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RIASSUNTO

Il carcinoma adrenocorticale (ACC) e una rara neoplasia che si sviluppa nella parte
corticale della ghiandola surrenale, la cui prognosi e infausta. Una delle alterazioni
maggiormente frequenti ¢ l’overespressione dell'insulin like growth factor 2 (IGF2),
osservata nel 90% dei pazienti. L'IGF2 ¢ in grado di generare un loop di stimolazione della
proliferazione agendo in maniera autocrina sulle cellule dell’ACC. Il suo legame con
I'insulin like growth factor receptor 1 (IGF1R) ed il recettore dell’insulina IR, determina
I’attivazione di due principali vie di segnale intracellulare: quella di PI3K/AKT e quella
delle MAPK. Data lI'importanza di tale pathway nella tumorigenesi dell’ ACC, numerosi
studi hanno testato gli effetti degli inibitori sia di IGFIR/IR che di IGFIR, osservando
promettenti risultati sulla riduzione della crescita tumorale sia in vitro che nel modello
murino. Tuttavia, tali dati non sono stati confermati dal trial clinico di fase III
recentemente condotto con linibitore Linsitinib, sottolineando la necessita di meglio
comprendere i meccanismi molecolari alla base del complesso pathway dell’IGF.

La Filamina A (FLNA) e una proteina del citoscheletro che lega e regola la struttura
dei filamenti actinici e funge da scaffold per numerose molecole. E importante inoltre per
I'ancoraggio di proteine transmembrana al citoscheletro e la regolazione
dell'internalizzazione, trafficking e trasduzione del segnale di numerosi recettori.
Recentemente e stato dimostrato il suo ruolo nella regolazione sia dell'IGF1R, nelle cellule
progenitrici neuronali, sia di IR, nelle cellule di melanoma. Tuttavia ad oggi non e ancora
noto se FLNA sia in grado di interagire e/o regolare l’attivita dei due recettori nell’ ACC.
Utilizzando due linee cellulari umane derivanti dal carcinoma del surrene, le H295R (che
esprimono e secernono IGF2) e le SW13 (non secernenti IGF2) e le colture primarie
derivanti da ACC chirurgicamente rimossi; lo scopo di questo studio e stato quello di
testare: 1) il coinvolgimento di FLNA nel regolare I'espressione ed il signalling di IGFIR
ed IR 2) il ruolo di FLNA nel modulare la risposta al Linsitinib, inibitore di IGF1R/IR, e all’
NVP-ADW?742, inibitore specifico di IGF1R. Inoltre e stata valutata 1’espressione di FLNA



negli ACCs e la sua correlazione con l'espressione di IGFIR, IR ed il signalling
intracellulare.

Nelle linee cellulari H295R e SW13 abbiamo osservato che FLNA interagisce con IGFIR ed
IR e che la stimolazione del recettore induce rispettivamente un aumento ed una riduzione
dell’interazione con IGFIR e IR. Il silenziamento genico di FLNA in entrambe le linee
cellulari induce un significativo aumento di IGFIR ed una riduzione dell’espressione di
IR, con un incremento della proliferazione cellulare accompagnato da un innalzamento
della fosforilazione di ERK. In accordo, nella coltura primaria il knockdown di FLNA
determina un aumento dell’espressione di IGF1R ed un innalzamento degli effetti di IGF2
sulla fosforilazione di ERK. Nel complesso, questi risultati suggeriscono che FLNA nel
carcinoma del surrene e un repressore specifico del signalling IGF2 indotto. In assenza di
FLNA, 'aumentata espressione di IGFIR, associata alla perdita dell’attivita regolatoria di
FLNA sul pathway di ERK, concorre alla promozione della crescita cellulare IGF2 indotta.
In aggiunta, abbiamo dimostrato che nelle cellule H295R il silenziamento di FLNA
potenzia gli effetti antiproliferativi sia dell'inibitore di IGFIR/IR Linsitinib che
dell’inibitore specifico di IGFIR NVP-ADW742.

Infine, le analisi al western blot hanno mostrato una ridotta espressione di FLNA negli
ACCs (n=10) rispetto agli ACAs (n=10) e, solamente negli ACCs, una correlazione inversa
del rapporto FLNA/IGF1R con la fosforilazione di ERK. Questo suggerisce, in accordo con
i dati sulle linee e le colture primarie, che bassi livelli di FLNA negli ACCs, in presenza di
elevata espressione di IGF1R, aumentano il signalling di IGF2 ed in particolar modo la via
di ERK.

In conclusione, in tale lavoro abbiamo dimostrato che bassi livelli di FLNA aumentano sia
gli effetti proliferativi di IGF2 che l'efficacia degli inibitori di IGFIR/IR nelle cellule di
carcinoma del surrene. Questo propone FLNA come un nuovo fattore influenzante

I’'andamento clinico del tumore e la risposta alla terapia con i farmaci anti-IGF1R/IR.



1. INTRODUZIONE

1.1 Richiami di anatomia e fisiologia delle ghiandole surrenali

I surreni sono due piccole ghiandole endocrine, situate nella cavita addominale in
sede retroperitoneale, a contatto con il polo superiore di ciascun rene. Sono quindi
contenute all'interno della loggia renale, avvolte da una capsula connettivale e circondate
dal tessuto adiposo della capsula adiposa renale. Il surrene destro ha una forma di
piramide triangolare mentre quello sinistro ha un aspetto a semiluna. Nell’adulto il
surrene pesa circa 4-6 grammi e misura circa 5 cm in altezza, 3 in larghezza ed 1 cm in
diametro anteroposteriore. Tuttavia, dimensioni, consistenza e peso sono influenzate
dall’eta, dal sesso e da eventuali condizioni fisiologiche e patologiche.

La ghiandola surrenale e costituita da due parti completamente diverse per origine
e funzione: la corticale e la midollare, i cui confini risultano pero irregolari.
La corticale definita anche corteccia surrenalica, costituisce 1'80% del volume totale del
surrene, ha una origine mesodermica ed una organizzazione cordonale. A seconda della
disposizione dei cordoni cellulari si possono distinguere tre differenti strati che dal piu
superficiale al pii profondo vengono denominati: zona glomerulare, zona fascicolata e
zona reticolare. La zona glomerulare & cosi definita in quanto i cordoni si avvolgono su se
stessi formando dei gomitoli separati dal resto del tessuto connettivo. Rappresenta circa il
15% dello spessore della corticale e produce ormoni mineralcorticoidi deputati alla
regolazione del bilancio idro-elettrolitico dell’organismo. Il principale ormone
mineralcorticoide presente in circolo e I'aldosterone, il quale, a livello del nefrone distale,
aumenta il riassorbimento di sodio ed acqua e l'escrezione di potassio e ioni idrogeno. A
regolare la liberazione dei mineralcorticoidi vi e il sistema renina-angiotensina e in minor
parte I’ACTH e I’ormone natriuretico atriale. La zona fascicolata e cosi definita in quanto si
presenta con dei cordoni con andamento rettilineo, paralleli gli uni agli altri, tali da essere

nominati fascicoli. Rappresenta circa il 75% dello spessore della corticale e sotto il



controllo dell’ ACTH ipofisario secerne ormoni glucocorticoidi il cui maggior
rappresentante e il cortisolo. I glucocorticoidi svolgono numerose funzioni. Hanno un
ruolo nella regolazione del metabolismo cellulare favorendo il catabolismo proteico, la
gluconeogenesi e la lipolisi e riducendo la captazione periferica del glucosio da parte del
tessuto muscolare e di quello adiposo. Espletano un’azione immunosoppressiva ed anti-
inflammatoria, agiscono sul sistema cardiovascolare esercitando un’azione ionotropa
diretta sul miocardio ed esplicando un’azione permissiva sull’effetto delle catecolammine
e dell’angiotensina sulla cellula muscolare liscia vasale. Regolano il metabolismo del calcio
agendo su due livellii riducono la sintesi e antagonizzano l’azione dell’1,25-
diidrossicolecalciferolo e riducono I'assorbimento intestinale di calcio promuovendo la sua
escrezione a livello urinario. Agiscono sull’osso inibendo la proliferazione dei fibroblasti e
la sintesi del collagene e promuovendo il riassorbimento osseo mediante azione inibitoria
sugli osteoblasti ed azione attivatrice sugli osteoclasti. Aumentano la velocita di filtrazione
glomerulare e riducono il riassorbimento di fosfato nel tubulo prossimale, stimolano la
secrezione acida gastrica e hanno effetto inibitorio sulla secrezione di altri ormoni come la
somatotropina, la tireotropina e le gonadotropine. Infine, espletano anche effetti sul
sistema neuropsichico (Baldissera 2009). La restante parte della corteccia & costituita dalla
zona reticolare cosi definita per l'organizzazione a rete tridimensionale dei cordoni
cellulari. Le cellule site in tale regione sono deputate alla produzione di ormoni steroidei
ad azione androgena, il cui principale rappresentate e il deidroepiandrosterone (DHEA).
La stimolazione alla secrezione e fornita dall’ACTH e LH, che si ritiene agiscano nel
mantenimento della secrezione ormonale basale. Nel maschio prima dello sviluppo
puberale il surrene costituisce la principale fonte di androgeni al contrario, nel maschio
post-pubere, gli effetti di questo ormone sono limitati in quanto la principale fonte di
androgeni e testicolare. Al contrario, nella donna il contributo androgenico surrenalico e

maggiore di quello ovarico.



La midollare deriva invece dalla cresta neurale e occupa la parte centrale
dell’'organo. E deputata alla produzione e rilascio delle catecolammine ed in particolar

modo 1'80% e costituito da adrenalina e il restante 20% da noradrenalina (Anastasi 2007).

1.2 Carcinomi del surrene

I tumori che colpiscono la ghiandola surrenalica sono nella maggior parte dei casi benigni
e solo una piccola parte e costituita da forme maligne. Possono colpire la parte corticale
con presenza o assenza di ipersecrezione ormonale (ormoni funzionanti o non
funzionanti), oppure la parte midollare. Il carcinoma adrenocorticale (ACC, adrenocortical
carcinoma) € un raro tumore endocrino che si sviluppa nella parte corticale della
ghiandola surrenalica, spesso aggressivo, con prognosi infausta e scarse terapie efficaci a

disposizione.

1.2.1 Epidemiologia

L’incidenza e compresa tra 0.7 e 2 casi per milione per anno (Kerkhofs 2013, Else 2014)
tuttavia, nei bambini del sud del Brasile, a causa dell’elevata prevalenza della mutazione
p- R337H nel gene TP53 (Figueiredo 2006, Garritano 2010, Pinto 2004), l'incidenza e
straordinariamente elevata, compresa tra 2.9 e 4.2 rispetto allo 0.2-0.3 per milione di
bambini per anno del resto del mondo (Pianovski 2006). Questo tipo di tumore colpisce
entrambi i sessi ma in modo piu evidente le donne con un rapporto femmine:maschi 1.5-
2.5:1, anche se non e chiaro cosa spieghi esattamente questa differenza. Inoltre, presenta
una distribuzione bimodale con un picco nella prima infanzia ed un altro nella quinta e

sesta decade (Else 2014).

1.2.2 Eziopatogenesi
Nella maggior parte dei casi si tratta di neoplasie sporadiche tuttavia vi sono casi in cui il
carcinoma del surrene si manifesta come componente di sindromi tumorali ereditarie, tra

queste vi sono: la Li-Fraumeni (LFS), la sindrome di Beckwith-Wiedemann, la neoplasia
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multipla endocrina tipo 1 (MEN1), il Carney complex e la sindrome di Lynch (Jouinot
2019). La patogenesi dell’ ACC risulta ad oggi ancora poco nota nonostante negli ultimi
decenni i numerosi studi e l'utilizzo di tecnologie come 1'exome sequencing e le analisi dei
single nucleotide polymorphisme (SNPs) abbiano evidenziato diversi geni e pathway
coinvolti nella tumorigenesi e progressione degli ACCs. E stato dimostrato il ruolo di
numerosi geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare e proliferazione e nel pathway
Wnt. Sono inoltre state evidenziate alterazioni nella metilazione del DNA e
nell’espressione del fattore steroidogenico 1 (SF1), del recettore della melanocortina, di
diversi fattori di crescita e di numerosi miRNA (Rechache 2012, Xu 2014, Assié 2019,
Zheng 2016). Si ritiene 1'esistenza di un processo di tumorigenesi multi-step che prevede la

progressiva acquisizione e accumulo di mutazioni genetiche.

1.2.2.1 Geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare e della proliferazione.

I due studi cardine di Zheng et al (Zheng 2016) ed Assié et al (Assié 2019), che hanno
permesso un’analisi comprensiva genomica degli ACCs, hanno evidenziato numerose
alterazioni nei regolatori del ciclo cellulare ed in particolar modo nei passaggi dalla fase
G1 alla S e dalla fase G2 alla M. Le alterazioni maggiormente presenti sono quelle che
impattano il passaggio dalla fase G1 alla S con mutazioni o delezioni in omozigosi di TP53,
CDKNZ2A e RB1 a cui si aggiungono alterazioni in CDK4 ed MDM2 che conducono verso
una incontrollata proliferazione cellulare (Zheng 2016, Assié 2019). Negli ultimi anni,
numerosi studi hanno concentrato la loro attenzione sul ruolo di TP53, gene codificante
per 'oncosopressore p53, le cui mutazioni somatiche sono state osservate in casi sporadici
di ACCs sia negli adulti (Reincke 1994, Libe 2007) che nei bambini (Wagner 1994). Inoltre,
nei bambini del sud del Brasile e stata dimostrata la presenza di una ricorrente mutazione
germinale, p.R337H (Wagner 1994). Tutte queste alterazioni sono state associate ad una
prognosi infausta (Assié 2019).

Meno frequenti sono invece le alterazioni in geni coinvolti nella transizione G2-M. Tra

queste & stata descritta I'overespressione del gene CDC25, CDC2, PLK1, TOP2A e CCNB2
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anche se non sono state viste per questultima le corrispondenti alterazioni cromosomiche

(Szabo 2010, Tombol 2009, de Reynies 2009, Giordano 2003).

1.2.2.2 B-catenina e il Wnt signalling

Il signalling di Wnt gioca un ruolo molto importante per lo sviluppo corticale e la
B-catenina e un elemento chiave di questo pathway. Wnt si lega al suo recettore
determinando l'inibizione del complesso axin-adenomatous polyposis coli (APC) -
glicogeno sintetasi chinasi 33 (GSK-3), il quale non e in grado di fosforilare la [-catenina
che quindi si accumula nel citoplasma, viene traslocata al nucleo e lega fattori di
trascrizione che inducono l'espressione dei geni target di Wnt. Diversi studi hanno
evidenziato un accumulo di B-catenina nel citoplasma e/o nel nucleo nei carcinomi del
surrene indicando l’attivazione del signalling Wnt (Tissier 2005, Gaujoux 2011). Gli studi
condotti sui geni coinvolti in tale pathway hanno rilevato mutazioni nel gene codificante
per la B-catenina CTNNB1 e mutazioni somatiche in APC rispettivamente nel 16 e 2-3%
dei casi di ACCs. Inoltre, sono state identificate sia mutazioni che delezioni nel gene
ZNRF3 che codifica per una ubiquitin ligasi E3 transmembrana che agisce come regolatore
con meccanismo a feedback negativo del signalling Wnt (Assié 2019, Zheng 2016). Tutte le
mutazioni sopra citate determinano una maggiore attivazione della (3-catenina e, nel caso
specifico di CTNNBI, le alterazioni riducono o aboliscono la fosforilazione di GSK3 con
conseguente accumulo di proteina nella cellula (Assié 2019, Zheng 2016). Infine, Ragazzon
et al suggeriscono che le alterazioni in tale pathway costituiscano un fattore prognostico

negativo per i carcinomi del surrene (Ragazzon 2010).

1.2.2.3 SF1

SF1 e un fattore di trascrizione nucleare che svolge un ruolo pilota nello sviluppo e
funzione dei tessuti steroidogenici e nella regolazione dell’espressione dell’enzima
steroidogenico citocromo P450 nella corteccia surrenalica. Il suo coinvolgimento nella

tumorigenesi dell’ACC & stato dimostrato da studi condotti sia negli adulti che nei
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bambini affetti da ACC dove sono state rilevate sia amplificazione che overespessione di
tale gene (Pianovski 2006, Figueiredo 2005). Inoltre, nel 2010 Sbiera ha dimostrato la

correlazione tra espressione di SF1 ed una peggiore evoluzione clinica (Sbiera 2010).

