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INTRODUZIONE

IL MELANOMA: EPIDEMIOLOGIA E FATTORI DI RISCHIO

Il melanoma ¢ un tumore maligno ad alta aggressivita e rapida crescita cellulare
che origina dal melanocita. Negli ultimi 50 anni ¢ stata osservata un’incidenza
raddoppiata ed uno sviluppo maggiore di qualsiasi altro tumore maligno, ad
eccezione del cancro del polmone nella donna (1). Inoltre, nonostante 1 recenti
progressi nello sviluppo di nuove strategie terapeutiche, 1 pazienti affetti da
malattia in stadio avanzato presentano comunque una prognosi infausta (2).
Negli Stati Uniti, il melanoma ¢ al quinto posto nei maschi e al sesto nelle donne
tra 1 tumori maligni piu frequenti, con un’incidenza ed una mortalita per anno,
rispettivamente, del 18,3 e del 2,7 ogni 100.000 abitanti (3); inoltre, rappresenta
il 2-3% dei tumori maligni nel Nord dell’Europa e negli USA; il tasso di
incidenza maggiore si osserva nella regione Australiana del Queensland.
Sebbene colpisca soggetti di ogni sesso ed eta, il picco di incidenza ¢ compreso
tra i35 ed 1 50 anni. Prevale leggermente nel sesso maschile e diversa ¢ la sede
di origine del tumore primitivo tra i due sessi: nelle donne, infatti, ¢
rappresentata dagli arti inferiori, negli uomini dal tronco.

Secondo molti Autori, 1’insorgenza del melanoma potrebbe essere messa in
relazione al danno ossidativo indotto dall’esposizione ai raggi ultravioletti, in
particolare se intensa ed intermittente e, soprattutto, alla sovraesposizione in eta

pediatrica, mentre 1’esposizione cronica al sole sembra favorire 1’'insorgenza di



carcinomi cutanei. L’uso di lettini e lampade abbronzanti ¢ associato ad un
maggiore rischio di melanoma, specie se 1’esposizione ai raggi ultravioletti
artificiali ¢ prolungata ed iniziata precocemente. Altri importanti fattori di
rischio sono rappresentati dalle caratteristiche fenotipiche (carnagione chiara e
capelli biondi o rossi, facilita alle scottature solari e difficolta ad abbronzarsi), le
lentiggini solari, il numero ed il tipo di nevi (ricordiamo, ad esempio, che i nevi
congeniti giganti ed 1 nevi displastici comportano un rischio aumentato di
sviluppare questa neoplasia), la storia familiare o personale di melanoma (4-6).

La frequenza del melanoma familiare varia dal 5 al 10%.

TIPI DI MELANOMA

Il melanoma puo insorgere sia su un nevo preesistente che su cute sana.

Origina dai melanociti dello strato basale dell’epidermide e si sviluppa secondo
due diverse modalita di crescita: radiale (od orizzontale) e verticale. Nella
crescita radiale 1l tumore mostra una diffusione laterale, con minima
penetrazione nel derma. La crescita verticale si puo verificare primitivamente o
manifestarsi come un momento successivo ed evolutivo della forma radiale;
questa seconda evenienza implica la progressione del tumore ¢ la selezione di un
clone nuovo, piu aggressivo, con diffusione nel derma e negli strati sottostanti.
Questi due modelli non solo hanno conseguenze cliniche molto diverse, ma
presuppongono I’esistenza di melanociti differenti sul piano biologico.

Vengono riconosciute 4 varianti anatomo-cliniche piu frequenti di melanoma:



1) lentigo maligna melanoma (inizialmente a crescita orizzontale);

2) superficial spreading melanoma (inizialmente a crescita orizzontale);

3) melanoma acrale lentigginoso (inizialmente a crescita orizzontale);

4) melanoma nodulare (a crescita verticale fin dall’inizio).

La lentigo maligna melanoma (figura 1) coinvolge il volto, in particolare le
regioni zigomatiche e riguarda soprattutto 1 pazienti anziani. Si presenta come
una lesione pigmentata piana che si allarga gradualmente, con un colore che
varia, nel contesto della lesione, dal marrone chiaro allo scuro o al nero; 1
margini sono irregolari, seghettati o intaccati. Viene denominata lentigo maligna
quando la lesione ¢ solo a crescita orizzontale. Nel caso in cui si ispessisca e
diventi invasiva si definisce lentigo maligna melanoma. La lentigo maligna ¢
anche denominata Hutchinson’s melanotic freckle o melanosis circumscripta
precancerosa di Dubreuilh, che ¢ la forma che si pud definire degenerativa, da
mettere in relazione ai carcinomi cutanei sia per oncogenesi (danno cronico) sia
per prognosi.

