastaurin. D’altro
canto, questi dati non mostrano un coinvolgiment®KCs. Infatti, la fosforilazione
PKCS in Thr505, step essenzile per l'attivazione entitaanon é influenzata dal
farmaco 2. Questi dati supportano l'ipotesi di un direttmnvolgimento di PK@Il e
non di PKG nella trasduzione del segnale attivata dal tragtdo con Enzastaurin,
anche se non si esclude il coinvolgimento di attoéorme.

Precedenti studi hanno sottolineato I'importanzé mhthway del segnale di
PI3K/Akt nel mediare I'inibizione di PKC*{%, mostrando che la fosforilazione di Akt
e GSK3, un target a valle di Akt, si riducono in seguitdrattamento con Enzastaurin
(*®". 1 nostri risultati sono in linea con questi stimlquanto & stato dimostrato che il
farmaco inibisce in modo significativo sia Akt ch@SK33 fosforilati, indicando una
riduzione dei pathway del segnale a valle di PK@ce&denti studi hanno inoltre
dimostrato che PI3K/Akt media il pathway del segnali RET in cellule C,
regolandone la proliferazione cellulafé®. | nostri dati supportano l'ipotesi che PKC
puo controllare la proliferazione cellulare negliT® mediante il pathway di Akt. |
nostri risultati dimostrano anche che IGF-I, notiivatore del pathway del segnale di
PI3k/Akt in molti modelli cellulari £%, non influenza I'espressione di Akt fosforilato
nelle cellule TT. Questi risultati insieme alle d@nze che IGF-1 non influenza la
proliferazione cellulare, possono indicare cheenedlliule di MTC il segnale dell'lGF-I
non coinvolge Akt, il quale media probabilmente ljquproliferativo. D’altro canto, noi
abbiamo osservato che IGF-I riduce gli effetti proyatotici di Enzastaurin, indicando
che PKC puo regolare la proliferazione cellularglinMTC mediante il pathway del
segnale di Akt, il quale a sua volta non é infl®ozda IGF-I, suggerendo che
guest'ultimo attiva vie del segnale diverse.

Abbiamo inoltre valutato la fosforilazione di GSK3n Ser9, la quale € un
marker farmacodinamico dell'inibizione di PKC, smente sull'attivita delle
isoforme PK@ e PKGu. | nostri dati mostrano che GSB(&er9) e significativamente
ridotta da Enzastaurin ed indotta da IGF-I, sugygweancora una volta che nel nostro
modello sperimentale linibizione della PIRCe coinvolta negli effetti indotti da

Enzastaurin.
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Nel complesso questi risultati dimostrano che Winione di PKC riduce la
fosforilazione di Akt e GSK@B suggerendo che Enzastaurin down-regola il sistema
ostacolando gli stimoli Akt e GSK3dipendenti, molto probabilmente agendo mediante
la PKQBII. Questi risultati non escludono la possibilithecanche altri pathway del
segnale e/o altre isoforme di PKC possono essdrealte nella mediazione degli
effetti osservati ed indicano inoltre che ulteristiidi sono necessari per meglio chiarire
il ruolo del sitema PI3K/Akt e GSKBnella regolazione della proliferazione cellulae
attivita secretoria delle cellule C.

E noto che le isoforme di PKC traslocano in différecompartimenti
intracellulari in seguito a diversi stimofi®®). | nostri dati mostrano che in campioni di
tiroide normale la PK@I e localizzata prevalentemente a livello citophagico,
suggerendo che l'enzima, almeno in parte, € nalla cnformazione inattiva. In
presenza di Enzastaurin, PRICdiffonde ulteriormente nel citoplasma, suggerech
incremento della sua inattivita. Questi risultatiicano che PK@ & sostanzialmente
inattiva nel tessuto normale. In colture primanevd C, PKCBII e citoplasmatica e si
condensa dopo trattamento con Enzastaurin, sugtere tale isoforma € per lo piu
nel suo stato inattivoed e ulteriormente inattivdga Enzastaurin. A differenza delle
colture primarie, in cellule TT la Pl localizza a livello della membrana plasmatica,
e diffonde parzialmente dopo trattamento con Emzast, suggerendo che viene
disattivata in seguito a trattamento con Enzastalrer quanto riguarda la PBCin
cellule di tiroide normale é localizzata a livedella membrana plasmatica e quindi
nella sua conformazione attiva. Al contrario, négiiC e nelle cellule TT la PK&
prevalentemente citoplasmatica, suggerendo cheifiene nella sua conformazione
inattiva e ha un comportamento diverso tra tessatmale e neoplastico. In seguito a
trattamento con Enzastaurin non si ha un cambiamentlocalizzazione di tale
isoforma, suggerendo che non e coinvolta nelladtrasne degli effetti mediati dal
farmaco. Tuttavia, le diverse localizzazioni deloforme di PKC non sempre
correlano con il loro stato di attivazidfie pertanto ulteriori studi sono necessari per
meglio chiarire tale questione negli MTC. Questti dasottolineano che almeno 2
isoforme di PKCsono espresse nelle cellule di MTChe la loro espressione non
cambia in seguito a trattamento con IGF-1 o Ermast. Pertanto gli effetti osservati
sono verosimilmente dovuti al decremento dell’@##ivdi PKC piuttosto che ad un

decremento della sua espressione.
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In conclusione, i nostri risultati dimostrano che PKC sono coinvolte nel
controllo in vitro della proliferazione cellulareegli MTC mediante modulazione
dell'apoptosi, con un meccanismo che implica l'ipnibne di PK@Il e la sua
traslocazione in diversi compartimenti intracelful#noltre, i nostri studi forniscono un
razionale per ulteriori approfondimenti riguardgpakenziale terapeutico e all’efficacia
degli inibitori selettivi di PKC nel controllo dagMTC. Sulla base dell’efficacia in
vitro del composto in esame, ulteriori studi inclgaggi di tumorigenicita in topi
trapiantati, sono necessari per valutare I'effigadi Enzastaurin nel controllo della

proliferazione degli MTC in vivo.
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