1.2.2.4 Recettore della melanocortina (MC2R)

MC2R e un membro della superfamiglia dei recettori accoppiati a proteine G. Esso e
coinvolto nella regolazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene e, in seguito al legame con
I’ACTH, stimola la steroidogenesi nelle cellule surrenaliche. Nei tumori surrenalici non
sono state identificate mutazioni (Beuschlein 2001), tuttavia l'identificazione nel 1997 da
Reincke et al di LOH (loss of heterozygosity) in due dei quattro ACCs analizzati

suggerisce che MC2R potrebbe contribuire alla tumorigenesi (Reincke 1997).

1.2.2.5 Fattori di crescita

Sono numerosi i fattori di crescita che sono in grado di regolare la crescita tumorale e la
funzione surrenalica. L’'insulin like growth factor 2 (IGF2) e di conseguenza l’intero
pathway, e uno dei fattori di crescita maggiormente studiato. La presenza di
riarrangiamenti, LOH ed imprinting anomalo del locus 11p15.5 determinano una
overespressione nell’80-90% dei casi di ACC (Gicquel 1997, Soon 2009 A). L'importanza di
tale aspetto verra trattata in maniera pitt approfondita pit1 avanti.

Tra gli altri fattori di crescita coinvolti vi e il fattore di crescita endoteliale vascolare
(VEGEF) il quale fisiologicamente promuove la proliferazione delle cellule endoteliali e la
loro migrazione. E stato dimostrato che I'espressione di VEGF ¢ significativamente elevata
sia nel tessuto tumorale che nel sangue circolante dei pazienti con ACC (Zacharieva 2004,
de Fraipont 2000) e che gli elevati livelli di VEGF circolanti diminuiscono dopo resezione
completa del tumore (Kolomecki 2000, Kolomecki 2001). Tuttavia, tale overespressione
non € correlata con aumento bensi con bassa vascolarizzazione, indicando che vi € una
dissociazione tra lo stato angiogenetico e le capacita di neoangiogenesi del tumore (Bernini

2002). Recentemente, e stata inoltre analizzata I'espressione del recettore VEGF-R2 negli
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ACCs e negli adenomi adrenocorticali (ACAs) con overespressione nel 79% e 25% dei casi
rispettivamente (Xu 2011).

Anche il recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR) e overespresso nel 90% degli
ACCs e molto poco espresso negli ACAs (Xu 2014, Nakamura 2009). L'incidenza delle
mutazioni negli ACCs e pero molto bassa (circa del 5%) e fino ad oggi sono state descritte
7 diverse mutazioni attivanti del recettore sia missenso che non senso (Hermsen 2013,
Kotoula 2009, Adam 2010).

Infine, anche il sistema dei fattori di crescita fibroblastici risulta alterato con
overespressione di FGFR4, uno dei quattro recettori ai quali si legano i due fattori di
crescita fibroblastici FGF1 e 2, sia negli ACCs pediatrici che negli adulti (van Nederveen
2007, Brito 2012).

1.2.2.6 microRNA (miRNA)

Numerose ricerche indicano che i non coding RNAs (ncRNAs), specialmente i miRNAs,
sono fortemente implicati nella tumorigenesi e progressione degli ACCs. I miRNAs sono
piccoli non coding RNA di circa 20-22 nucleotidi che agiscono come regolatori post-
trascrizionali della stabilita e/o traduzione degli RNA messaggeri e sono per questo
coinvolti in numerosi processi cellulari. Uno dei primi ad esaminare questo aspetto e stato
Tombol et al nel 2009 il quale ha identificato una diversa espressione di sei miRNAs
confrontando ACCs, adenomi adrenocorticali cortisolo secernenti (CPAs), adenomi
adrenocorticali inattivi e campioni di tessuto surrenalico normale. Le analisi effettuate
mediante PCR quantitativa (QPCR) hanno evidenziato una diversa espressione di: miR-
184, miR-210, miR-214, miR-375, miR-503 e miR-511. Di questi miR-184, miR-210 e miR-503
sono risultati overespressi negli ACCs rispetto agli adenomi ed al tessuto sano (Tombol
2009). Studi successivi hanno messo in luce il ruolo di miR-195 e miR-335 entrambi
downregolati negli ACCs rispetto agli ACAs e di miR-483-5p up-regolato. Inoltre, un altro
passo in avanti e stato fatto nel 2012 quando Singh et al hanno dimostrato il ruolo chiave
di altri tre miRNA: miR-139-3p, miR-675 and miR-335 (Singh 2012).
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1.2.2.7 Metilazione del DNA

Negli ultimi anni numerosi studi hanno messo in luce il ruolo di diverse modificazioni
epigenetiche nella carcinogenesi di diversi tumori. Differenze nel profilo di metilazione
permettono una distinzione accurata tra ACC ed i tumori benigni del surrene. Rechache et
al nel 2012 hanno effettuato uno studio del metiloma del DNA evidenziando una generale
ipometilazione negli ACCs rispetto agli adenomi e numerosi siti CpG differenzialmente
metilati negli ACCs rispetto agli ACAs. Tra questi vi sono: KCTD12, KIRREL, SYNGE]I,
NTNG2 e la regione 11p15 inclusa in IGF2 e H19 (Rechache 2012). Contemporaneamente
Fonseca et al hanno evidenziato una elevata e significativa ipermetilazione in numerosi
geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare, apoptosi e regolazione trascrizionale,

dimostrando la presenza di 212 CpG islands ipermetilate negli ACCs (Fonseca 2012).

1.2.3 Presentazione clinica

Il carcinoma del surrene nel 60% dei casi si presenta con una ipersecrezione ormonale
mentre nella restante percentuale si tratta di un carcinoma inattivo (Allolio 2006).

Gli ACCs caratterizzati da ipersecrezione ormonale si presentano comunemente con
ipercortisolismo, iperandrogenismo o entrambi. Meno comuni sono invece i casi di
ipersecrezione di estrogeni negli uomini e di iperaldoesteronismo (Torti 2020, Allolio
2006). L'ipercortisolismo che si manifesta come sindrome di Cushing, puo presentarsi con
pletora, diabete mellito, osteoporosi, strie rubre nella regione addominale, debolezza
muscolare, obesita al tronco ed atrofia muscolare (Allolio 2006). Gli studi condotti negli
ultimi anni hanno dimostrato un’associazione tra l'ipersecrezione del cortisolo nei pazienti
affetti da ACC ed una peggiore sopravvivenza. Tale dato e stato spiegato dall’effetto
negativo che il cortisolo ha sul sistema immunitario e su quello cardiovascolare (Vanbrant
2018). Inoltre, i dati ad oggi indicano un maggior rischio di ricorrenza negli ACCs
cortisolo secernenti, che risultano infatti quelli con un fenotipo piu aggressivo (Vanbrant
2018). L’iperandrogenismo & caratterizzato in genere dalla ipersecrezione di piti ormoni

androgeni contemporaneamente. Tra questi i principali sono il testosterone, il
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deidroepiandosterone (DHEA), il DHEA-solfato (DHEA-S) e l'androsterone (Cordera
2003, Moreno 2004). Per cio che concerne il DHEA-S e stato visto che alti livelli correlano
con ACC mentre riduzione dei suoi livelli suggeriscono la presenza di adenoma del
surrene (Fassnacht 2004). L’iperandrogenismo si presenta con calvizie, virilizzazione,
irsutismo (specialmente sul viso, petto e schiena) ed acne. Nelle donne si hanno alterazioni
delle mestruazioni e piu raramente allargamento del clitoride ed ipertensione (Torti 2020,
Pingle 2020). Molto meno frequenti sono i casi di eccessi di produzione degli estrogeni, che
rappresentanol’1-3% di tutti gli ACCs (Torti 2020). Quando questa overproduzione e
presente negli uomini si assiste ad una sindrome di femminizzazione definita FAT
(feminizing adrenal tumor) che si manifesta con ginecomastia, atrofia testicolare e perdita
del desiderio sessuale (Moreno 2006). Infine, l'ipersecrezione di aldosterone induce
ipertensione e pronunciata ipocaliemia con valori medi di potassio pari a 2.3+0.08 mmol/L
(Torti 2020, Allolio 2006).

La percentuale di ACCs funzionanti rispetto ai non funzionanti e di gran lunga maggiore
nei bambini (90% dei casi) rispetto agli adulti Nei bambini si ha comunemente
produzione di androgeni con induzione di una puberta precoce e virilizzazione (Ribeiro
1990).

Oltre ai sintomi correlati all’eccesso ormonale sono stati descritti anche sintomi aspecifici
come il dolore al fianco, la sazieta precoce e la pienezza addominale; patologie correlate
come la presenza di trombosi venosa profonda ed embolismo polmonare ed infine sintomi
paraneoplastici, seppur rari, come l'ipoglicemia mediata da IGF2 che prende il nome di
sindrome di Anderson (Torti 2020). Ad aggiungersi vi sono la leucocitosi, la policitemia e
l'iperaldoesteronismo iperreninemico causati dalle chemochine tumorali (Else 2014).

Nel 40% restante dei casi I’ACC e inattivo. Tali pazienti spesso rimangono asintomatici
tino alla presenza di segni e sintomi dati dalle metastasi che si manifestano principalmente
nel fegato, nel polmone e nell’osso (Torti 2020, Bellantone 1997). In molti di questi pazienti
con ACC apparentemente ormonalmente inattivo le elevate concentrazioni dei precursori

degli steroidi come I’androstenedione o il 17-idrossiprogesterone possono essere utili nello
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stabilire I’origine surrenalica del tumore (Allolio 2006). Tra i sintomi che possono incorrere
vi sono: nausea, vomito, pienezza addominale, dolore alla schiena e piti raramente febbre,

perdita di peso e anoressia (Allolio 2006).

1.2.4 Diagnosi e prognosi

Secondo le linee guida ogni paziente con sospetto ACC deve sottoporsi ad un’attenta
valutazione a partire dall’anamnesi e dall’esame clinico dei segni e sintomi di eccesso
ormonale. La valutazione ormonale completa accompagnata dall’utilizzo di tecniche di
imaging ¢ di fondamentale importanza per una corretta diagnosi. L’applicazione di
ulteriori tecniche di imaging estese ad altre aree corporee quali il cervello e/o 1'0sso sono

invece indicate laddove vi e un sospetto clinico di metastasi (Fassnacht 2018).

1.2.4.1 Indagine ormonale

L’analisi ormonale completa € innanzitutto necessaria per confermare 1’origine surrenale
del tumore e comprendere quindi l'approccio terapeutico da adottare, ¢ inoltre uno
strumento utile per il monitoraggio della patologia. L’European Network for the Study of
Adrenal Tumors (ENSAT) suggerisce infatti un controllo completo ormonale pre-
operatorio al fine di investigare un possibile ACC (Alliolo 2006). In particolar modo le
raccomandazioni includono la valutazione del cortisolo basale, dell’ ACTH, del DHEAS,
del 17-idrossiprogesterone, del testosterone, dell’androstenedione e dell’estradiolo cosi
come il test di soppressione del desametasone e quello urinario del cortisolo (Allolio 2006).
Recenti evidenze sottolineano infatti I'importanza ai fini della diagnosi dell’analisi degli
steroidi presenti nelle urine (Arlt 2011). Alcuni pattern di secrezione ormonale sono
indicativi di malignita come l'estradiolo nell'uomo, le elevate concentrazioni di DHEA-S
nelle donne e la secrezione di precursori degli steroidi (Allolio 2006). Inoltre, e di grande
importanza 1'esclusione di diagnosi di feocromocitoma mediante indagine ormonale in
quanto le tecniche di imaging non sono di supporto per tale distinzione. Le analisi delle

catecolammine urinarie mediante raccolta delle 24h e di meta e noranefrine nel sangue
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sono due test utili per tale distinzione (Fassnacht 2004). E importante sottolineare che non
vi e correlazione tra le dimensioni della massa tumorale ed i livelli ormonali nel sangue

e/o i sintomi ad essi correlati (Torti 2020).

1.2.4.2 Imaging

Le tecniche di imaging sono invece importanti non solo per caratterizzare la lesione ma
anche per lo staging (Allolio 2006). Tali tecniche consentono innanzitutto 1’analisi delle
dimensioni della massa tumorale permettendo una prima ipotetica distinzione tra la
lesione benigna e maligna. I carcinomi del surrene infatti presentano tipicamente un
diametro superiore ai 6 cm (Johnson 2009), tuttavia una piccola percentuale di lesioni in
genere inferiori ai 4 cm possono essere maligni (Lau 2002). Inoltre, e possibile una prima
visualizzazione della massa seppur e bene tenere presente della forte eterogeneita con cui
possono presentarsi (emorragie interne, necrosi e calcificazioni). Infine, permettono
I'individuazione di metastasi al polmone, linfonodi o fegato e 1'estensione del tumore alla
vena renale, alla vena cava inferiore o ancora agli organi adiacenti (Torti 2020). Sono tre le
tecniche di imaging che permettono di effettuare una corretta analisi: 1) la tomografia
computerizzata (CT), 2) la risonanza magnetica per immagini (MRI) e 3) la tomografia ad
emissione di positroni (PET).

In caso di sospetto di ACC é necessaria 'esecuzione di una CT addominale. Molti studi
hanno stabilito che le lesioni benigne presentano un valore inferiore o uguale ai 10
Hounsfield Unit (HU) nella CT senza contrasto (Allolio 2006). I carcinomi adrenocorticali
contenendo aree di grasso o lipidi intracellulari possono avere un valore superiore ai 10
HU (Egbert 2010). Nel caso in cui per0 una massa surrenalica presentasse una densita
superiore ai 10 HU, per discriminare la lesione benigna dal carcinoma puo essere
utilizzato il washout del mezzo di contrasto. Un washout assoluto superiore al 50%
suggerisce una lesione benigna (Libé 2019). Quando la CT non riesce perfettamente a
caratterizzare la lesione e vi e sospetto di ACC, si ricorre alla MRI. La MRI ha una

sensibilita per la differenziazione tra tumori benigni e maligni pari all’81-89% ed una
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specificita compresa tra 92 e 99%. I carcinomi del surrene presentano una bassa intensita a
livello del fegato nelle immagini in T1 ed una intensita variabile tra intermedia ed elevata
nelle sequenze in T2. Inoltre, ¢ evidente un innalzamento dopo somministrazione di
gadolinio ed il washout e generalmente basso (Heinz-Peer 1999, Honigschnabl 2002). La
risonanza magnetica e uno strumento migliore anche per la valutazione dell'intervento
chirurgico in quanto permette un’individuazione migliore dell’invasione a livello della
vena cava inferiore o degli organi adiacenti, ma risulta pili costosa e meno standardizzata
(Allolio 2006). Infine, la PET € un’ulteriore tecnica di supporto per la diagnosi di ACC la
quale viene eseguita con fluorodeossiglucosio (FDG), 11C-metomidate (MTO) o ancora
123I-MTO. I carcinomi del surrene si presentano tipicamente come una massa eterogenea
con un intenso uptake di FDG piu elevato del backgroud del fegato (Allolio 2006). Una
meta analisi pubblicata nel 2006 ha dimostrato come la FDG PET/CT sia una tecnica in
grado di distinguere i tumori surrenalici benigni da quelli maligni con una sensibilita del
97% e una specificita del 91% (Leboulleux 2006). Tuttavia, la FDG-PET o CT non e in grado
di distinguere il carcinoma del surrene dalle metastasi, linfomi o feocromocitomi in quanto
anch’essi presentano un’elevata attivita metabolica (Sundin 2012). Negli ultimi anni e
emersa anche I'importanza dell’utilizzo del metomidate (11C-MTO), un nuovo tracciante
altamente specifico per il surrene che lega gli enzimi CYP11B responsabili della catalisi
dell'ultima reazione biochimica per la sintesi degli steoridi (Hahner 2008). Recenti
evidenze suggeriscono anche il suo impiego per la valutazione del potenziale metastatico
del tumore (Allolio 2006).

Le tecniche di imaging sono inoltre utili, come gia precedentemente detto, per lo staging
del tumore. Tuttavia, solo dopo l'intervento chirurgico e l’analisi istopatologica della

massa tumorale e possibile effettuare una diagnosi e staging completo.