Istologia: ¢ associata ai reperti tipici del danno attinico, quali D’atrofia
epidermica e ’elastosi solare. La lesione ¢ caratterizzata da iperproliferazione di
melanociti atipici, situati prevalentemente lungo lo strato basale dell’epidermide
che coinvolge, caratteristicamente, anche lo strato basale del follicolo pilifero;
essi presentano nuclei irregolari ed ipercromici € mostrano tipicamente una

marcata vacuolizzazione citoplasmatica. Con il progredire della lesione, nidi di



cellule atipiche si raccolgono a livello della giunzione dermo-epidermica, spesso
assumendo forma fusata.

Il melanoma a diffusione superficiale o SSM (superficial spreading melanoma)
(figura 2) colpisce in genere soggetti piu giovani. Ha ’aspetto iniziale di una
macula pigmentaria con margini irregolari, con sfumature di vario colore,
marroni o nere, alternate ad aree di colorito bluastro; successivamente puod
diventare invasivo, mostrando una nodulazione nel suo contesto.

La prognosi ¢ migliore durante la fase di accrescimento orizzontale, peggiore
nella successiva fase di sviluppo verticale.

Istologia: non ¢ di solito associato a segni di grave danno attinico. Cellule
anomale, isolate o raccolte in nidi, sono irregolarmente distribuite in tutta
I’epidermide, spesso coinvolgendo gli strati superiori con aspetto simile al
morbo di Paget (da cui la denominazione alternativa di melanoma pagetoide). Le
cellule sono voluminose con abbondante citoplasma e nuclei vescicolari,
pleomorfi, con nucleoli prominenti eosinofili. La pigmentazione ¢ variabile, ma
spesso marcata. In fase invasiva, D’infiltrazione neoplastica ¢, in genere,
costituita da cellule epitelioidi.

Il melanoma acrale lentigginoso (figura 3) inizialmente ha un aspetto simile alla
lentigo maligna, ma [D’invasione e la nodulazione con conseguente
metastatizzazione sono precoci. Si localizza elettivamente alle acrosedi (piedi), e

puo anche interessare il letto ungueale; in questo caso 1’'unghia si presenta



pigmentata, non cresce, la lamina ungueale mostra modificazioni di forma, si
fissura e si possono osservare delle emorragie in trasparenza.

Istologia: la variante piu comune ¢ caratterizzata dalla presenza di epidermide
iperplastica e di melanociti atipici situati nello strato basale dell’epidermide, ma
anche negli strati superiori, incluso il corneo. Si osserva pleomorfismo cellulare
con nuclei ipercromici e nucleoli voluminosi, sono frequenti le mitosi. E’
comune il reperto contemporaneo di nidi di cellule sia epitelioidi che fusate,
mentre, nello stadio invasivo, si riscontrano prevalentemente cellule fusate.
Caratteristiche le creste epidermiche prominenti e spesso fuse.

Il melanoma nodulare (figura 4) puo insorgere come una lesione primitiva o puo
svilupparsi da un nevo nevocitico pigmentato; non ha una fase di crescita
orizzontale, ma cresce velocemente in senso verticale sin dall’inizio. Si presenta
come una papula che gradualmente diventa nodulare e pud successivamente
sanguinare, ulcerarsi e, quindi, metastatizzare; puo anche essere acromico fin
dall’inizio.

Istologia: ¢ associato ad attivita giunzionale e a vari gradi di infiltrazione
epidermica e dermica da parte di cellule tumorali pleomorfe. Queste ultime
possono avere un abbondante citoplasma e nuclei voluminosi con nucleoli
eosinofili (tipo epitelioide) o assumere forma fusata. Si possono notare

numerose mitosi spesso atipiche.



Figura 1: lentigo maligna melanoma




Figura 3: melanoma acrale lentigginoso

Figura 4: melanoma nodulare
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STADIAZIONE DEL MELANOMA

Attualmente, i1l parametro prognostico maggiormente considerato e validato
statisticamente ¢ lo spessore di Breslow, ossia la profondita di invasione del
melanoma, misurato in millimetri, a partire dalla strato granuloso
dell’epidermide (7). Successivamente, a questo indice ¢ stato aggiunto il
parametro dell’ulcerazione, anch’esso valutato istologicamente ed inserito nella
stadiazione del melanoma del 2002; infine, nell’ultima revisione della
stadiazione da parte dell’AJCC (American Joint Committee on Cancer) del 2009
¢ stato introdotto un nuovo parametro istologico di grande rilievo quale il
numero di mitosi, sostituendo il livello di Clark. (8) La stadiazione attuale non si
discosta in modo sostanziale dalla precedente del 2002, introducendo come
unica novita, la valutazione del numero di mitosi per definire la categoria T.
Pertanto 1 parametri considerati sono:

1) lo spessore del melanoma, la presenza di ulcerazione ed il numero di mitosi
per mm” per definire la categoria T

2) il numero di linfonodi metastatici e la distinzione tra micrometastasi e
macrometastasi per definire la categoria N

3) la sede delle metastasi a distanza e la presenza di elevati livelli sierici di

lattico deidrogenasi (LDH) per definire la categoria M.
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Classificazione TNM

T1 <1 mm

T2  1,01-2mm

T3 2,01-4 mm

T4 >4 mm

N1 1 linfonodo

N2 2-3 linfonodi

N3

A: senza ulcerazione

B: ulcerato o con n° di mitosi per mm® > 1
A senza ulcerazione

B: con ulcerazione

A senza ulcerazione

B: con ulcerazione

A: senza ulcerazione

B: con ulcerazione

A: con micrometastasi

B: con macrometastasi

A: con micrometastasi

B: con macrometastasi

C: con metastasi in transito/satelliti
senza metastasi ai linfonodi

4 o piu linfonodi metastatici, linfonodi
conglobati, 0 con metastasi

in transito/satelliti con metastasi

linfonodali
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Mla

MIlb

Mlc

metastasi a distanza a livello di cute,
tessuto sottocutaneo o linfonodi
normali livelli sierici di LDH
metastasi polmonari

normali livelli sierici di LDH

ogni altra sede di metastasi viscerale
normali livelli sierici di LDH
qualunque sede di metastasi a distanza

elevati livelli sierici di LDH
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Stadi

TA melanoma localizzato, di spessore inferiore ad Imm, senza ulcerazione né
mitosi (T1a NO MO)

IB melanoma localizzato, di spessore inferiore ad 1mm, con ulcerazione o con
numero di mitosi >1 per mm* (T1b NO MO) oppure con spessore compreso tra
1.01-2.0 mm senza ulcerazione (T2a NO MO)

ITA melanoma localizzato, di spessore compreso tra 1.01-2.0mm, con
ulcerazione (T2b NO MO) oppure di spessore compreso tra 2.01-4.0mm senza
ulcerazione (T3a NO MO)

I1B melanoma localizzato, di spessore compreso tra 2.01-4.0mm, con
ulcerazione (T3b NO MO) oppure di spessore superiore a 4.0mm senza
ulcerazione (T4a NO MO0)

IIC melanoma localizzato, di spessore superiore a 4.0mm, con ulcerazione
(T4b NO MO0)

ITITA melanoma di qualunque spessore, non ulcerato, con metastasi

microscopiche al massimo in tre linfonodi, senza metastasi a distanza (T1-4a

Nla MO ; T1-4a N2a MO0)

IIIB melanoma di qualunque spessore, ulcerato, con metastasi microscopiche
al massimo in tre linfonodi, senza metastasi a distanza (T1- 4b N1a MO; T1- 4b
N2a MO0) oppure melanoma di qualunque spessore, non ulcerato, con metastasi

macroscopiche al massimo in tre linfonodi (T1-4a N1b MO; T1-4a N2b MO)
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oppure melanoma di qualunque spessore, non ulcerato, con metastasi in transito
o satelliti, senza evidenza di metastasi ai linfonodi o a distanza (T1-4a N2¢c MO0)
IIIC melanoma di qualunque spessore, ulcerato € non, con metastasi in quattro
o piu linfonodi, oppure con metastasi in transit o satelliti con metastasi
linfonodali, senza metastasi a distanza (ogni T N3 MO0) oppure melanoma di
qualunque spessore, ulcerato, con metastasi macroscopiche al massimo in 3
linfonodi senza metastasi a distanza (T1-4b N1b/ N2b M0) oppure melanoma di
qualunque spessore, ulcerato, con metastasi in transito o satelliti senza metastasi
linfonodali (T1-4b N2c MO0)

IV  melanoma con metastasi a distanza (ogni T ogni N M1); la categoria M
viene suddivisa in tre sottogruppi (Mla, M1b, Mlc) in base alla sede delle
metastasi e ai livelli sierici di LDH; tuttavia dal momento che le differenze di
sopravvivenza tra queste tre categorie sono scarse, non esiste alcun sottogruppo

nell’ambito del IV stadio (9).
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DIAGNOSI DEL MELANOMA

L’individuazione del melanoma deve essere quanto piu possibile precoce e deve
basarsi sull’esame clinico, coadiuvato dall’esame dermatoscopico.