1.2.4.3 Classificazione istopatologica e staging

Il carcinoma del surrene si presenta con un colore che varia da marrone ad arancione a

giallo a seconda del contenuto lipidico delle cellule, una necrosi diffusa e dei margini
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irregolari. E comune una invasione della capsula ed una locale dei tessuti extrasurrenalici
cosl come una diretta invasione dei vasi linfatici e/o sanguigni. Inoltre, puo presentare
metastasi a distanza. Tutte queste caratteristiche sono pero aspecifiche e non frequenti
all’inizio dello sviluppo dell’ACC tale per cui e resa difficoltosa la differenziazione tra la
lesione maligna e quella benigna (Torti 2020). Proprio per questo nel 1984 Luiss Weiss ha
proposto un sistema di classificazione istopatologica per i tumori adrenocorticali basato su
9 criteri (Weiss 1989):
1- Grado nucleare di Il o IV

2- Elevato grado mitotico

3- Presenza di mitosi atipiche

4- Percentuale di cellule chiare (meno o pari al 25% d tutte le cellule tumorali)
5- Architettura diffusa

6- Necrosi microscopica

7- Invasione venosa

8- Invasione sinusoidale

O
1

Invasione capsulare

La presenza di tre o piu caratteristiche e indice di carcinoma del surrene. Benche tale
sistema sia imperfetto e gli ACCs poco differenziati possano essere confusi con il
carcinoma renale, ad oggi e il sistema adottato dalla classificazione WHO per la
determinazione di malignita del tumore (Papotti 2011). In aggiunta, 'ultima
classificazione WHO riconosce anche alcune varianti istologiche tra cui la variante
oncocitica e le due piu rare mixoide e sarcomatoide. In questo modo e permessa la
diagnosi di sottotipi che altrimenti, sulla base del Weiss score, non verrebbero identificati.
La variante oncocitica che tra le tre risulta la piti comune, & cosi nominata perché il tipo di
cellula predominante e un oncocita, una cellula con citoplasma abbondantemente
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granulare correlato all’accumulo di mitocondri e reticolo endoplasmatico (RE) (Torti 2020).
La problematica nell’utilizzare il Weiss score risiede nella differenziazione tra I’adenoma e
il carcinoma oncocitico e pertanto e necessario ricorrere al sistema Lin-Weiss-Bisceglia
(Papotti 2011). La variante mixoide e invece cosi detta perché presenta abbondante mucina
extracellulare nello stroma mentre la perdita di differenziazione corticale caratterizza il
carcinoma sarcomatoide (Torti 2020).

Oltre agli indici sopra elencati puo essere utilizzando anche il Ki67 per differenziare gli
adenomi dai carcinomi surrenalici. In aggiunta, in maniera simile, 1’analisi dell’espressione
di IGF2 puo supportare la diagnosi (Torti 2020).

Ad oggi le indicazioni di staging adottate per il carcinoma del surrene sono quelle
proposte dall’ENSAT (Else 2014), in cui il carcinoma e classificato in 4 stadi, rifacendosi
all’ottava classificazione TNM (tumor, node, metastasis) (Lacroix 2018). Il sistema e

riassunto nella tabella sottostante:

Stadio

I T1, NO, MO

II T2, NO, MO

I T1-4, N1, MO
T3-4, NO, MO

v T1-4, NO-1, M1

Tab 1.: Attuale sistema di staging del carcinoma surrenalico. T1: tumore inferiore ai 5 cm;
T2: tumore maggiore di 5 cm; T3: tumore infiltrante i tessuti circostanti; T4: tumore
infiltrante organi circostanti (compresa la vena cava e quella surrenalica); NO: linfonodi
negativi; N1: presenza di linfonodi regionali metastatici; MO: nessuna localizzazione a

distanza; M1: presenza di metastasi a distanza.
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1.2.4.4 Prognosi

Basandosi sul sistema di staging del’ENSAT la percentuale di sopravvivenza a 5 anni e
(Torti 2020, Libé 2015):

- Dal 66% all’82% nei pazienti di stadio I
- Dal 58 al 64% nei pazienti con stadio II

- Dal 24 al 50% nei pazienti con stadio III
- Dallo 0 al 17% nei pazienti con stadio IV

Vi sono diverse evidenze che illustrano come lo stato di resezione e il grado del tumore
giochino un ruolo importante nella sopravvivenza senza recidiva dei casi di ACC
localizzato. I pazienti infatti il cui tumore localizzato e stato completamente rimosso
avranno minore probabilita di sviluppare una recidiva rispetto a quelli con un tumore
avanzato e margini macroscopicamente positivi (Torti 2020, Icard 2001, Fassnacht 2009).
Inoltre, e stato visto che I'indagine del Ki67 e un buon indicatore di prognosi. Nei giovani
pazienti con ACC allo stadio I, II o III, un basso Ki67 e un fattore predittivo positivo per la
sopravvivenza senza recidiva (Baudin 2015).

Al contrario la produzione di cortisolo e I'avanzato stadio del tumore (stadio II e IV) sono
fattori prognostici negativi per la sopravvivenza e la ricorrenza della patologia (Bonnet-
Serrano 2018). Inoltre, un’eta superiore ai 45 anni e la presenza di metastasi accompagnate
dalla non completa rimozione del tumore sono associate ad una bassa sopravvivenza
(Phan 2007).

Infine, come gia esplicitato precedentemente, la presenza di mutazioni in p53 e in altri
geni coinvolti nel ciclo cellulare cosi come I'accumulo di -catenina sono correlati a
prognosi negativa (Assié 2019, Ragazzon 2010). Allo stesso modo, e stato dimostrato un
diverso pattern di espressione di miRNA tra pazienti con tumore ricorrente e non (Fonseca
2012) ed evidenziato in particolar modo il ruolo di biomarcatori non invasivi con elevato e

specifico valore prognostico di miR-483-5p e miR-195 (Soon 2009 A, Soon 2009 B). Al
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contrario IGF2, H19 e CDKN1C non hanno mostrato una chiara relazione con la prognosi

(Bonnet-Serrano 2018).

1.2.5 Trattamento

Ad oggi, il gold standard e la rimozione chirurgica. Le linee guida raccomandano
rimozione en bloc del tumore incluso il grasso peri-tumorale/peri-surrenalico
retroperitoneale ed i linfonodi adiacenti coinvolti. La chirurgia a cielo aperto e 'approccio
chirurgico standard tuttavia, per tumori di dimensioni inferiori ai 6 cm senza evidenza di
invasione a livello locale e ragionevolmente utilizzabile una surrenectomia in
laparoscopia. E inoltre raccomandato I'utilizzo dell’idrocortisone peri-operatorio in tutti i
pazienti con ipercortisolismo (Fassnacht 2018). Va tenuto presente che la resezione
chirurgica non e un trattamento curativo nella maggior parte dei pazienti, in quanto si
ipotizza che micro-metastasi occulte siano gia presenti nelle prime fasi di malattia (Lacroix
2018). Nei pazienti con elevato rischio di ricorrenza, vengono somministrate terapie
adiuvanti in seguito all’intervento chirurgico. Tra queste vi e il mitotano e l'iradiazione del
tumore. Il mitotano deriva dall’insetticida DDT ed e un farmaco adrenolitico che presenta
un’azione inibitoria della steroidogenesi surrenalica. E stato dimostrato che & in grado di
inibire molteplici steps enzimatici della biosintesi degli steroidi, mediante riduzione sia
dell’attivita di specifici enzimi (CYP11B1 e 18-idrossilasi), sia dei livelli di mRNA di altri
enzimi come il CYP11A1 e CYP17A1 (Paragliola 2018). Tale farmaco puo essere
somministrato fino ad un massimo di 5 anni post-operatorio. Nei casi in cui vi e un elevato
rischio di ricorrenza ed elevato stadio del tumore ¢ indicato 'utilizzo dell’irradiazione in
aggiunta alla somministrazione di mitotano (Fassancht 2018). I pazienti trattati con
mitotano, essendo questo farmaco una sostanza citotossica per la ghiandola surrenale che
puo causare insufficienza corticosurrenalica, devono essere monitorati e trattati nel caso in
cui si dovesse presentare tale condizione.

Per quanto riguarda l'associazione con altri farmaci chemioterapici, non vi sono dati

attuali che ne giustifichino l'uso. Tuttavia, e stato proposto l'utilizzo combinato di
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cisplatino e mitotano nei pazienti ad alto rischio di ricorrenza precoce, come Ki67 > 20 e
un’estesa invasione venosa (Lacroix 2018). E stato osservato che il mitotano incrementa
I'attivita citotossica di altri farmaci chemioterapici, probabilmente comportandosi da
antagonista delle proteine MDR (multidrug resistence), altamente espressa nei carcinomi
(Flynn 1992).

Sono in corso inoltre diversi studi su nuovi possibili target farmacologici. L’over-
espressione in questo tumore di IGF2 e del suo recettore l'insulin-like growth factor 1
receptor (IGF1R), che verra trattata nella sezione successiva, € stato il razionale sia di uno
studio clinico di fase II, che ha impiegato cixutumumab (inibitore di IGF1R) associato al
mitotano (Lerario 2014) sia di uno studio clinico di fase III in cui si e testato I'effetto del
Linsitinib (inibitore di IGFIR e IR) (Fassnacht 2015). Un altro studio di fase II ha invece
associato cixutumumab a temsirolimus, inibitore di mTOR (mechanistic target of
rapamycin), ottenendo la stabilita della malattia in circa il 50% dei pazienti (Naing 2013).
La scoperta che 1'80% dei carcinomi over-esprime EGFR (epidermal growth factor
receptor) ha costituito il razionale dell'uso di inibitori di EGFR in una chemioterapia di
salvataggio in pazienti con malattia in fase avanzata, tuttavia questa si e dimostrata
fallimentare (Quinkler 2008). Ci0 nonostante un recente studio ha dimostrato che
l'inibizione associata di EGFR e IGF1R potrebbe rivelarsi una terapia efficace (Xu 2016).
Infine, per quei pazienti con ACC allo stadio avanzato si utilizza trattamento palliativo al
fine di minimizzare gli effetti collaterali delle terapie antineoplastiche e di migliorare la
qualita di vita mediante interventi quali il controllo del dolore, la prevenzione di fratture

ossee indotte delle metastasi e I'adeguato controllo dei sintomi ormonali (Torti 2020).
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1.3 Il sistema dell'lGF

1.3.1 |l sistema dell'IGF, recettori e ligandi

I pathway dellIGF e un complesso network importante per la proliferazione e la
sopravvivenza cellulare. E composto da tre recettori tirosin chinasici: 'IGF1R, I'insulin like
growth factor 2 receptor (IGF2R) e il recettore insulinico (IR); da tre ligandi: 1'insulina,
I'IGF1 e I'IGF2; da sei IGFBPs che regolano il pathway determinando la biodisponibilita
dei ligandi (Iams 2015).

I due ligandi IGF1 ed IGF2 presentano una grande omologia con [linsulina,
rispettivamente del 65 e 50% (Baxter 2000). Entrambi espletano azioni autocrine, paracrine
ed endocrine. Il gene codificante per IGF2 e localizzato nel cromosoma 11, mentre quello
di IGF1 nel cromosoma 12. IGF2 viene maggiormente espresso nel periodo fetale, al
contrario di IGF1, ed i suoi livelli decrescono rapidamente subito dopo la nascita. Tale
fattore sembra promuovere durante I'embriogenesi la crescita del surrene ACTH-indotta e
la steroidogenesi (Penhoat 1994, Han 1992, Voutilainen 1997). Nell’adulto IGF2 stimola in
maniera molto pitt marcata rispetto ad IGF1 la biosintesi degli steroidi sia basale che
ACTH indotta, upregolando gli enzimi chiave della steroidogenesi e l’espressione del
recettore dell’ ACTH (Weber 1998, Fottner 2004).

IGFIR ed IR derivano da un comune gene ancestrale, altamente preservato nei vertebrati
ed invertebrati (Hernandez-Sanchez 2008) e presentano sia un’elevata omologia di
sequenza che vie di trasduzione del segnale strettamente correlati tra di loro e ben
conservati nell’evoluzione (Cai 2017). In particolar modo vi e una omologia del 45-65% nel
sito di binding del ligando e del 60-85% nei domini tirosin chinasici e di reclutamento del
substrato (Whittaker 2001, Ullrich 1986). Da un punto di vista strutturale entrambi, al
contrario di altri recettori tirosin chinasici, si presentano come dimeri preformati (Girnita
2014), con struttura tetramerica composta da due subunita a extracellulari e due £
transmembrana legate insieme da ponti disolfuro (Tatulian 2015, Frasca 2008, Girnita

2014).
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L'IGF1R viene sintetizzato dal gene in posizione 15q26.3 sotto forma di una singola catena
a-3 pro-recettore che e successivamente processata mediante proteolisi e glicosilazione. Le
due subunita a, di 135 kDa, contengono 710 amminoacidi i quali sono strutturati in due
domini omologhi L1 ed L2 separati da un dominio ricco in cisteine, responsabile del
binding con il ligando. Le subunita (3, di 95 kDa, contengono invece 627 amminoacidi
suddivisi tra il dominio extracellulare, quello transmembrana e la porzione intracellulare.
Quest’ultima ¢ a sua volta suddivisa in tre domini: lo juxtamembrane, il tyrosin kinasico
(TK) e la coda C-terminale. All'interno dello juxtamembrane e contenuto il motivo NPXY,
importante per l'internalizzazione del recettore. A seguire, in posizione 976-981 vi e I’ATP
binding motif (GXGXXG) che insieme alla lisina in posizione 1003 e importante per il
binding Mg-ATP. Nel dominio TK invece sono presenti le tre tirosine 1131, 1135 e 1136
responsabili dell’auto-fosforilazione ed attivazione del recettore. Infine, gli ultimi 100
amminoacidi costituiscono la coda C-terminale contenente diversi elementi regolatori
essenziali per la funzione di IGF1R (Girnita 2014).

IR e codificato invece dal gene INSR localizzato sul cromosoma 19p13.2. La regione
codificante include 22 esoni che generano una proteina di 1370 amminoacidi con un peso
molecolare di circa 154 kDa. Lo splicing alternativo dell’esone 11 genera due differenti
isoforme: IRA ed IRB. I 12 amminoacidi dell’esone 11 sono inclusi nella forma IRB,
considerata quella matura, ma non nella IRA, l'isoforma fetale. IRA e prevalentemente
espresso nei tessuti embrionali e fetali, nel sistema nervoso centrale, nelle cellule
ematopoietiche e in quelle tumorali; mentre IRB e principalmente espresso nella maggior
parte dei tessuti target insulinici (Vella 2018). Da un punto di vista strutturale, come gia
descritto precedentemente, presenta una elevata omologia con il recettore IGF1R. Piu nel
dettaglio, il dominio ricco in cisteine, responsabile del legame con il ligando dell'IGFIR, e
altamente conservato in IR. Lo stesso per cio che concerne la porzione intracellulare nella
quale si ha una omologia dell’84% per il TK, del 61% per lo juxtamembrane e del 44% per

la coda C-terminale (Girnita 2014). Le isoforme del recettore dell’insulina sono espresse sia
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come omodimeri IRA/IRA, IRB/IRB sia come eterodimeri IRA/IRB. Inoltre, le isoforme IR
possono anche formare eterodimeri con IGF1R (IRA/IGF1R, IRB/IGF1R) (Vella 2018).
Entrambi i recettori legano tutti e tre i ligandi ma con un’affinita di legame differente.
L’IGF1R presenta un’alta affinita per IGF1 (IC50 pari a 0.2-0.8 nM) e per IGF2 (IC50 pari a
0.5-4.4 nM) ma puo inoltre legare I'insulina con un’affinita piu bassa di 50/100 volte (IC50
superiore a 30 nM). IRA ha un’elevata affinita non solo per I'insulina (IC50: 0.2-0.9 nM) ma
anche per IGF2 (IC50: 2.5 nM), mentre presenta bassa affinita di legame per IGF1 con IC50
superiore a 30 nM. Al contrario, IRB lega I'insulina con elevata affinita e IGF1 e 2 con bassa
(Hakuno 2018, Vella 2018). L’affinita di legame invece per i recettori ibridi per i tre ligandi
non e ancora stata ben stabilita a causa dei pochi studi in corso e dei differenti metodi
utilizzati (Vella 2018).

IR possiede due siti di legame localizzati in due regioni differenti di ciascun monomero. Il
modello ad oggi proposto prevede un primo legame dellinsulina al primo sito a bassa
affinita (sito 1), presente su una delle due subunita a, seguito da un secondo legame tra
I'insulina gia legata ed il secondo sito di binding a piu alta affinita (sito 2) presente
sull’altra subunita a. E stato dimostrato che due molecole di insulina non possono legare
contemporaneamente i due siti 1 e 2 (Ward 2008).

Sia IGFIR che IR, in seguito al legame con il ligando, subiscono un cambio conformazione
che induce una trans-fosforilazione di tre tirosine presenti all’interno dell’activation loop
(A-loop). Nell'IGF1R le tre tirosine si trovano in posizione 1131, 1135 e 1136 mentre nell' IR
si trovano in posizione 1158, 1162 e 1163. In assenza dell’interazione con il ligando i
recettori si trovano in una configurazione autoinibitoria in cui la parte finale dell’A-loop
occlude I'"ATP-binding site, prevenendo il legame dellATP e di conseguenza la
fosforilazione delle tirosine. In particolar modo, e stato osservato che e la seconda tirosina
dell’A-loop, la tyr 1135 per I'IGFIR e la 1162 per I'IR, che si trova legata in posizione cis
nel sito attivo. In tale condizione I’attivita catalitica dei recettori ¢ molto bassa. Dopo il

legame con il ligando le tre tirosine vengono trans-fosforilate e si ha inoltre anche
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autofosforilazione di altri siti al di fuori del dominio chinasico che permettono la creazione
di siti di docking per la trasduzione del segnale a valle (Girnita 2014, Hubard 2013).

Come gia detto precedentemente, le vie di trasduzione del segnale attivate da entrambi i
recettori sono molto simili e correlate tra di loro, inoltre la presenza di recettori ibridi
rende ancora piu difficoltosa la distinzione. Tuttavia, e stato osservato che IR e
prevalentemente coinvolto nella regolazione metabolica cellulare mentre IGFIR ha un
effetto mitogeno. In accordo con il modello classico, i due pathway maggiormente attivati
sono quello delle mitogen-activated protein chinasi (MAPK) e quello del fosfatidilinositolo
3 chinasi (PI3K) (Fig.1). Una volta avvenuta la trans-fosforilazione i recettori mediante il
motivo NPXY, uno dei siti di docking piu importanti presente nella regione
juxtamembrane, riconoscono e legano il dominio PTB presente nell'insulin receptor
substrate (IRS) e nell’src homology 2 (SH2)-containing-protein (Shc).

IRS ¢ in grado di interagire con la subunita regolatoria della classe 1 delle PI3K inducendo
attivazione della subunita catalitica p110. Una delle principali funzioni di PI3K e quella di
sintetizzare il secondo messaggero fosfatidilinositolo trifosfato (PIP3), presente all’interno
della membrana plasmatica, il quale funge da ligando per reclutare le proteine contenenti
il dominio PH. L’ Akt/PKB serina treonina chinasi interagisce con questi fosfolipidi e viene
attivata mediante la fosforilazione della Thr308 e Ser473 dal 3-fosfoinositide dipendente
proteina chinasi (PDKs) a livello dell’interfaccia citoplasmatica della membrana
plasmatica. L’ Akt cosi attiva e in grado di fosforilare ed inibire numerose proteine pro-
apoptotiche come BCL2 associated agonist of cell death (Bad) e la caspasi 9. Inoltre, vi
sono altri effettori come il fattore di trascrizione cAMP response element-binding protein
(CREB), la proteina pro apoptotica glicogeno sintetasi chinasi 33 (GSK-30) ed altri fattori
di trascrizione facenti parte della famiglia dei forkhead transcription factors. L’attivazione
di Akt puo inoltre indurre la stimolazione del mammalian target of rapamycin (mTOR) il
quale a sua volta: 1) Stimola la trascrizione di mRNA coinvolti nel controllo della
transizione del ciclo cellulare dalla fase GO alla G1, 2) regola fattori di trascrizione che a

sua volta regolano 1'espressione di proteine regolatrici del ciclo cellulare come la ciclina
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D1, 3) attiva metalloproteinasi. L’attivazione del pathway PI3K ha quindi un effetto sulla
sopravvivenza cellulare, sulla migrazione ed invasione ed espleta anche effetti metabolici
(Girnita 2014).

Il secondo principale signalling e quello delle MAPK, il quale e mediato sia dalle IRSs che
da Shc. Il secondo mediatore e il Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2), una
proteina adattatrice che possiede un dominio SH2 e due domini SH3. Tramite il suo
dominio SH2 puo interagire ed essere attivata da IRS o Shc mentre mediante i domini SH3
interagisce con una proteina guanine nucleotide exchange, son of sevenless (Sos),
attivandola. Sos attiva a sua volta Ras, una proteina che lega il GTP, stimolando il rilascio
di GDP ed il successivo legamedi GTP. Ras legata a GTP e in grado di legare ed attivare
Raf, una serina/treonina protein chinasi a livello dell’interfaccia citoplasmatica della
membrana cellulare. Mediante fosforilazione Raf attiva MEK che a sua volta attiva
I'extracellular signal-regulated chinasi 1/2 (ERK 1/2). Un altro substrato delle MAPK e la
sottofamiglia delle proteine chinasi ribosomal s6 chinasi, p90Rsk. Sia le MAPK che p90Rsk
traslocano al nucleo dopo fosforilazione dove fosforilano e attivano fattori di trascrizione
come il fattore responsivo al siero (SRF), il fattore di trascrizione T cell specifico e CREB.
Inoltre, ERK 1/2 dopo aver traslocato al nucleo media la trascrizione del gene della ciclina
D1, stimolando la fosforilazione della proteina del retinoblastoma (pRb) ed il rilascio del
fattore di trascrizione E2F-1. Tale fattore di trascrizione puo attivare anche p14ARF il
quale inibisce 1’associazione p53-Mdm?2 lasciando p53 nella sua forma inattiva. Anche nel
citoplasma le MAPK espletano delle funzioni, regolando la dinamicita dei microtuboli
mediante fosforilazione delle proteine associate ai microtuboli stessi. L’attivazione del
pathway delle MAPK ha quindi un effetto sulla proliferazione e differenziamento cellulare
che sulla sintesi proteica (Girnita 2014).

L’attivazione di entrambe le vie di signalling con IR determina inoltre un aumento del
trasporto del glucosio. Dati scientifici evidenziano come, in seguito a stimolazione con

I'insulina, IRB medi principalmente effetti metabolici mentre IRA, in seguito ad
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attivazione con insulina o IGF2, sia in grado di mediare maggiormente gli effetti mitogeni
(Vella 2018).

Uno studio pubblicato su Nature communications nel 2016 ha messo in luce alcune
differenze tra la risposta intracellulare dei due recettori. In particolar modo, sembrerebbe
esserci una differenza di un singolo amminoacido nella regione circostante I'NPEY motif,
presente nel dominio juxtamembrane, che influenzerebbe la capacita di tale regione di
legare in maniera preferenziale Shc o IRS. Nel recettore dell’insulina e presente
l'amminoacido leucina mentre nel’IGFIR la fenilalanina. E stato dimostrato che tale
cambio in questo amminoacido determina una preferenza per IGFIR di legare
maggiormente Shc e Gabl mentre per IR di interagire con IRS1. Tuttavia, non sono state

viste significative alterazioni nella fosforilazione di AKT (Cai 2017).
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Figl. Rappresentazione schematica delle vie di segnalazione intracellulari del pathway
dell’lGF. Sulla membrana plasmatica sono presenti i recettori IGFIR, IR e il recettore ibrido
IGFIR/IR. Tutti e tre sono in grado di attivare le due principali vie di segnale rappresentate nella
regione citoplasmatica della cellula. Da una parte SHC che attiva la cascata delle MAPKSs che
porta: 1) attivazione di ERK ed incremento dei fattori di trascrizione, con effetto sull’espressione
genica di molecole coinvolte nella regolazione del ciclo cellulare 2) attivazione della famiglia delle
proteine chinasi ribosomiali S6 che traslocando al nucleo attivando altri fattori di trascrizione.
Dall’altra parte si ha la via di PI3K/AKT. L’attivazione di IRS1/4 determina fosforilazione di AKT,
sia mediante PI3K che PDKI, il quale agisce inibendo le proteine pro apoptotiche Bad e Bcl2 e
contemporaneamente attiva mTOR con numerosi effetti a valle tra cui il controllo della sintesi di

proteine coinvolte nel ciclo cellulare.

1.3.2 L’alterazione del sistema dell'lGF negli ACCs

Una delle alterazioni maggiormente frequenti nei carcinomi del surrene, presente nell’80-
90% dei casi, e 'overespressione di IGF2. E stata osservata una overespressione circa 100
volte maggiore dei livelli di RNA messaggero (mRNA) negli ACCs rispetto agli ACAs
(Schneid 1992, Ilvesmaki 1993, Gicquel 1994, Gicquel 1995, de Frapoint 2002, Giordano
2003, De Martino 2019). Inoltre, e stato visto anche un incremento dell’espressione della
proteina (Gicquel 1994, Gicquel 1995, Boulle 1998, Erickson 2001). Tali analisi e stata
confermata anche nei pazienti con ACC pediatrici (Almeida 2008, Peixoto Lira 2016).
L’overespressione di IGF2 nell’ ACC ¢ in parte dovuta ad un’alterazione dell'imprinting
genomico della regione in cui mappa il gene: 11p15. In tale regione cromosomica mappano
tre diversi geni sottoposti ad imprinting: IGF2, sottoposto ad imprinting materno con
espressione pertanto del gene esclusivamente dall’allele paterno, p57KIP2 ed H19
sottoposti invece ad imprinting paterno. Negli ACCs sono state evidenziate anomalie
nell'imprinting come LOH con duplicazione paterna dell’allele e in maniera meno
frequente LOI, attivazione eccessiva della trascrizione o perdita della soppressione della
trascrizione (Fottner 2004). Questo si e visto indurre una overespressione dell'IGF2 e

inoltre la perdita dell’espressione di p57KIP2 e H19 (Liu 1995, Toretsky 1996, Gicquel
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1994). Data la forte correlazione negativa tra i livelli di mRNA di p57KIP2 e quelli di IGF2
(Liu 1995) e dati gli esperimenti condotti in vitro che indicano che 'mRNA H19 determina
una riduzione dei livelli fisiologici del'mRNA di IGF2 (Wilkin 2000), si pensa che questi
geni possano essere coinvolti nell’espressione del gene IGF2 o nella stabilita del’RNA
messaggero. L’alterazione della regolazione dell'imprinting della regione appena descritta
e anche una delle cause dello sviluppo della sindrome di Beckwith-Wiedemann.
L’isodisomia paterna (perdita dell’allele materno e duplicazione di quello paterno) o la
trasmissione di microdelezioni nell’allele materno del centro dell'imprinting, causano una
overespressione di IGF2 che contribuisce alla tumorigenesi con aumentato rischio di
sviluppare tumori quali il carcinoma di Wilms, I’epatoblastoma e I’ ACC (Angelousi 2018,
Jouinot 2019).

Altri possibili meccanismi coinvolti nella overespressione potrebbero essere la
demetilazione del gene, come gia visto in altri tumori (Schneid 1992, Wilkin 2000), o
ancora un possibile coinvolgimento del nephroblastoma overexpressed (novH), facente
parte della superfamiglia delle insulin like growth factor binding proteins (IGFBP), il
quale sembra avere una correlazione negativa con i livelli di mRNA di IGF2 nel tumore
(Martinerie 2001).

Inoltre, sono state condotte anche delle indagini sui due recettori principali di tale
pathway: IGF1R e IR.

Dalle analisi condotte si e evidenziato un incremento dell’espressione dell’RNA
messaggero codificante per I'IGF1R nei pazienti pediatrici, con associazione tra i livelli di
espressione e la predisposizione alla formazione di metastasi (Almeida 2008, Peixoto Lira
2016). Tuttavia, pare non ci sia correlazione tra i risultati ottenuti con la RT-qPCR e le
analisi sull’espressione della proteina mediante immunoistochimica (Peixoto Lira 2016).
Piu contradditori sono invece i dati sull’espressione di IGFIR negli ACCs negli adulti.
Alcuni autori non evidenziano alcuna variazione nei livelli di espressione di IGFIR
rispetto ai pazienti affetti da adenoma surrenalico (Kamio 1991, Peixoto Lira 2016, De

Martino 2019), al contrario Barlaskar nel 2009 ha dimostrato non solo una maggiore
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espressione di IGFIR negli ACCs ma anche una sua maggiore attivazione, con incremento
del recettore fosforilato e della fosforilazione di AKT (Barlaskar 2009).

Infine, per cio che concerne il recettore dell’insulina, nel 1991 Kamio ed il suo gruppo di
ricerca, grazie alle analisi in immunoistochimica, avevano dimostrato una eguale
espressione di IR nei carcinomi del surrene e negli adenomi (Kamio 1991). Tuttavia, un
recente lavoro pubblicato da De Martino et al ha evidenziato una maggiore espressione
dell'mRNA di IRA nel 58.3% dei casi mentre un incremento di IRB solo nel 8.3% degli
ACCs con una ratio IRA/IRB superiore ad 1 (De Martino 2019).

1.3.3 Il sistema dell'lGF come bersaglio terapeutico negli ACCs

Data la centralita del pathway dell'IGF nei carcinomi surrenalici, numerosi studi
hanno cercato di valutare gli effetti di vari inibitori di tale sistema, gia utilizzati come
terapia in altri tumori, anche nei carcinomi del surrene.
Almeida nel 2008 ha dimostrato l'efficacia dell’inibitore tirosin chinasico selettivo di
IGF1R, NVP-AEWb541, sia in una linea cellulare umana derivante da un carcinoma del
surrene di una donna di 48 anni (H295), sia in una linea cellulare derivante da un ACC
pediatrico (Almeida 2008). Gli effetti antiproliferativi dose e modo dipendente e
proapoptotici gia a basse dosi furono poi confermati anche da uno studio condotto I’anno
successivo da Barlaskar (Barlaskar 2009). Tale gruppo di ricerca aveva inoltre confrontato
gli effetti di tale inibitore delle tirosin chinasi con quelli di un anticorpo monoclonale,
I'IMC-A12. Gli esperimenti sono stati da loro condotti sia in vitro, usando le cellule H295,
che in vivo iniettando nel modello di topo athymic nude tali cellule e valutando
I'evoluzione del tumore dopo trattamento. Gli effetti di tali inibitori erano stati
promettenti sia a livello cellulare, con riduzione della proliferazione e signalling sia in
vivo, con riduzione della dimensione del tumore. Inoltre, essi avevano evidenziato un
effetto sinergico dell'IMC-A12 con il mitotano (Barlaskar 2009). I promettenti risultati di
questi due studi cardine, sono stati le basi per lo studio clinico di fase III sugli gli effetti del

Linsitinib, inibitore delle tirosin chinasi agente sia su IGF1IR che IR (Fassnacth 2015). Tale
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farmaco era gia stato precedentemente testato in uno studio clinico di fase I (Jones 2015),
nel quale avevano analizzato anche gli effetti su 15 pazienti con ACC e concluso che la
dose a 150mg due volte al giorno riduceva di molto gli effetti collaterali. Tuttavia, nello
studio clinico di fase III, dei 90 pazienti reclutati, solo 4 e quindi il 3% del totale, aveva
avuto un beneficio terapeutico significativo mentre nella restante percentuale dei casi sia
la median overall survival che la progression free survivall non risultava migliorata nei
pazienti trattati rispetto al gruppo controllo (Fassnacht 2015). Tale fallimento ha indotto il
mondo scientifico ad interrogarsi nuovamente sull’'importanza dell’IGF2 nei carcinomi del
surrene, ad approfondire ulteriormente il pathway dell'IGF2 ed i meccanismi ad esso
correlati e a ricercare possibili markers di risposta alla terapia che potessero spiegare
I'efficacia nei 4 pazienti sottoposti allo studio. Nel 2014 Guillaud-Bataille ed il suo gruppo
hanno dimostrato un ruolo attivo di IGF2 nella crescita tumorale non evidenziando
tuttavia delle differenze cliniche e trascrittomiche tra un gruppo di pazienti affetti da
carcinoma del surrene con alta espressione di IGF2 e quello con bassa espressione. Tale
dato ha confermato che altri fattori ed alterazioni sono coinvolti nella progressione
dell’ ACC; aprendo nuove possibilita nell'utilizzo di farmaci agenti su altre vie da
combinare agli inibitori dell’IGFIR (Guillaud-Bataille 2014). Per esempio, Xu et al nel 2016
hanno evidenziato una migliore efficacia anti-tumorale dell’inibitore IGFIR selettivo NVP-
AEWD541 se combinato con un inibitore del recettore EGFR, Erlotinib (Xu 2016). Inoltre,
recentemente lo studio pubblicato da De Martino e coautori ha dimostrato un miglior
effetto nella riduzione della proliferazione abbinando il Linsitinib con gli inibitori selettivi

di mTOR, sirolimus ed everolimus (De Martino 2019).
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1.4 La filamina A (FLNA)

1.4.1 Filamina A: struttura e funzione

La FLNA, anche conosciuta come actin-binding protein 280 (ABP 280), e stata la prima
proteina non muscolare di che lega tra di loro i filamenti di actina o di crosslinking tra
filamenti di actina ad essere stata identificata nel 1975 (Stossel 1975). Successivamente
sono stati scoperti anche altri due geni paraloghi, la filamina B (FLNB) e la filamina C
(FLNC). Tutte e tre presentano una elevata omologia nella loro sequenza codificante (van
der Flier 2001).