La dermatoscopia si avvale di uno strumento di osservazione (dermatoscopio)
che combina ingrandimento della lesione ed eliminazione dell’interfaccia strato
corneo/aria, fornendo importanti informazioni. Tuttavia, come il semplice esame
clinico, presenta dei limiti e non offre le stesse possibilita dell’istologia, poiché
si tratta di una tecnica basata sull’osservazione in trasparenza di piani orizzontali
sovrapposti (dove un piano pigmentato nasconde gli altri) e su un’analisi di
colore piuttosto che citologica.

La dermatoscopia resta, comunque, un’indagine di grande importanza, dal
momento che fornisce un numero di informazioni maggiore rispetto a quelle
ottenute con la sola osservazione clinica e offre dati spesso rassicuranti rispetto
alla prima impressione circa una lesione pigmentaria. Inoltre, esiste uno stretto
accordo tra 1 criteri classificativi della dermatoscopia e quelli istologici in un
gran numero di lesioni cutanee.

Numerosi criteri dermoscopici € metodi semiquantitativi sono stati valutati per
discriminare tra lesioni pigmentarie benigne e maligne, allo scopo di porre
diagnosi di melanoma sempre piu precocemente (10-18), il che rimane
I’obiettivo fondamentale da perseguire, dal momento che il melanoma si puo
considerare complessivamente non chemioresponsivo né radioresponsivo. La

strategia terapeutica, pertanto, prevede di base il trattamento chirurgico, il piu
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possibile tempestivo e radicale. Si procede, quindi, all’allargamento della
precedente cicatrice chirurgica, il quale dovra essere condotto in modo che 1
margini di cute indenne siano sufficientemente ampi, ovviamente in base allo
spessore della neoplasia.

Per i pazienti con malattia allo stadio IA (spessore <Imm e assenza di fattori
prognostici negativi), I’escissione chirurgica sembra essere sufficiente. Per i
pazienti con malattia allo stadio IB-II, oltre all’exeresi ¢ necessario effettuare
anche 1’esame del linfonodo sentinella: si definisce linfonodo sentinella (LS), il
linfonodo che per primo drena la linfa di un certo territorio cutaneo. La
valutazione del LS consentirebbe di predire con buona accuratezza se il
melanoma abbia metastatizzato o meno nel bacino linfonodale di pertinenza, in
quanto la diffusione metastatica ai linfonodi non sarebbe un evento casuale ma
procederebbe in modo sequenziale, interessando dapprima il/i linfonodo/i
sentinella e successivamente quelli a livello piu alto. L’ipotesi € che, se il LS ¢
indenne, lo saranno anche gli altri linfonodi della stessa stazione; al contrario, se
nel LS sono presenti cellule metastatiche, esse dovrebbero essere presenti anche
negli altri linfonodi della stazione indagata: in tal caso si dovra procedere ad una
linfoadenectomia elettiva del bacino linfonodale interessato (19). Questa tecnica
¢ stata introdotta da Morton nel 1992 (20). Tuttavia, ¢ riportata in letteratura la
possibilita di un linfonodo sentinella falso negativo, cio¢ la prima ripetizione di

malattia proprio nello stesso bacino linfonodale sede della biopsia del LS che era
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risultato negativo. Questa possibilitd si osserva maggiormente in caso di
presenza di ulcerazione del melanoma primitivo (21).

L’exeresi chirurgica rappresenta una scelta fondamentale anche in caso di
metastasi “in transit” o metastasi a distanza (cutanee, cerebrali e polmonari),
ammesso che il numero delle lesioni la renda praticabile. La linfadenectomia,
invece, costituisce il provvedimento di scelta in caso di ripetizioni ai linfonodi
regionali.

Un numero significativo di pazienti, tuttavia, nonostante un corretto e puntuale
trattamento chirurgico, progredisce comunque dallo stadio iniziale di malattia
verso stadi piu avanzati. La metastatizzazione pud avvenire per contiguita, per
via linfatica (satellitosi, metastasi in transit, metastasi ai linfonodi locoregionali)
e per via ematica. [ siti pit comunemente colpiti dalle metastasi sono,
nell’ordine, cute, sottocute, linfonodi (42-59%), polmoni (18-36%), fegato (14-
20%), encefalo (12-20%), ossa (11-17%) e apparato digerente (1-7%) (22).
Nelle fasi avanzate di malattia gli indici di sopravvivenza sono particolarmente
deludenti: infatti, il melanoma allo stadio IV (AJCC 2001) (9) presenta una
sopravvivenza globale a 5 anni inferiore al 10%, con tempo medio di
sopravvivenza valutato intorno a 5-7 mesi (23).