La FLNA mappa sul cromosoma X in posizione Xq28 ed e l'isoforma piu espressa
nell'uomo adulto. E formata da due monomeri di 280 kDa ciascuno, che si auto-
assemblano determinando la caratteristica forma a V della proteina. Ogni monomero
presenta una regione amino (N)-terminale con un dominio di legame all’actina (actin-
binding domain, ABD) contenente due domini omologhi alla calpaina: CHI, all’interno del
quale vi sono due siti di legame con I’actina e CH2 che invece ne ha solo uno. A seguire vi
sono 24 immunoglobulin-like repeats, di 96 amminoacidi ciascuno, che si strutturano in
una conformazione a foglietti 3 antiparalleli. Sono inoltre presenti due regioni “hinge”,
sensibili all’azione della calpaina. Il primo “hinge” separa il monomero in due regioni:
rodl (dal repeat 1 al 15, di 58 nm) e rod 2 (dal repeat 16 al 23, di 19 nm). Il secondo “hinge”
invece separa il repeat 23 dal 24. Le regioni “hinge” conferiscono inoltre la flessibilita che
serve a favorire la dimerizzazione tra i due monomeri la quale avviene grazie
all’interazione tra i corrispettivi repeat 24 (Fig.2) (Nakamura 2011, Savoy 2013). Per cio che
concerne le funzioni degli altri repeat & noto che rod1 e in grado di legare solo un numero
limitato di molecole partners tuttavia contiene un secondo actin binding domain (tra il
repeat 9 ed il 14) con una piu bassa affinita di legame per l’actina. Rod2 invece ¢ deputato
all’interazione con piu di 90 molecole (Nakamura 2011). Esso presenta una struttura piu
compatta e globulare di rod1 grazie all'interazione tra i repeats 16-17, 18-19 e 20-21. Tali

interazioni sono importanti per regolare l'accesso ai siti di binding con le molecole
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partner. Per esempio, lo strand A del repeat 20 e associato agli strands C e D del repeat 21
e va ad ostruire, con un meccanismo autoinbitorio, il sito di binding con l'integrina. Solo in
risposta a stimoli meccanici, si assiste ad un cambio conformazionale che permette
I'esposizione del sito di binding (Nakamura 2011, Rosa 2019).

Da un punto di vista funzionale la FLNA e importante per I'organogenesi durante lo
sviluppo embrionale, infatti la perdita della sua espressione e letale per I'embrione (Feng
2006) e mutazioni in tale gene sono correlate a patologie dello sviluppo. Tali patologie, che
prendono il nome di filaminopatie, vengono classificate in base alla natura della
mutazione. Le mutazioni gain-of function sono la causa di displasie scheletriche e
malformazioni del cervello e del tratto urogenitale. Tra queste troviamo le sindromi oto-
palato-digitali (OPD) caratterizzate prevalentemente da displasia dello scheletro,
dismorfismo facciale, palatoschisi e anomalie delle estremita e la sindrome di Melnick-
Needles (Robertson 2003, Moutton 2016). Al contrario le mutazioni loss-of-function, che
determinano una ridotta o assente espressione di FLNA, sono embriologicamente letali nel
maschio ma si manifestano nella femmina con distrofia valvolare cardiaca X-linked
(XCVD) e patologie gastrointestinali come la pseudo-ostruzione intestinale cronica e la
sindrome congenita del piccolo intestino (Kyndt 2007, de Wit 2011). Inoltre tali mutazioni
loss of function sono la causa dell’eterotopia nodulare periventricolare (PVNH), una
patologia caratterizzata da una malformazione del cervello nella quale i neuroni non
riescono a migrare nella corteccia cerebrale e rimangono come noduli che rivestono la
superficie ventricolare (Savoy 2013). La primaria funzione attribuita a tale proteina e
quella di legare tra di loro i filamenti di actina in rami perpendicolari, regolando in questo
modo la struttura del citoscheletro e la forma fisiologica cellulare. Inoltre, essa € in grado
di orchestrare la rimodulazione della struttura del citoscheletro di actina in risposta a
stimoli extracellulari chemotattici, prendendo cosi parte a meccanismi di adesione e
migrazione cellulare (Savoy 2013). Un’altra funzione e quella di ancorare fisicamente le
proteine transmembrana, come per esempio canali ionici, integrine, recettori accoppiati a

proteine G (GPCRs) e recettori tirosin chinasici (RTKs), al citoscheletro actinico, regolando
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la loro localizzazione e stabilita alla membrana plasmatica e modulando inoltre la loro
internalizzazione ed il trafficking intracellulare (Cho 2007, Onoprishvili 2003, Zhang 2005,
Beekman 2008, Minsaas 2010, Peverelli 2012, Treppiedi 2018, Treppiedi 2020). Infine,

FLNA agisce come scaffold per numerose molecole segnale (Nakamura 2011).

Siti di binding per i binding Hinge 2
partners intracellulari

Fig 2. Immagine illustrativa della struttura della FLNA: Ogni monomero possiede all’'N-
terminale il dominio di interazione con l’actina (ABD), seguito da 24 repeats Ig-like. L’hinge 1
separa la FLNA in due domini: rod1 e rod2. Rod1 contiene il sito secondario di legame con I’actina
mentre rod2 e deputato all'interazione con diverse molecole partners. L’hinge 2 separa rod2 dal

repeat 24 che ¢ situato all’estremita C terminale e che rappresenta il dominio di dimerizzazione.

1.4.2 Il ruolo della FLNA nei tumori

Negli ultimi anni & stato pitt volte dimostrato il ruolo della FLNA in diversi tumori;
originariamente come proteina pro-tumorale, coinvolta nell’invasione e nella formazione
di metastasi, e successivamente anche come proteina in grado di prevenire la progressione
tumorale. Tali osservazioni hanno evidenziato quindi un duplice ruolo della FLNA nel

tumore (Shao 2016).
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Uno dei fattori in grado di influenzare il suo ruolo pro o anti tumorale ¢ la sua
localizzazione cellulare. Uno studio condotto sul cancro alla prostata ha permesso infatti
di evidenziare come la forma della FLNA full lenght sopra descritta, localizzandosi
prevalentemente nel citoplasma, sia in grado di svolgere un’azione pro-tumorale mediante
interazione con le molecole segnale. Al contrario, il frammento della FLNA di 90 kDa che
si genera dopo taglio proteolitico per opera della calpaina, ¢ in grado di traslocare al
nucleo dove, mediante interazione con fattori trascrizionali, & in grado di espletare la sua
azione come soppressore della crescita tumorale e inibitore di metastasi. Nel carcinoma
alla prostata la FLNA risulta overespressa con localizzazione citoplasmatica nei tumori
allo stadio piu avanzato e nelle metastasi e invece localizzazione nucleare nel tessuto sano
e nel tumore ai primi stadi (Bedolla 2009). Studi pre-clinici dimostrano che anche nel
carcinoma alla mammella la sua overespressione e localizzazione citoplasmatica correla
con la presenza di metastasi e stadio avanzato mentre la sua downregolazione si associa
ad una migliore sopravvivenza e ridotta possibilita di formazione di metastasi a distanza
(Tian 2013). Anche in altri carcinomi e stato dimostrato il suo effetto pro tumorale con
overespressione nel tumore al pancreas e al fegato. Tuttavia, vi sono anche tumori in cui
FLNA risulta downregolata. Per esempio nel carcinoma gastrico e colonrettale la sua
ridotta espressione correla con I'aggressivita del tumore e nel carcinoma renale invece con
la presenza di metastasi ai linfonodi ed una prognosi infausta (Shao 2016).

Infine, e stato dimostrato anche un ruolo di FLNA nei tumori ipofisari prolattina e GH
secernenti, dove si e visto il suo coinvolgimento nei meccanismi di resistenza al
trattamento farmacologico rispettivamente con agonisti dopaminergici ed analoghi della
somatostatina. Nei prolattinomi la presenza di FLNA & essenziale per 1'espressione del
recettore dopaminergico D2 (DRD2) e per la trasduzione intracellulare del segnale
inibitorio della dopamina (Peverelli 2012). Nei tumori GH secernenti FLNA possiede sia
un ruolo strutturale, aumentando la stabilita di espressione del recettore della

somatostatina di tipo 2 (SST2) che un ruolo funzionale, agendo da molecola scaffold per
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'associazione di proteine effettrici della trasduzione del segnale di SST2, in particolare

legate alla sua azione antiproliferativa e apoptotica (Peverelli 2014).

1.4.3 FLNA, IGF1R e IR

Come gia descritto precedentemente, una delle funzioni della FLNA e quella di
ancorare numerosi recettori transmembrana al citoscheletro e di regolarne
lI'internalizzazione, il trafficking ed il signalling intracellulare. Recentemente e stato visto
che FLNA e coinvolta nella regolazione di due recettori tirosin chinasici: IGF1R ed IR.

Nelle cellule di melanoma M2, che non esprimono FLNA, e nel loro subclone A7
dove l'espressione di FLNA e stata stabilmente reintrodotta, e stato dimostrato che FLNA
interagisce in maniera diretta con IR influenzandone il signalling intracellulare. E
interessante notare come la presenza o assenza di FLNA non vada ad alterare ’attivazione
del recettore né la via di IRS1 e AKT ma impatti in via preferenziale sull’attivazione del
pathway delle MAPK. He ed il suo gruppo di ricerca hanno infatti dimostrato che, in
seguito a stimolo del recettore, non si registrano differenze tra le due linee cellulari
nell’aumento della fosforilazione di IRS1, nel reclutamento di p85 e nella fosforilazione di
AKT sulla serina 473. Tuttavia, la presenza di FLNA ostacola l’attivazione della via delle
MAPK. Infatti, solamente nelle cellule M2, prive di FLNA, si assiste ad un aumento della
fosforilazione di Shc ed al reclutamento alla membrana plasmatica di SOS1 con
incremento della fosforilazione di ERK (He 2003). Inoltre, nel 2016 Houlihan, in uno studio
condotto sui precursori delle cellule neuronali, ha dimostrato che la perdita di espressione
di filamina determina attivazione costitutiva del recettore IGFIR con incremento
dell’attivita di ERK (Houlihan 2016). Flna e importante per lo sviluppo corticale cerebrale
ed in particolar modo per il mantenimento dell’omeostasi tissutale grazie alla sua capacita
di modulare le vie di segnale intracellulari. Gli esperimenti da loro condotti testimoniano
come la Flna sia in grado di regolare il segnale bidirezionale tra le cellule progenitrici
neuronali (NPCs) e le cellule vascolari. Pit1 nel dettaglio, mediante la collaborazione con le

p-arrestine Flna attenua gli eccessi di segnali di crescita mantenendo 1’omeostasi in
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entrambe le due tipologie di cellule. Al contrario, la sua perdita determina un aumento
del signalling di Vegfa e Igf2 che porta ad una intensificazione della transizione epitelio-
mesenchimale e dell’angiogenesi (Houlihan 2016).

Tuttavia, ad oggi ancora non e noto se FLNA sia in grado di interagire e regolare

I’attivita dei due recettori nel carcinoma del surrene.
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2. SCOPO DEL LAVORO

Lo scopo di tale studio e quello di testare in entrambe le linee umane derivanti dal
carcinoma del surrene, H295R e SW13, e in colture primarie derivate da ACC e ACA

umani chirurgicamente rimossi:

1. 1l coinvolgimento di FLNA nel regolare I'espressione ed il signalling di IGFIR e IR
2. Il ruolo di FLNA nel modulare la risposta a:

- Linsitinib: inibitore sia di IGF1R che di IR

-  NVP-ADW?742: inibitore specifico di IGF1R

Inoltre, ulteriore scopo e la valutazione dell’espressione di FLNA negli ACCs e la sua

correlazione con l'espressione di IGFIR, IR ed il signalling intracellulare.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Colture cellulari e tessuti surrenalici

Le linee cellulari umane di carcinoma surrenalico H295R (ATCC CRL-2128) ed
SW13 (ATCC CCL-105) sono state ottenute dall’American Type Colture Collection
(ATCC). La linea cellulare SW13 e stata sottoposta a test per I'autenticazione mediante il
sistema PowerPlex Fusion (Promega, BMR Genomic Cell Profile service, Italy) che si basa
sulla corrispondenza di loci short tandem repeat (STR) polimorfici. Pit1 nel dettaglio, sono
stati amplificati 23 loci STR (D3S1358, D151656, D25441, D10S1248, D13S317, Penta E,
D16S539, D18S51, D2S1338, CSF1PO, Penta D, THO01, vWA, D21S11, D75820, D5S818,
TPOX, DYS391, D85S1179, D125S391, D195433, FGA, D2251045) ed il locus dell’amelogenina
per la determinazione del genere. I risultati sono stati comparati con i database delle linee
cellulari ATCC, DSMZ, JCRB e RIKEN ed e stato trovato il miglior match. Entrambe sono
inoltre state utilizzate ad un passaggio non superiore al ventesimo. La linea cellulare
H295R e stata cresciuta in mezzo di coltura composto da DMEM:F12 1:1 (Gibco,
Invitrogen, Life Technologies Inc.Carlsband, CA, USA) supplementato con 1% ITS +
Premix (Corning, NY, USA), 2.5% Nu-Serum I (Corning, NY, USA), 100 U/ml di
pennicillina e 100 pg/ml di streptomicina (Lonza group Ltd, Basel, Swi). Per la linea
cellulare SW13 ¢ stato invece utilizzato il DMEM:F12 1:1 supplementato con 10% di siero
fetale bovino (FBS) (Gibco, Invitrogen, Life Technologies Inc., Carlsband, CA, USA), 100
U/ml di pennicillina e 100 pg/ml di streptomicina. ~La linea cellulare umana di
melanoma M2 ed il suo subclone stabile A7 sono state gentilmente donate dal Prof.
Nakamura (Brigham and Women’s Hospital, Boston, MA). Entrambe sono state coltivate
in MEM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) supplementato con 8% Newborn Calf serum
(Gibco, Invitrogen, Life Technologies Inc., Carlsband, CA, USA), 2% FBS, 100 U/ml di
pennicillina e 100 pg/ml di streptomicina. Inoltre, nel mezzo di coltura delle A7 sono stati
aggiunti 200 pug/ml di disolfato di sale G418 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) per mantenere

'espressione della FLNA.
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I tessuti surrenalici, ottenuti mediante un intervento di surrenectomia monolaterale,
sono stati in parte dissociati per I'allestimento delle culture primarie (ACC: n=1; ACAs:
n=4) ed in parte (ACCs: n=10; ACAs: n=10) congelati e sottoposti ad estrazione delle
proteine ed analisi mediante western blot. Lo studio e stato approvato dal comitato etico
locale ed ogni paziente ha fornito il proprio consenso informato all'uso del suo campione
tumorale e all’accesso alle informazioni cliniche.

Per cio che concerne l'allestimento delle colture primarie, il pezzo tumorale e stato
innanzitutto lavato mediante soluzione fisiologica al fine di eliminare il pili possibile il
contenuto di sangue e successivamente sottoposto sia a digestione meccanica che
enzimatica. Per cio che concerne la digestione meccanica si e proceduto mediante I'utilizzo
di una lama da bisturi allo sminuzzamento del campione. A questa e seguita la digestione
enzimatica con sospensione in una soluzione di 2 mg/ml di collagenasi (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO) in DMEM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) a 37°C per 2h. Al termine del tempo
indicato, con l'aiuto di una pipetta sterile, si ¢ provveduto a ulteriore disgregazione del
campione e, al fine di eliminare il materiale non digerito, lo si e trasferito in un filtro con
pori da 100 um di diametro (nylon cell strainer, BD Transduction Laboratories, Lexington,
UK). La sospensione cellulare ottenuta e stata centrifugata per 10 min a 1000 rpm. Essendo
rimuovere 1’anello lipidico formatosi sulla superficie, preservando invece il pellet cellulare
formatosi sul fondo della provetta. Quest'ultimo e stato risospeso in DMEM
supplementato con 20% FBS, 100 U/ml di penicillina e 100 ug/ml di streptomicina per

permettere alle cellule di essere infine piastrate e mantenute a 37°C e 5% di CO-.

3.2 Saggio di coimmunoprecipitazione

Per il saggio di coimmunoprecipitazione 100 pg di proteine estratte da cellule
stimolate o no con IGF2 100 ng/ml (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) sono state incubate
con 4 pg di anticorpo anti-FLNA (Abnova Corporation, Tapei City, Taiwan) e lasciate

over-night su un dispositivo rotante a 4°C. Come controllo negativo, per misurare il
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binding non specifico, sono state utilizzate le IgG1 isotype control di topo (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL). Il giorno seguente, sono stati aggiunti 20 ug di proteine A/G
Plus-Agarosio per 3h a 4°C (Santa Cruz Pharmaceutical Inc., Santa Cruz, CA) e al termine,
al fine di eliminare tutte le proteine non legate in maniera specifica all’anticorpo, sono stati
effettuati 5 lavaggi con tampone fosfato salino (PBS) (Euroclone, Pero, IT). Le proteine
eluite sono state separate mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) e
trasferite su carta di nitrocellulosa. Quest’ultima e stata incubata con l’anticorpo anti-
FLNA (diluzione 1:1000), anti-IGF1IR (Cell Signalling Technology, Danvers, MA; diluzione
1:1000) e anti-IR (Cell Signalling Technology, Danvers, MA; diluzione 1:1000).