Il melanoma metastatico ¢ una malattia sistemica e come tale il suo trattamento
elettivo ¢ quello medico per via generale. Purtroppo, attualmente le percentuali
di risposta completa e parziale dopo trattamento medico, non superano il 40-50

%, con durata di risposta valutata intorno ai 10-12 mesi. Alcuni pazienti, pero,
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presentano risposte complete di lunga durata (“long responders”) (24, 25).
Pertanto, pur con tutte le limitazioni sopraesposte, la terapia medica del
melanoma nelle fasi avanzate di malattia resta un’arma terapeutica importante

da conoscere ed utilizzare.
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BIOLOGIA E GENETICA DEL MELANOMA

Il ciclo cellulare ¢ un processo geneticamente controllato, costituito da una serie
di eventi coordinati e legati tra loro, dai quali dipende la corretta proliferazione
delle cellule eucariotiche. Gli eventi molecolari che controllano il ciclo cellulare
sono ordinati e direzionali: ogni processo ¢ la diretta conseguenza dell'evento
precedente ed ¢ la causa di quello successivo.

Affinché I’informazione genetica venga correttamente trasmessa dalla cellula
madre alle cellule figlie, il genoma deve essere prima duplicato durante il
periodo di tempo denominato fase S e, in seguito, i cromosomi devono essere
segregati nelle due cellule figlie durante la fase M. La fase M ¢, a sua volta,
composta da due processi strettamente collegati: la mitosi, durante la quale 1
cromosomi della cellula sono divisi tra le due cellule figlie e la citodieresi, che
comporta la divisione fisica del citoplasma della cellula. Esiste una fase
chiamata GO in cui la cellula arresta il proprio ciclo cellulare.

Nel ciclo cellulare sono presenti dei punti di controllo o checkpoints, localizzati
a livello delle transizioni G1/S e G2/M. Infatti, tra le fasi S ed M c1 sono
normalmente due periodi di tempo detti "gap": Gl fra la fine della mitosi e
I’inizio della fase S e G2 fra il termine della fase S e ’inizio della fase M.
Esistono regolatori molecolari del ciclo cellulare, quali cicline, chinasi ciclina-
dipendenti (CDKs) e inibitori del ciclo cellulare.

Durante il ciclo cellulare, le cicline si legano ed attivano le rispettive chinasi

ciclina-dipendenti, inducendo la fosforilazione e la secrezione delle proteine
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bersaglio che stimolano la progressione del ciclo cellulare. Al contrario, gli
inibitori del ciclo cellulare bloccano I’attivita dei complessi ciclina-CDK e
antagonizzano eventi quali la promozione della crescita e la fosforilazione:
un’alterata regolazione del ciclo cellulare e delle sue componenti puod
comportare un’incontrollata proliferazione cellulare con conseguenze disastrose,
come accade nelle neoplasie. Queste alterazioni nel controllo del ciclo cellulare
rappresentano uno dei meccanismi chiave alla base dell’oncogenesi del
melanoma.

Il melanoma rappresenta una patologia complessa, nella quale intervengono

presumibilmente sia mutazioni genetiche germinali che somatiche (figura 5).
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Figura S : vie di segnale e mutazioni (germinali e somatiche) coinvolte nel melanoma
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Mutazioni germinali nel melanoma

Nel melanoma familiare sono state riscontrate con elevata frequenza alterazioni
del locus CDKN2A (figura 6), localizzato sul cromosoma 9p21 (26-28), il quale,
a sua volta, controlla le proteine RBI1 (retinoblastoma 1) e p53. Il locus

CDKN2A presenta una struttura inusuale, poiché codifica per 2 proteine

INK4A ARF,

sovrapponibili ma ben distinte: pl6 e pl4™"; questo grazie all’utilizzo

alternativo di due diversi esoni, che sono I’esone Ela per la proteina pl6™ <" ¢
I’esone Elb per pl14*%" (29). Sebbene siano strutturalmente molto diverse,
entrambe le proteine agiscono come regolatori negativi del ciclo cellulare: la
p16™* inibisce 1’attivazione di CDK4 ¢ CDK6 da parte della ciclina D1
(CCND1), prevenendo, in questo modo, la successiva fosforilazione di RB1;
quest’ultimo, non fosforilato, sequestra il fattore di trascrizione E2F
impedendogli, cosi, di indurre la progressione del ciclo cellulare dalla fase G1
alla fase S. L’assenza di una proteina pl6™~** funzionante, invece, comporta
una iperfosforilazione di RBI1, con conseguente rilascio di E2F e mancata

inibizione della progressione del ciclo cellulare. La proteina pl14*%*

regola
I’attivita della proteina p53 tramite I’inibizione di MDM?2 (Murine Double
Minute 2 Protein”), una ubiquitin-ligasi in grado di avviare la proteina p53 alla
degradazione attraverso proteosomi; livelli elevati di p14*%" stabilizzano la p53,