3.3 In situ proximity ligation assay (PLA)

Gli esperimenti di PLA sono stati condotti usando i reagenti e le istruzioni fornite
dal kit commerciale Duolink In Situ Detection Reagents Red della Sigma-Aldrich (St Louis,
MI, USA). La PLA e una tecnica altamente sensibile che permette di identificare la
presenza di due proteine strettamente vicine I'una all’altra. E necessario utilizzare due
anticorpi primari provenienti da specie diverse e due anticorpi secondari legati a loro
volta a due oligonucleotidi (PLA probes). Solo se le due proteine si trovano ad una
distanza inferiore a 40 nm allora gli oligonucleotidi coniugati agli anticorpi secondari
possono legarsi fra loro e fungere da templato per la DNA polimerasi che effettuera una
reazione di rolling circle amplification (RCA).

Nell’esperimento da noi condotto le cellule sono state seminate alla densita di 1.5 x 10°
cellule/well in una multi-well da 24 pozzetti, su un vetrino di 13 mm pretrattato con L-
polilisina (Sigma-Aldrich, St Louis, MI, USA) al fine di migliorarne 1’adesione cellulare. Il
giorno dopo la semina, sono state fissate mediante paraformaldeide al 4% (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) a temperatura ambiente per 10 min e successivamente lavate 3 volte con
PBS. Al fine di bloccare i siti aspecifici sono state sottoposte a trattamento per 1h a
temperatura ambiente con opportuno tampone di bloccaggio composto da: 5% FBS e 0.3%
di Triton™X-100 (Sigma-Aldrich, St Louis, MI, USA) diluiti in PBS e poi incubate over-
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night a 4°C con gli anticorpi anti-FLNA (diluizione 1:200) ed anti-IGF1R (diluizione 1:100)
contemporaneamente. Il giorno seguente, sono state aggiunte le PLA probes anti-mouse
ed anti-rabbit e si e proseguito con lo step di ligazione ed amplificazione. Il tempo di
incubazione con le probes e quello necessario per la RCA sono stati ottimizzati per
I'identificazione dell’interazione delle due proteine di nostro interesse. Al termine, i
vetrini sono stati montati con Duolink Mounting Medium con aggiunta di 4',6 diamidino-
2-phenylindole (DAPI) su un vetrino portaoggetti ed analizzati al microscopio a
fluorescenza (Axio Vert.Al, Zeiss). Le immagini sono state analizzare con il software NIH
Image] ed e stato applicato il processo di deconvoluzione. Inoltre, in ciascun esperimento
sono stati preparati dei controlli tecnici negativi, due con omissione di uno dei due

anticorpi primari rispettivamente ed un terzo con omissione di entrambi.

3.4 Silenziamento di FLNA

Il silenziamento di FLNA e stato effettuato con la tecnica dell'RNA interfering. Lo
small interfering RNAs (siRNAs, SMARTpool) specifico per il gene umano della FLNA,
contenente una miscela di 4 siRNA, & stato acquistato dalla Dharmacon (GE Healthcare
Life Sciences, Chicago, IL, USA). Tale composizione permette di aumentare sia la potenza
che la specificita del silenziamento. In accordo con le istruzioni del produttore, le H295R e
le cellule derivanti dalla coltura primaria di ACC (n=1) e di ACAs (n=4) sono state
trasfettate con il siRNA utilizzando il reagente di trasfezione Viromer Blue for
miRNA/siRNA transfection (Lipocalyx GmbH, Halle, D) mentre le SW13 con I’agente di
trasfezione 2 Dharmafect (Dharmacon, GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL). Sono
stati allestiti esperimenti preliminari al fine di determinare la concentrazione ottimale di
siRNA e la cinetica di silenziamento di FLNA. E stata scelta una concentrazione di siRNA
pari a 25 nM per le H295R e le colture primarie e 40 nM per le SW13, ed una tempistica di
silenziamento pari a 72h.
In breve, le cellule H295R, le SW13 e le cellule derivanti dalle culture primarie di ACC ed

ACA sono state seminate in una multi-well da 6 pozzetti alla confluenza di 3.0 x 105, 1.0 x
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105 e 2.5 x 10° per well, rispettivamente. Il giorno seguente, le mix di silenziamento,
preparate come indicato dalla casa produttrice, sono state aggiunte ad ogni pozzetto e le
piastre incubate a 37°C per 72h. In ogni esperimento e stato utilizzato come controllo
negativo un siRNA con una non-targeting sequence priva di omologia con qualunque
trascritto di origine umana, di topo e di ratto acquistato dalla Dharmacon. Inoltre, in ogni
esperimento, al fine di controllare I’espressione di FLNA in seguito a silenziamento, e stata
effettuata un’analisi in western blot utilizzando I’anticorpo anti-FLNA (diluzione 1:1000) e
'espressione e stata normalizzata sul GAPDH (Ambion, Life Technologies Inc., Carlsband,
CA, diluzione 1:4000). Sono stati presi in considerazione solo gli esperimenti aventi
un’efficienza di silenziamento superiore all’ 80%. Ciascun esperimento e stato ripetuto

almeno 3 volte.

3.5 Western blot

Le analisi in western blot sono state condotte su estratti proteici totali ottenuti dalle
cellule di carcinoma surrenalico H295R e SW13, dalle colture primarie e da tessuti
congelati di adenomi e carcinomi adrenocorticali umani. Le cellule sono state piastrate in
una multi-well da 6 pozzetti e trattate secondo le diverse modalita in base alla tipologia di

esperimento condotto.

3.5.1 Estrazione proteica

Per procedere all’estrazione proteica le cellule, al termine dell’esperimento, sono
state contemporaneamente lisate e rimosse meccanicamente dalla multi-well in cui erano
state seminate grazie all’azione di uno scraper, utilizzato ponendo la multi-well su
ghiaccio, rimuovendo il terreno di coltura delle cellule e aggiungendo, dopo un lavaggio
con PBS, un tampone di lisi composto da lysis buffer ed inibitori delle proteasi. Le cellule
sono state raccolte e centrifugate a 13000 rpm per 10 min a 4°C. Il surnatante, contenente le

proteine da analizzare, e stato trasferito in una nuova eppendorf.
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Il tessuto congelato, derivante sia da carcinomi che adenomi surrenalici, e stato invece
sottoposto a dissezione meccanica con I'uso di un bisturi monouso e poi lisato in 100 ul di
lysis buffer (Cell signalling technology, Danvers, MA) con I'aggiunta degli inibitori delle
proteasi (Roche, Monza, IT) per 10 min in ghiaccio. Al termine, e stato centrifugato a 13000
rpm per 10 min a 4°C ed il supernatante, contenente le proteine estratte, e stato trasferito

in una eppendorf nuova. Le proteine sono state quantificate con il metodo BCA.

3.5.2 Dosaggio delle proteine secondo metodo dell’acido bicinconinico (BCA)

Le proteine ottenute sono state dosate mediante metodo BCA che permette di
calcolare la quantita proteica totale dei campioni da una curva di riferimento costruita con
concentrazioni note di una proteina standard: la Bovine Serum Albumin (BSA). Questo
metodo sfrutta la riduzione da Cu?* a Cu'* mediata dalle proteine in un ambiente alcalino e
la capacita dell’acido bicinconinico di chelare gli ioni Cu'* in maniera altamente sensibile e
selettiva. Piu nel dettaglio, due molecole di BCA chelano un catione Cu'*. Il prodotto della
reazione colorimetrica dipende dalla struttura macromolecolare delle proteine, dal
numero di legami e dalla presenza di cisteina, triptofano e tirosina, ed esibisce una forte
assorbanza a 562 nm proporzionale alla quantita di proteine presenti nel campione.
Costruendo una retta di calibrazione, dove l'asse delle ascisse e rappresentato dalla
concentrazione dello standard noto, e l'asse delle ordinate ¢ l’assorbanza letta allo
spettrofotometro, & possibile derivare la concentrazione del campione in base alla sua

lettura a 562 nm. La curva standard e stata costruita su 9 punti in un intervallo che va da 0

a 2000 pg/ml di BSA.

3.5.3 Elettroforesi monodimensionale su gel di poliacrilammide

La separazione delle proteine e stata eseguita mediante SDS-PAGE (sodium dodecil
sulfate polyacrilamide Gel Electrophoresis). Tale tecnica permette di separare in un campo
elettrico le proteine dopo averle denaturate e caricate negativamente in modo uniforme

con I'SDS presente nel tampone, usando come supporto un setaccio tridimensionale di
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acrilammide polimerizzata (gel). Le proteine migrano attraverso le maglie del gel verso
I'anodo positivo in forma linearizzata, in base al loro peso molecolare e non alla loro
conformazione. I gel per la separazione elettroforetica sono stati acquistati dalla thermo
tisher scientific (Carlsband, CA, USA) e contengono una porzione superiore, lo stacking
gel o gel di impacchettamento, nel quale sono presenti i pozzetti per il caricamento dei
campioni ed una parte sottostante, chiamata resolving gel, nella quale la percentuale di
poliacrilammide aumenta progressivamente a partire dallo stacking gel fino al margine
inferiore del gel stesso, consentendo una variazione del diametro dei pori. Questa
caratteristica permette la separazione sia di proteine con elevato sia con basso peso
molecolare.

Le proteine quantizzate sono state preparate prelevando i pl corrispondenti ad una
concentrazione di proteine di 30 o 100 pg, a seconda dell’esperimento, e risospese in una
soluzione contenente di-tio treitolo (DTT) concentrazione e Blue loading buffer, diluizione
1:10. Il DTT permette la riduzione dei ponti disolfuro delle proteine facilitandone la
successiva linearizzazione. Per favorire ulteriormente la denaturazione i campioni sono
stati incubati a 100°C per 5 min ed infine caricati nei pozzetti dello stacking gel. In ogni gel
e stato caricato il marker Precision Plus Protein Kaledoscope (Biorad, CA, USA) costituito
da una miscela di proteine a peso molecolare noto. La corsa elettroforetica e stata condotta

ad un voltaggio di 200 mV per 30 min.

3.5.4 Western Blot (trasferimento)

Le proteine separate durante la corsa elettroforetica sono state poi trasferite su
membrana di nitrocellulosa (BioRad, CA, USA). Per farlo si e proceduto preparando “il
sandwich” nell’apposito apparato nel seguente ordine:

e Spugnetta
e (arta assorbente 3M
o Gel
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e Nitrocellulosa
e (Carta assorbente 3M
e Spugnetta

Il trasferimento e avvenuto nel tampone di trasferimento a 100 mV per 90 min, al termine
del quale la membrana e stata colorata con Ponceau S (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), un
colorante reversibile delle proteine, per verificare l’avvenuto trasferimento e
successivamente decolorata con abbondante tampone TTBS (Tween- tris-buffered saline).
Il tampone di trasferimento e stato preparato con H:0O bidistillata, Tris Glicina al 10% e
metanolo al 20%.

Il TTBS e invece stato preparato con TBS 1X, Tween20 0.01% e H20 bidistillata.

3.5.5 Immunoblotting

Infine, la membrana e stata sottoposta ad immunomarcatura con anticorpi specifici
contro le proteine di interesse. I siti aspecifici di legame sono stati bloccati mediante
incubazione con TTBS contenente 5% di latte in polvere (Nestle, Vevey, Switzerland) per
1h a temperatura ambiente su un agitatore. In seguito, sono stati effettuati 3 lavaggi, da 5
min ciascuno, con TTBS 0.1% Tween 20, e successivamente la membrana e stata incubata
con l"anticorpo primario over-night a 4°C sempre in agitazione. L’anticorpo e stato diluito
in TTBS contenente 5% di latte 0 5% di BSA a seconda delle indicazioni del produttore. Gli
anticorpi utilizzati sono:

e Anti-FLNA diluita 1:1000 in latte (Cell signalling technology, Danvers, MA)

e Anti-IGFIR (privo di cross-link con IR) diluito 1:1000 in BSA (Cell signalling

technology, Danvers, MA)

e Anti-IR (privo di cross-link con IGFIR) diluito 1:1000 in BSA (Cell signalling

technology, Danvers, MA)
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e Anti-fosfo p44/42 MAPK ERK1/2 diluito 1:1000 in BSA (Immunological Sciences,

Rome, Italy)

e Anti-total p44/42 MAPK ERK1/2 diluito 1:1000 in BSA (Immunological Sciences,

Rome, Italy)

e Anti-fosfo AKT (Ser473) diluito 1:2000 in BSA (Immunological Sciences, Rome,
Italy)

e Anti-total AKT diluito 1:1000 in latte (Immunological Sciences, Rome, Italy)

e Anti-GAPDH diluito 1:4000 in latte (Ambion, Life Technologies Inc., Carlsband,
CA)

Al termine dell’incubazione over-night sono stati effettuati 3 lavaggi da 5 min ciascuno per
eliminare I’anticorpo primario non legatosi alle proteine di interesse e poi si e proceduto
all'incubazione con l'anticorpo secondario per 1h a temperatura ambiente, sempre in
agitazione. Gli anticorpi secondari utilizzati sono:

e Anti-Rabbit IgG coniugato ad HRP (horseradish peroxidase) diluito 1:2000 in latte

(Cell signalling technology, Danvers, MA)

e Anti-Mouse IgG coniugato ad HRP diluito 1:2000 in latte (Cell signalling

technology, Danvers, MA)

Terminata l'incubazione con I’anticorpo secondario si e passati al saggio di
chemioluminescenza che viene effettuato aggiungendo alla membrana una soluzione
contenente H20: e luminolo LiteAblot PLUS (Euroclone, Pero, IT). La perossidasi legata
all’anticorpo secondario reagisce con H20: e luminolo e si registra I’emissione di luce con
lo strumento ChemiDoc-It (UVP, Upland, CA). In questo modo la proteina di interesse in
ciascun campione apparira sottoforma di banda pii o meno intensa a seconda del

quantitativo di proteina presente.
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3.5.6 Analisi quantitativa
Per la quantificazione e stato utilizzato il programma Image]. Per ogni banda del gel e
stata calcolata la media dell’intensita e sottratto il valore di background, ottenendo un

valore che correla con la quantita di proteina presente nel campione analizzato.

3.6 Saggio di proliferazione cellulare

La proliferazione cellulare e stata misurata mediante saggio colorimetrico basato
sull'incorporazione della 5-bromo-2-deossiuridina (BrdU) durante la sintesi di DNA nelle
cellule in proliferazione utilizzando apposito kit (GE Healthcare, Life Science,
Buckinghamshire, UK). Brevemente, le cellule sottoposte a silenziamento per FLNA al
termine delle 72h sono state trasferite in una multi-well da 96 pozzetti alla densita di 1.7 x
10* cellule per well. Il giorno seguente, sono state trattate o meno o con gli inibitori
Linsitinib (Selleck Chemicals, Houston, TX, USA) o NVP-ADW742 (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO) alle concentrazioni indicate o solamente con IGF2 100 ng/ml per 24h. La linea
cellulare SW13, dopo trattamento con gli inibitori dell’IGFIR o IGF1R/IR, e stata inoltre
incubata per ulteriori 24h con IGF2 100 ng/ml. Al termine, e stata aggiunta la BrdU alle
H295R e alle SW13 per 2h mentre alle colture primarie di ACAs per 24h a 37°C. Tutti gli

esperimenti sono stati ripetuti almeno 3 volte ed ogni condizione testata in triplicato.

3.7 Saggio per la valutazione dell’apoptosi cellulare

L’apoptosi nelle cellule e stata saggiata mediante la determinazione dell’attivita
delle caspasi effettrici 3 e 7 con il kit Apo-ONE™ Homogenous caspase 3/7 (Promega, WI,
USA). Questo saggio e basato sul clivaggio del substrato non fluorescente Z-DEVD R110
da parte delle caspasi 3/7, a dare il prodotto fluorescente Rhodamina 110 che viene liberato
dalle cellule apoptotiche. Il substrato viene diluito nell’apposito buffer (diluzione 1:100),
aggiunto alle cellule ed il quantitativo del prodotto fluorescente misurato a 485 nm di

eccitazione e 535 nm di emissione.
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Negli esperimenti da noi condotti, le cellule silenziate come sopra descritto sono
state trasferite in una multi-well da 96 pozzetti alla densita di 1.7 x 10¢ cellule per well. E
stato eseguito il saggio in accordo con le istruzioni del produttore del kit e I’attivita delle
caspasi e stata indicata come fluorescenza netta (RFU(relative fluorescent unit)-RFU

bianco).