WAF1/CIP1 S I .
1 /CP1 " un inibitore del ciclo

permettendo 1’induzione della proteina p2
cellulare che blocca la fosforilazione di RB1 mediata dal complesso

CDK2/ciclina E (CCNE]). In assenza di una pl4™*" funzionante, si verifica
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un’incontrollata ubiquitinazione e degradazione di p53, il che comporta

WAF1/CIP1
1 , la conseguente

I’inibizione dell’induzione della proteina p2
iperfosforilazione di RB1 e, in ultima analisi, la progressione del ciclo cellulare.

Un'altra mutazione riscontrata con minor frequenza nei melanomi familiari

riguarda il CDK4, localizzato sul cromosoma 12q14 (30-33).

Figura 6: Il locus CDKN2A ed il controllo del ciclo cellulare

Piotaasame

Sekulic A et al. for the melanoma study group of the Mayo Clinic Cancer Center. Malignant melanoma in the

21st century: the emerging molecular landscape. Mayo Clin Proc. 2008;83(7):825-846
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Mutazioni somatiche del melanoma

Le principali vie di segnale implicate nell’oncogenesi del melanoma cominciano
attualmente ad essere chiarite. Gli eventi fondamentali nello sviluppo e nella
progressione del melanoma possono essere suddivisi nelle seguenti categorie:
proliferazione cellulare, segnali di sopravvivenza, cooperazione tra le vie RAS-
RAF-MAPK e PI3K/AKT, alterazione di geni implicati nella differenziazione
del melanocita, invasione ed adesione cellulare e attivazione dei recettori dei

fattori di crescita.

Proliferazione cellulare

La via di trasduzione del segnale MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase),
altresi nota come via RAS/RAF/MEK/MAPK (figura 7), riveste un ruolo chiave
nella proliferazione di molte neoplasie, incluso il melanoma (34).

La cascata € iniziata dalla stimolazione, attraverso vari fattori di crescita, di
recettori tirosin-chinasici di membrana; la stimolazione dei recettori attiva RAS,
una proteina esistente in tre isoforme (HRAS, KRAS e NRAS). In seguito
all’attivazione di quest’ultima, si forma un complesso tra RAS stessa e una delle
isoforme della serin-treonin-protein chinasi RAF: ARAF, BRAF e CRAF; la
formazione di questo complesso determina I’attivazione di RAF; a questo punto,
il segnale ¢ trasdotto attraverso la fosforilazione di MEK (MAPK/ERK chinasi,
anche nota come MAP2K), una serin/treonin chinasi presente in due isoforme

(MEK1 e MEK?2). La fosforilazione stimola 1’attivita chinasica di MEK che, a
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sua volta, fosforila le isoforme di MAPK (anche nota come ERK), MAPK3
(anche chiamata ERK1) e MAPK1 (nota anche come ERK2) (29).

Una volta attivate, MAPK3 ¢ MAPK1 inducono una serie di processi, inclusa la
proliferazione cellulare e la protezione dall’apoptosi.

In caso di melanociti normali e nevi benigni, I’attivazione di queste vie ¢
finemente regolata e, in assenza di ulteriori modificazioni oncogeniche,
tipicamente conduce alla senescenza cellulare (35, 36).

Diverse alterazioni nella via MAPK, che ne determinano I’iperfosforilazione,
rappresentano la base per la proliferazione e la sopravvivenza delle cellule di
melanoma in oltre il 90% dei casi (37).

Le piu frequenti alterazioni che conducono all’iperattivazione di tale via sono le
mutazioni di BRAF, che ne determinano 1’attivazione costitutiva.

Fino al 70% dei melanomi ¢ caratterizzato da mutazioni di BRAF, mentre non si
osservano mutazioni di ARAF e CRAF (38).

Nei nevi benigni BRAF ¢ frequentemente mutato ma queste lesioni pigmentarie
raramente evolvono verso la malignita, suggerendo la necessita di ulteriori
insulti genetici per la trasformazione maligna.

Sia nel melanoma che nei nevi la piu frequente mutazione di BRAF consiste
nella sostituzione di una valina con un glutammato in posizione 600 (V600E).
BRAF mutato ¢ essenziale per la crescita del melanoma e stimola la

proliferazione e la sopravvivenza MAPK-mediate (39).

26



Mutazioni sono anche frequenti in NRAS, che giustifica dal 15% al 30% dei casi
di melanoma, mentre le mutazioni delle altre forme di RAS sono rare (38, 40-
42).

Come le mutazioni attivanti di BRAF, NRAS mutato causa [’attivazione
costitutiva della via MAPK. In assenza di inibitori del ciclo cellulare, come la
proteina pl6™**, RAS pud indurre la proliferazione del melanoma e

giocherebbe un ruolo di primo piano nella sopravvivenza della neoplasia (40,

43).
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Figura 7: Le vie MAPK e PI3K/AKT
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Sekulic A et al. for the melanoma study group of the Mayo Clinic Cancer Center. Malignant melanoma in the

21st century: the emerging molecular landscape. Mayo Clin Proc. 2008;83(7):825-846
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Segnali di sopravvivenza

L’apoptosi rappresenta un processo fisiologico chiave nel mantenimento
dell’omeostasi e della crescita tissutale. Due vie principali, quella intrinseca e
quella estrinseca, convergono in piu punti verso il risultato finale, rappresentato
dall’apoptosi stessa (figura 8). Entrambe le vie sono influenzate da segnali di
sopravvivenza aberranti, che sembrano essere implicati nella resistenza del
melanoma alle terapie antitumorali convenzionali (44-46).

La via estrinseca ¢ attivata dal legame di FAS o TRAIL ligando ai rispettivi
recettori (DR4 o DRSY); questo stimola a sua volta il reclutamento di FADD e
I’attivazione della caspasi 8, che ¢ regolata da cFLIP (noto anche come CFLAR)
¢ da fattori di crescita attraverso la via MAPK. L’attivazione della caspasi 8
comporta il clivaggio della caspasi 3, che inizia processi proapoptotici multipli,
inclusa la stimolazione del clivaggio del DNA (29).

Attraverso la via intrinseca, invece, [’attivazione di AKT stimola la
fosforilazione di BAD, che consente a BCL2 di esercitare 1 suo1r effetti
antiapoptotici bloccando la proteine proapototiche NOXA ¢ BAX.

Tuttavia, BAD defosforilato blocca BCL2 tramite eterodimerizzazione
(BAD/BCL2), il che consente alle proteine proapototiche di formare dei pori nei
mitocondri. Questo processo rilascia fattori apoptotici dallo spazio
intermembranario mitocondriale, inclusi citocromo C (Cyt C), APAF1 e caspasi
9. Questi fattori formano il cosiddetto “apoptosoma”, che stimola ’apoptosi

attraverso il clivaggio della caspasi 3 (29).
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Figura 8: Vie di apoptosi
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Nel melanoma, i1 segnali di sopravvivenza che si realizzano attraverso
PI3K/AKT antagonizzano la via intrinseca dell’apoptosi (47).

Attraverso le interazioni con 1 recettori attivati dei fattori di crescita, PI3K
catalizza la produzione di fosfatidilinositolotrifosfato (PIP3) attraverso Ia
fosforilazione di fosfatidilinositolo (PI), fosfatidilinositolofosfato (PIP), e
fosfatidilinositolodifosfato (PIP2) (48). Questo processo ¢ antagonizzato dalla
fosfatasi PTEN, che rimuove 1 gruppi fosfato.

Con la produzione di PIP3, AKT ¢ trasferito alla membrana cellulare, dove ¢
attivato da PDK1 (noto anche come PDPK1); I’attivazione risultante di AKT
prolunga la sopravvivenza cellulare attraverso [’inattivazione di BAD e
I’attivazione del fattore di trascrizione FOXO1 (anche noto come FKHR), che
comporta la sintesi di proteine antiapoptotiche (47, 49).

L’inattivazione di PTEN, che comporta un aumento dell’attivita di AKT,
sarebbe implicata in oltre il 20% dei melanomi al IV stadio (50).