3.8 Analisi statistiche

I risultati sono stati espressi come media + S.D. Per le analisi statistiche tra due serie
di dati e stato utilizzato il test parametrico t di student. Il confronto dei dati densitometrici
tra gli ACAs e gli ACCs e stato effettuato con test non parametrico chi quadrato di Pearson
e il coefficiente di correlazione di Spearman e stato invece utilizzato per mostrare le dirette
correlazioni. I calcoli sono stati effettuati con il software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad

Software, Inc., La Jolla, CA). Sono stati accettati come statisticamente significativi i dati con

p<0.05.
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4. RISULTATI

4.1 La FLNA interagisce con IGF1R e IR nelle linee cellulari umane di
ACC

I dati presenti in letteratura dimostrano che entrambe le linee cellulari da noi usate,
H295R ed SW13, esprimono endogenamente sia il trascritto che la proteina, questultima
anche da noi testata (Fig.1B&C), di IGFIR (Barlaskar 2009, De Martino 2012, Buck 2010),
IRA (Buck 2010) e FLNA.

E stato gia precedentemente dimostrato sia mediante saggio di glutathione S-
transferase (GST) pull-down sia con saggio di immunoprecipitazione, che la FLNA
interagisce direttamente con IR nelle cellule umane di melanoma A7 (He 2003), mentre
non sono disponibili dati che dimostrino 'interazione tra FLNA ed IGF1R.

Per testare l'interazione FLNA-IGF1R abbiamo condotto degli esperimenti di PLA
nelle H295R (Fig.1A). I segnali, che appaiono come puntini verdi, indicano la stretta
vicinanza tra le due proteine e pit1 precisamente una distanza inferiore ai 40 nm.

In accordo, il saggio di immunoprecipitazione ha dimostrato che la FLNA
coimmunoprecipita con IGFIR in condizioni basali (Fig.1B). Inoltre, il reclutamento di
FLNA al recettore aumenta in seguito a 10 min di stimolazione con IGF2 100 ng/ml
(1.7+0.1-volte vs basale, p<0.001) e tale aumento rimane stabile anche dopo 30 min di
stimolo. Dato che le cellule H295R, ma non le SW13, esprimono e secernono nel mezzo di
coltura un elevato quantitativo di IGF2 (Barlaskar 2009, Buck 2010, Logié 1999), per testare
I'interazione IGF1R-FLNA in assenza di IGF2 abbiamo usato la linea cellulare SW13. I
nostri risultati mostrano la presenza di IGF1R nell'immunoprecipitato anche in condizioni
basali (Fig.1C), suggerendo un’interazione costitutiva tra IGF1IR e FLNA. Inoltre, come
osservato nelle H295R, il reclutamento di FLNA all'IGF1R aumenta dopo stimolo con IGF2
(1.8+0.3-volte a 30 min vs basale, p<0.001).

Infine, in entrambe le linee cellulari FLNA coimmunoprecipita in condizioni basali

con IR ma, in contrasto con i dati su IGFIR, I'interazione FLNA-IR diminuisce dopo la
52



stimolazione con IGF2 (-35.7+20.2% e -46.7+22.6% dopo 10 min di incubazione con IGF2
nelle H295R e nelle SW13, rispettivamente, p<0.05) (Fig.1D&E).

Fig.1
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Fig.1: L’interazione di FLNA con IGFIR e IR. A) Interazione tra FLNA e IGF1R testata con saggio
PLA nelle H295R. I segnali positivi per la PLA sono visibili come puntini verdi fluorescenti. I
nuclei sono stati colorati con DAPI (blu). Nel controllo negativo non sono stati aggiunti gli
anticorpi primari durante il saggio della PLA. B-E) Saggio di coimmunoprecipitazione. Le H295R e
le SW13 sono state trattate ai tempi indicati con IGF2 100 ng/ml. Le proteine estratte sono state
immunoprecipitate con l'anticorpo anti-FLNA e la presenza di IGFIR, IR e FLNA negli
immunoprecipitati e stata testata con immunoblotting. Sono mostrate le immagini rappresentative
di uno dei 3 esperimenti indipendenti condotti. I grafici mostrano la media + S.D. di 3 esperimenti

indipendenti, normalizzati rispetto al basale. * = p<0.05, *** = p<0.001 vs basale.

54



4.2 Il silenziamento di FLNA aumenta l'espressione di IGF1R e
diminuisce quella di IR

Per testare gli effetti di FLNA sull’espressione di IGFIR e IR, abbiamo silenziato le
cellule con siRNA specifici per la FLNA.

Nelle cellule H295R silenziate per FLNA si e osservato un aumento significativo del
livello di espressione di IGFIR rispetto alle cellule trasfettate con il controllo negativo
(1.4+0.2-volte, p<0.01). In contrasto, nelle cellule SW13, che non secernono IGF2, il
knockdown di FLNA non altera l'espressione di IGFIR in condizioni basali, ma la
incrementa dopo incubazione con IGF2 per 24h (2.3+0.8-volte vs cellule controllo stimolate
con IGF2, p<0.05) (Fig.2A&B).

Al contrario, il silenziamento di FLNA riduce I'espressione di IR sia nelle H295R (-
85.5+9.1%, p<0.001) che nelle SW13 dopo stimolazione con IGF2 (-27.2+18.2% vs le cellule
controllo stimolate con IGF2, p<0.05) (Fig.2C&D).

Al fine di replicare gli esperimenti nelle culture primarie di ACC, abbiamo testato
I'espressione di FLNA in 3 ACCs. Tuttavia, solo uno di questi esprimeva la FLNA a livelli
detectabili ed e pertanto stato sottoposto a silenziamento con il siRNA per FLNA. Le
immagini ottenute mediante western blot indicano un aumento dell’espressione di IGF1R

(2.9-volte vs cellule controllo) ma non di IR (Fig.2E).
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Fig.2: 1l silenziamento di FLNA aumenta l’espressione di IGFIR e riduce quella di IR. Le
H295R (A&C), le SW13 (B&D) e le cellule derivanti dalla coltura primaria di ACC (E) sono state
trasfettate transientemente con il siRNA per FLNA o con il controllo negativo (C- siRNA) per 72h.
Le cellule SW13 sono state anche trattate o non con IGF2 100 ng/ml per 24h. Le membrane sono
state incubate con gli anticorpi anti FLNA, IGFIR o IR, strippate e re-incubate con 1’anticorpo
diretto contro il GAPDH. I grafici mostrano le analisi densitometriche di IGFIR (A&B) o IR (C&D)
normalizzate sul GAPDH (media + S.D. di 3 esperimenti indipendenti). Sono mostrati immunoblot
rappresentativi. * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001. E) Espressione di IGFIR e IR nelle cellule

derivanti dalla coltura primaria di ACC silenziate per FLNA. Il silenziamento di FLNA induce un

aumento dell’espressione di IGF1R rispetto alle cellule controllo.
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4.3 Il silenziamento di FLNA aumenta gli effetti proliferativi di IGF2

Abbiamo successivamente esaminato gli effetti del silenziamento di FLNA sulle
risposte intracellulari generate da IGF2.

Il silenziamento di FLNA aumenta significativamente la proliferazione nelle H295R
(130£13.4% vs cellule controllo, p<0.01) (Fig.3A) e determina nelle SW13 un incremento
basale della proliferazione (131.2+6.7% vs cellule controllo, p<0.001) ed un innalzamento
degli effetti mitogenici di IGF2 (144.3+23.8% vs cellule controllo stimolate con IGF2,
p<0.05) (Fig.3B).

Al contrario, gli esperimenti condotti sulle H295R sull’attivita della caspasi 3/7
hanno evidenziato che il knockdown di FLNA non altera I"apoptosi (Fig.3C).

In accordo, misurando lo stato di fosforilazione di ERK ed AKT, abbiamo trovato
che il silenziamento di FLNA induce nelle H295R un aumento del rapporto p-ERK/total
ERK (1.3+0.1-volte vs cellule controllo, p<0.01), ma non di p-AKT/total AKT (Fig.3D&E).

In linea con questi risultati, abbiamo osservato che nella coltura primaria derivante
da ACC il silenziamento di FLNA aumenta fortemente la fosforilazione di ERK, sia in
assenza dell’incubazione con IGF2 (4.3-volte vs cellule controllo) sia dopo aggiunta di
IGF2 nel mezzo di coltura (2.2-volte vs cellule controllo stimolate con IGF2) (Fig.3F).

A causa della rarita degli ACCs, abbiamo deciso di replicare gli esperimenti di
proliferazione in colture primarie derivanti da adenomi del surrene le quali, esprimendo
maggiori quantitativi di FLNA rispetto agli ACCs (vedi paragrafo 5 dei risultati), risultano
inoltre pit1 idonee agli esperimenti di silenziamento. In accordo con i risultati ottenuti con
la coltura primaria ottenuta dal carcinoma surrenalico, abbiamo osservato che il
silenziamento di FLNA aumenta sia la fosforilazione di ERK (2.68+1.18-volte vs cellule
controllo, p<0.05) (Fig.3G) che la proliferazione cellulare (127.6+14.3% vs cellule controllo,
p<0.01) (Fig.3H).
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Fig.3: Il silenziamento di FLNA potenzia gli effetti di IGF2 sulla proliferazione cellulare e la
fosforilazione di ERK. Saggi di proliferazione nelle cellule H295R (A) e SW13 (B) silenziate per
FLNA. Le cellule SW13 sono state stimolate 0 no con IGF2 100 ng/ml per 24h. La BrdU e stata
aggiunta per 2h alle cellule silenziate ed e stata misurata la sua incorporazione nel DNA di nuova
sintesi. Gli esperimenti sono stati ripetuti almeno 3 volte ed ogni condizione analizzata in
triplicato. I valori rappresentati (+ S.D.) sono espressi come percentuale rispetto al basale C-

siRNA. * = p<0.05, ** = p<0.01, ** = p<0.001 C) Il knockdown di FLNA non espleta effetti
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sull’apoptosi cellulare. E stata misurata l'attivita della caspasi-3/7. I dati sono rappresentati come
media + S.D. di 3 esperimenti indipendenti. Ogni condizione ¢ stata analizzata in quintuplicato.
D&E) Le proteine sono state estratte da cellule H295R silenziate per FLNA. Le membrane sono
state incubate con 'anticorpo diretto contro p-ERK, strippate e re-incubate con l’anticorpo anti-
total ERK oppure incubate con I’anticorpo p-AKT (Ser473), strippate e ibridate con total AKT. Sono
mostrati gli immunoblot rappresentativi e le analisi densitometriche di p-ERK normalizzato su
total ERK e p-AKT normalizzato su total AKT (media + S.D. di 3 esperimenti indipendenti). ** =
p<0.01 vs cellule controllo. F) Rapporto tra p-ERK e total ERK nelle cellule derivanti dalla coltura
primaria di ACC silenziate per FLNA e incubate o meno con IGF2 100 ng/ml per 10 min. I valori
presenti sopra le immagini del western blot indicano l’analisi densitometrica di p-ERK
normalizzato su total ERK. G) Western blot rappresentativo con correlata analisi densitometrica
del rapporto tra p-ERK e total-ERK nelle cellule derivate dalle colture primarie di ACAs silenziate
per FLNA. I valori rappresentano la media (+ S.D.) di 4 ACAs. * = p<0.05 vs cellule controllo. H)
Saggio di proliferazione nelle cellule derivate dalle colture primarie di ACAs silenziate per FLNA
e stimolate con IGF2 100 ng/mL per 24h. Il silenziamento di FLNA induce un aumento della
proliferazione cellulare rispetto alle cellule controllo. I valori rappresentano la media (+ S.D.) di 4

ACAs espressi come percentuale rispetto al basale C- siRNA. ** = p<0.01.
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4.4 |1l silenziamento di FLNA potenzia gli effetti antiproliferativi degli
inibitori di IGF1R Linsitinib e NVP-ADW742

Per valutare il ruolo di FLNA nel modulare gli effetti antiproliferativi degli inibitori
di IGF1R, abbiamo usato sia il Linsitinib, un inibitore di IGF1R e di IR, che NVP-ADW742,
un inibitore selettivo di IGF1R (Mitsiades 2004), al fine di discriminare lo specifico ruolo di
IGFIR rispetto ad IR.

Nelle H295R silenziate per FLNA la pilt bassa concentrazione di Linsitinib che ha
effetti antiproliferativi dopo 24h di incubazione e 0.1 uM (-9.9+4% proliferazione vs basale,
p<0.001), mentre nessun effetto e stato osservato in queste condizioni sperimentali nelle
cellule trasfettate con il controllo negativo (Fig.4A). Inoltre, e stato dimostrato che la dose a
1 uM riduce la proliferazione cellulare del 38.2+16.6% vs basale (p<0.001) nelle cellule
silenziate per FLNA e del 22.2+13.5% nelle cellule controllo (p<0.001 vs basale e p<0.05 vs
cellule silenziate) (Fig.4A).

Le cellule SW13 non sono invece risultate responsive a basse dosi di Linsitinib
(Fig.4B). In maniera interessante, una significativa riduzione della proliferazione cellulare
e stata osservata alla dose a 5 uM nelle cellule silenziate per FLNA (-37.3+9.4% vs basale,
p<0.05) ma non nelle cellule controllo. Tuttavia, questa concentrazione e superiore alla
concentrazione massima 3.1 uM rilevata nel sangue dei pazienti sottoposti allo studio di
fase III e corrispondente all’assunzione di due dosi giornaliere da 150 mg raccomandate
dallo studio di fase II sul Linsitinib. (Fassnacht 2015, Puzanov 2015). Non possiamo
escludere effetti tossici nelle cellule trattate con concentrazioni piu elevate di 5 uM.

Nelle H295R, 'NVP-ADW742 induce alla dose a 0.5 uM una diminuzione della
proliferazione cellulare nelle cellule silenziate per FLNA (-24.6+13.5% vs basale, p<0.05) e
solo una leggera riduzione non significativa nelle cellule controllo. Inoltre, a 1 pM risulta
piu efficiente nelle cellule silenziate (46.3+16.1% proliferazione cellulare, p<0.001 vs basale)
rispetto alle cellule controllo (-26.5+13.8%, p<0.001 vs basale and p<0.05 vs cellule
silenziate) (Fig.4C).
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In maniera analoga a quanto osservato per il Linsitinib, le SW13 non sono responsive alle
basse dosi di NVP-ADW?742, ma e stata osservata una forte riduzione della proliferazione
cellulare in entrambe le condizioni (cellule silenziate per FLNA e controllo) a 5 uM e 10
uM (Fig.4D).

Tutti questi dati suggeriscono che il knockdown di FLNA sia in grado di potenziare

gli effetti degli inibitori sia di IGFIR/IR che di IGF1IR sulla proliferazione cellulare delle
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Fig.4: Il silenziamento di FLNA aumenta gli effetti antiproliferativi del Linsitinib e di NVP-
ADW?742. Saggi di proliferazione delle H295R e SW13. Le cellule silenziate per FLNA sono state
incubate per 24h con o senza Linsitinib (A&B) o NVP-ADW742 (C&D) alle concentrazioni
indicate. Le SW13 sono inoltre state stimolate con IGF2 100 ng/ml per ulteriori 24h. La BrdU e stata
aggiunta per 2h. I valori rappresentano la media (+ S.D.) espressa come % rispetto al basale. Tutti
gli esperimenti sono stati ripetuti almeno 3 volte e ogni condizione ¢ stata effettuata in triplicato. *

= p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001 vs condizione basale. §, p<0.05 vs controllo negativo.
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4.5 Gli effetti di IGF2 e Linsitinib sulla fosforilazione di ERK nelle cellule
A7 ed M2

Negli esperimenti da noi condotti abbiamo ottenuto un’efficienza di silenziamento
di FLNA nelle H295R e nelle SW13 di circa il 90%. Per testare quindi gli effetti di una
completa assenza di FLNA abbiamo usato le cellule umane di melanoma M2,
completamente mancanti dell’espressione di FLNA, e come controllo il loro subclone A7,
in cui I'espressione di FLNA e stata stabilmente reintrodotta (Cunningham 1992). Queste
cellule esprimono IGFIR a livelli simili sia in condizioni basali che dopo stimolo con IGF2
per 24h (Fig.5A). Le immagini derivanti dal western blot evidenziano che IGF2 e capace di
aumentare la fosforilazione di ERK nelle cellule M2 mancanti di FLNA (2.1+0.5-volte vs
basale, p<0.05), ma non nelle A7 confermando quindi il ruolo di FLNA nell’ostacolare il
signalling di IGFIR solo erk specifica (Fig.5B). In aggiunta, solo le cellule M2 sono
responsive agli effetti inibitori del Linsitinib sulla fosforilazione di ERK in presenza di

IGF2 (-81.6+32% vs cellule trattate solo con IGF2, p<0.01) (Fig.5B).
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Fig.5: Effetti dell’IGF2 e del Linsitinib sulla fosforilazione di ERK nelle cellule di melanoma A7
ed M2. A) L’espressione di FLNA non impatta sull’espressione basale di IGFIR. Le cellule sono
state incubate con IGF2 100 ng/ml per 24h. Il grafico mostra la quantizzazione di IGFIR
normalizzata su GAPDH (media + S.D. di 3 esperimenti indipendenti). B) Analisi al western blot
della fosforilazione di ERK. Le cellule M2 (prive dell’espressione di FLNA) e A7 sono state

pretrattate con Linsitinib 1 uM per 24h e poi stimolate con IGF2 100 ng/ml per 10 min. Le
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membrane sono state incubate con 1’anticorpo anti p-ERK, strippate e re-incubate con total ERK. Il
grafico mostra l'analisi densitometrica di p-ERK normalizzata su total ERK (media + S.D. di 3

esperimenti indipendenti). * = p<0.05, ** = p<0.01 vs basale.
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4.6 L’espressione di FLNA negli ACCs e negli ACAs e la correlazione
con il pathway di IGF

Abbiamo analizzato mediante western blot I'espressione di FLNA in 10 tessuti
derivanti da carcinomi del surrene e 10 derivanti da adenomi del surrene(Fig.6A). I livelli
di FLNA sono risultati altamente variabili nei campioni di ACC, ma significativamente pit
bassi rispetto agli ACAs (media del rapporto FLNA/GAPDH 0.37+0.38 negli ACCs e
0.90+0.63 negli ACAs, p<0.05) (Fig.6B). L’espressione invece di IGFIR e risultata
comparabile tra i due gruppi (media del rapporto IGFIR/GAPDH 0.129+0.126 per gli
ACCs e 0.190+0.185 per gli ACAs).

Dall’analisi statistica mediante coefficiente Spearman che ha evidenziato una
correlazione inversa tra il rapporto FLNA/IGFIR e FLNA/IR con p-ERK/total ERK negli
ACCs (-0.68 e -0.71 rispettivamente, p<0.05) ma non negli ACAs. Tale correlazione
suggerisce che bassi livelli di FLNA, in presenza di alti livelli di IGFIR e/o IR,

corrispondono ad un innalzamento del pathway di IGFIR negli ACCs.
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Fig.6: L’espressione di FLNA negli ACCs e negli ACAs. A) Immagini del western blot
rappresentative dell’espressione di FLNA, IGFIR, IR, p-ERK, total ERK e GAPDH in 10 ACCs, 10
ACAs e nelle H295R. B) Il grafico mostra le analisi densitometriche dell’espressione di FLNA e
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IGFIR normalizzate sul GAPDH (media + S.D.). * = p<0.05. Il lisato cellulare delle H295R e stato

incluso al fine di normalizzare tutte le bande rispetto allo stesso campione controllo.
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5. Discussione

I presente studio ha permesso di identificare la proteina del citoscheletro FLNA come un
repressore del pathway di IGF2 e ha dimostrato 'abilita di FLNA di influenzare il
signalling e la risposta alla terapia con gli inibitori di IGF1R e IGF1R/IR.

Negli ACCs I'IGF2, overespresso nel 90% dei casi, e responsabile della crescita delle cellule
di carcinoma del surrene. Come precedentemente descritto, tale fattore di crescita lega
IGFIR inducendo l'attivazione del pathway delle MAPK e PI3K/AKT. Inoltre, esso
presenta un’affinita di legame anche per l'isoforma A del recettore dell’insulina (IRA), che
€ maggiormente espressa in tali tumori, ma ad oggi non € ancora noto come tale
interazione contribuisca agli effetti mitogenici di IGF2. Data la centralita di IGF2, numerosi
gruppi di ricerca hanno testato gli effetti degli inibitori di IGFIR ed IR osservando
promettenti effetti sulla riduzione della crescita tumorale sia in vitro che nel modello
murino (Almeida 2008, Barlaskar 2009). Tuttavia, nel trial clinico di fase III recentemente
condotto con linibitore Linsitinib, e stato evidenziato un effetto terapeutico
statisticamente significativo solo nel 3% dei pazienti (Fassnacht 2015).

A fronte di tale recente risultato, il nostro lavoro si pone nell’ottica di meglio comprendere
i meccanismi molecolari alla base del complesso pathway dell'IGF. A tal proposito sono
state utilizzate due diverse linee cellulari: le H295R e le SW13. Le H295R presentano
un’elevata espressione dell'IGF2, confermata in diversi lavori sia da un incremento
del'lRNA messaggero sia della proteina (Barlaskar 2009, Buck 2010, Logié 1999) e
rappresentano pertanto un buon modello per lo studio della regolazione dell'IGF nello
sviluppo di tali tumori. L'utilizzo delle SW13 come modello del carcinoma del surrene
risulta invece controverso in letteratura. Sono numerosi i lavori in cui vengono usate come
modello del carcinoma del surrene non funzionante, ma non ¢ chiaro se derivino da un
tumore primitivo della corteccia surrenalica o da metastasi insidiate nella corteccia del
surrene (Wang 2012). Essendo tuttavia una linea cellulare che esprime endogenamente

IGFIR ma non IGF2, il loro utilizzo ci ha permesso di testare gli effetti del silenziamento di
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FLNA in assenza di IGF2. In aggiunta, per testare gli effetti di FLNA in un modello piu
rappresentativo, abbiamo replicato i nostri esperimenti in colture primarie derivanti da
carcinomi ed adenomi del surrene.

Abbiamo innanzitutto dimostrato che FLNA interagisce con IGFIR nelle H295R
mediante PLA, un metodo che permette di detectare se due proteine sono ad una distanza
inferiore ai 40nm. Abbiamo inoltre constatato che IGF2 induce un effetto opposto nel
binding di FLNA con i due recettori IGFIR e IR. E in grado di aumentare !'interazione
IGFIR-FLNA e ridurre quella IR-FLNA.

Grazie al silenziamento di FLNA in entrambe le linee cellulari, abbiamo inoltre testato
I'effetto sull’espressione di IGFIR e IR in condizioni di stimolo con IGF2. Quest'ultimo
viene prodotto e secreto nel mezzo di coltura dalle H295R e dalle cellule derivanti dalla
coltura primaria di ACC mentre e stato aggiunto esogenamente nel terreno di coltura delle
SW13. Gli esperimenti condotti hanno rivelato che il silenziamento di FLNA, in condizioni
di stimolo con IGF2, e in grado di aumentare 1'espressione di IGFIR in entrambe le linee
cellulari e nella coltura primaria di ACC. Al contrario, l'espressione di IR risulta ridotta
nelle linee cellulari ed invariata nelle cellule derivanti dalla coltura primaria del carcinoma
del surrene. Per poter spiegare il meccanismo mediante il quale FLNA impatta
sull’espressione di IGF1R e IR, saranno necessari ulteriori esperimenti. Ad oggi, basandoci
sui dati pubblicati precedentemente, possiamo ipotizzare che FLNA, in condizioni di
stimolo con IGF2, sia in grado di promuovere la downregolazione di IGFIR e di
proteggere invece IR dalla degradazione. E stato infatti ampiamente dimostrato che FLNA
e direttamente coinvolta nella regolazione dei processi endocitici, nel trafficking post-
endocitico e nella downregolazione di differenti recettori presenti sulla membrana
cellulare (Peverelli 2012, Peverelli 2014, Treppiedi 2019, Pons 2017, Fiori 2009, Nakamura
2011). Tra questi vi e il recettore tirosin chinasico del fattore di crescita epiteliale (EGFR),
protagonista di un recente lavoro di Fiori et al, nel quale e stato visto che il recettore
necessita di FLNA per procedere verso il pathway di degradazione nelle cellule di

melanoma (Fiori 2009). Infatti, nelle linee cellulari di melanoma M2 (mancanti di FLNA)
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ed A7 (esprimenti FLNA), EGFR pur avendo lo stesso rate di endocitosi EGF mediata,
presenta nelle M2 una marcata resistenza alla degradazione rispetto alle A7. In accordo,
I’'EGFR internalizzato collocalizza con il marker lisosomiale LAMP-1 nelle cellule A7 ma
non nelle M2 (Fiori 2009). A fronte di tale lavoro, e possibile ipotizzare che nelle cellule di
carcinoma del surrene, in seguito al binding di IGF2, IGF1R recluti FLNA, che a sua volta
permette l'internalizzazione di IGFIR e l'inizio del successivo processo di degradazione.
L’ipotesi di un meccanismo agonista dipendente e supportata dall’osservazione che il
silenziamento di FLNA induce un effetto sui livelli di espressione di IGFIR solo in
presenza di stimolazione con IGF2, ma non in condizioni basali.

E importante inoltre sottolineare che per cid che concerne IR non sono disponibili in
commercio anticorpi in grado di distinguere le due isoforme IRA e IRB. Entrambe le
isoforme sono espresse nell ACC (De Martino 2019) ma mentre IRA stimola la
sopravvivenza e la proliferazione cellulare, IRB e maggiormente coinvolto nella
regolazione metabolica cellulare (Belfiore 2009). Dato che IRA, ma non IRB, ha un’elevata
affinita per IGF2 (Hakuno 2018, Vella 2018), possiamo ipotizzare che l'alterazione di IR,
indotta da IGF2, sia imputabile a IRA.

Abbiamo successivamente esaminato l'effetto dell’alterazione di espressione di FLNA
sugli eventi intracellulari. In entrambe le linee cellulari e nelle cellule derivate dalla coltura
primaria abbiamo osservato dopo knockdown di FLNA un aumento degli effetti di IGF2
sulla proliferazione cellulare e la fosforilazione di ERK. Al contrario, non abbiamo visto
effetti sulla fosforilazione di AKT e l'induzione della via apoptotica. Questo aumento
selettivo di uno specifico pathway indica che gli effetti osservati non sono semplicemente
il risultato di un aumento dell’espressione di IGF1R ma sono anche dovuti ad un’assenza
di un’attivita regolatoria negativa della FLNA sulla cascata delle MAPK. Tale effetto
inibitorio osservato nel carcinoma del surrene era stato gia visto precedentemente nelle
cellule di carcinoma del colon, dove il silenziamento di FLNA induce un’attivazione di

EGFR, AKT ed ERK (Wang 2019). Al contrario, in altri tumori FLNA gioca un ruolo
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opposto. Per esempio, il knockdown di FLNA nel polmone del topo determina riduzione
dell’attivazione di ERK e AKT (Nallapalli 2012).

Nel complesso, questi risultati suggeriscono che FLNA nel carcinoma del surrene ¢ un
repressore specifico del signalling IGF2 indotto. In assenza di FLNA, l'aumentata
espressione di IGFIR, associata alla perdita dell’attivita regolatoria di FLNA sul pathway
di ERK, concorre alla promozione della crescita cellulare IGF2 indotta. Dato che in assenza
di FLNA [lespressione di IR e notevolmente bassa, abbiamo ritenuto opportuno
considerare trascurabile invece il contributo di IR alla crescita cellulare. In accordo con
quanto da noi osservato, in uno studio precedente era stato dimostrato che la perdita di
Flna determina un innalzamento del signalling di IGFIR nelle cellule progenitrici
neuronali (Houlihan 2016). Inoltre, un simile ruolo di FLNA nel regolare ERK ma non
AKT era stato descritto nelle cellule di melanoma A7 ed M2 con regolazione del signalling
del recettore IR (He 2003). Gli autori hanno mostrato che le cellule M2, mancanti di FLNA,
esibiscono un normale signalling di IR mentre nelle A7, esprimenti FLNA, non si ha
fosforilazione della tirosina Shc insulina-dipendente ed attivazione di ERK. Tuttavia non
sono state osservate alterazioni nella fosforilazione dell'IRS1 o dell’attivazione della
cascata del fosfatidilinositolo-3 chinasi/AKT. E altresi importante notare che essi osservano
una ridotta traslocazione di Shc, SOS1 ed ERK ai lipid raft in presenza di FLNA. Inoltre,
hanno dimostrato che l'overespressione di un frammento C terminale di FLNA nelle
cellule epatiche HepG2 blocca I'interazione IR-FLNA e potenzia l’attivita di ERK ma non
di AKT, suggerendo quindi che FLNA interagisce con IR per esercitare un effetto inibitorio
sul pathway delle MAPK (He 2003).

Dato che FLNA impatta negativamente sull’attivazione dell’asse IGF2/IGFIR,
abbiamo deciso di testare un possibile ruolo di FLNA nel determinare la risposta delle
cellule di ACC agli inibitori di IGF1R. I nostri risultati mostrano che la perdita di FLNA
nelle H295R aumenta la risposta cellulare al Linsitinib, inibitore di IGFIR e IR, e all'NVP-
ADW?742, specifico inibitore di IGFIR. In particolare, il silenziamento di FLNA rende le

cellule responsive a concentrazioni pilt basse degli inibitori. Inoltre, alla concentrazione ad
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1uM linibizione e significativamente piu elevata nelle cellule silenziate rispetto al
controllo. Le SW13 non sono invece responsive ad entrambi gli inibitori se consideriamo il
range di concentrazioni massime riscontrate nel plasma umano (1.7-3.1 uM) e
corrispondenti all’assunzione delle due dosi giornaliere da 150mg ciascuna raccomandate
dallo studio di fase II sul Linsitinib (Fassnacht 2015, Puzanov 2015), tuttavia alla dose a 5
1M, il Linsitinib esplica un significativo effetto antiproliferativo solo in assenza di FLNA.

Per poter studiare al meglio gli effetti della completa assenza di espressione di
FLNA abbiamo usato la linea cellulare di melanoma M2, deficiente per 1'espressione di
FLNA, e confrontato i risultati con il suo subclone, le cellule A7, in cui l'espressione di
FLNA e stata stabilmente reintrodotta (Cunningham 1992). Queste linee cellulari
esprimono IGFIR a livelli comparabili sia in condizioni basali che dopo stimolo con IGF2,
suggerendo che gli effetti di FLNA sulla regolazione dell’espressione di IGFIR dopo
legame con l'agonista, sono specifici delle cellule di ACC. Gli esperimenti condotti ci
hanno permesso di confermare il ruolo di FLNA come soppressore del signalling di
IGFIR. IGF2 e in grado di indurre la fosforilazione di ERK nelle M2 ma non nelle A7. In
aggiunta, le cellule A7 sono completamente resistenti agli effetti inibitori del Linsitinib,
mentre l'attivazione di ERK e fortemente ridotta nelle cellule M2, in linea con quanto
osservato nelle cellule di ACC silenziate per FLNA.

Infine, le analisi condotte sui campioni di tessuto di carcinoma del surrene
supportano quanto osservato nelle linee cellulari. Sebbene 1'espressione di FLNA sia
variabile negli ACCs, la sua espressione media e significativamente ridotta rispetto a
quella degli ACAs, supportando I'idea di un aumento dell’attivazione dell’asse dell’ IGF2
che deriva dai nostri risultati in vitro. In accordo con i dati in letteratura, abbiamo
osservato un’espressione di IGF1R comparabile tra i due gruppi (Almeida 2008). Tuttavia,
il rapporto FLNA/IGFIR e inversamente correlato con il rapporto ERK fosforilato/ERK
totale negli ACCs ma non negli ACAs. Questo suggerisce che bassi livelli di FLNA negli
ACCs, in presenza di elevata espressione di IGFIR, aumentano il signalling di IGF2 ed in

particolar modo la via di ERK. A causa del basso numero di campioni di ACC non sono
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state condotte analisi di correlazione tra le caratteristiche clinico-patologiche e
I'espressione di FLNA. Saranno pertanto necessari ulteriori indagini su una maggiore
coorte di pazienti al fine di confermare i dati ed evalutare 1'utilizzo di FLNA come nuovo
fattore prognostico per gli ACCs.

Complessivamente questi dati supportano il ruolo di FLNA nel ridurre sia gli effetti
mitogenici di IGF2 che l'efficacia degli inibitori di IGFIR. Possiamo ipotizzare che in
assenza di FLNA il pathway IGF2/IGF1R rappresenti il meccanismo centrale per la crescita
del tumore e che in queste condizioni I'inibizione di IGFIR possa raggiungere un impatto
maggiore sulla proliferazione cellulare. La perdita di FLNA puo quindi rappresentare un
nuovo biomarcatore predittivo per l'identificazione di una sottopopolazione di pazienti

nei quali la terapia con i target di IGF1R possa essere efficace.
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