Per quanto riguarda la via estrinseca, I’espressione dei recettori TRAIL-RI1 e
TRAIL-R2 (rispettivamente DR4 e DRS5) potrebbe avere un ruolo nella
progressione del melanoma metastatico. Sia DR4 che DRS5 sono ridotti nel

melanoma metastatico rispetto al melanoma primitivo e ai nevi (51).
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Cooperazione tra le vie RAS-RAF-MAPK e PI3K/AKT

La via RAS/RAF/MAPK non ¢ esclusivamente proliferativa e la via PI3K/AKT
non ¢ completamente antiapoptotica. Nel melanoma, I’interazione tra queste due
vie promuove tumorigenesi, crescita, chemioresistenza, invasione, migrazione e
disregolazione del ciclo cellulare.

Oltre a regolare Iattivita di PI3K, la proteina PTEN gioca un ruolo
fondamentale nella modulazione della via MAPK e nel blocco della
progressione cellulare in G1/S attraverso I’overespressione dell’inibitore CDK,
p27*"! (noto anche come CDKN1B) (49).

RAS puo anche legare e attivare PI3K, aumentando I’attivita di AKT. Questi
dati suggeriscono che le mutazioni di PTEN e RAS siano ridondanti: infatti, la
presenza contemporanea di mutazioni a carico sia di PTEN che di NRAS nelle
stesse linee cellulari ¢ rara (52).

Alterazione di geni implicati nella differenziazione del melanocita

Uno tra i geni piu importanti implicati nella differenziazione delle cellule
melanocitarie ¢ il MITF (53, 54).

La trascrizione di MITF ¢ regolata da numerosi promotori, quali CREB1 e f3
catenina (figura 9). Il primo viene attivato a seguito della cascata di segnali
avviata dal legame di a-MSH al proprio recettore; il secondo, invece, viene
sovraespresso nelle cellule melanocitarie quando la sua via fisiologica di

degradazione (tramite fosforilazione) viene inibita da eventi mutazionali (29).
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La proteina MITF fosforilata ¢ maggiormente attiva come fattore trascrizionale;
fisiologicamente, agisce da promotore per numerose proteine proprie del
melanocita, quali tirosinasi, Melan-A, MART-1 e HMB-45 (55), ma anche per
proteine proapoptotiche come BCL-2 (56). La fosforilazione di MITF ¢
fisiologicamente controllata dalla via MAPK che, come gia detto, ¢ iperattivata

nelle cellule di melanoma (29).

33



Figura 9: La via di MITF
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Invasione e adesione cellulare

La morbilita e mortalita del melanoma sono una diretta conseguenza
dell’invasione locale e della diffusione metastatica. Nei melanociti, le caderine
di superficie sono state ben studiate come diretti mediatori di adesione cellulare
e come componenti delle vie di segnale che influenzano la differenziazione (29).
Il dominio extracellulare delle caderine si lega ad altre caderine presenti sulla
superficie di altri tipi cellulari e le alterazioni nell’espressione delle caderine
influenzano I’interazione delle cellule con I’ambiente circostante. In particolare,
I’espressione delle E-caderine nei melanociti media la loro associazione con i
cheratinociti, prevenendo la proliferazione dei melanociti stessi € mantenendo la
differenziazione melanocitaria attraverso diversi segnali (57).

La progressione dalla fase di crescita radiale a quella di crescita verticale del
melanoma ¢ caratterizzata dalla perdita di E-caderine, con conseguente rottura
dell’interazione melanocita-cheratinocita e aumento dell’espressione delle N-
caderine; una riduzione dell’espressione delle E-caderine aumenta la
disponibilita intracellulare della [-catenina che, a sua volta, incrementa

I’espressione di geni come MITF (58-60).
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Attivazione dei recettori per i fattori di crescita

La trasduzione del segnale attraverso le vie RAS/RAF/MEK/MAPK e
PI3K/AKT ¢ innescata attraverso ’attivazione dei recettori dei fattori di crescita
stimolati dai rispettivi ligandi. Sebbene fisiologicamente altamente regolate,
queste proteine possono essere disregolate da diversi meccanismi nel melanoma.
La stimolazione di fattori come C-MET (anche noto come MET), recettore per il
fattore di crescita dei fibroblasti (FGF) e, soprattutto, I’'IGF1 costituisce un
importante stimolo attraverso cui entrambe le vie (RAS/RAF/MEK/MAPK e
PI3K/AKT) possono essere attivate senza mutazioni di RAS o RAF (29).
Sebbene il ruolo di insuline-like growth factor receptor 1 (IGFIR) e dei suoi
ligandi sia ancora oggetto di studio, sono recentemente emersi dati interessanti;
ad esempio, nei melanociti, IGF1 ¢ fondamentale per la crescita delle cellule sia
nei nevi che nel melanoma allo stadio iniziale. Inoltre, IGF1 e IGFIR sono
espressi da tutte le cellule melanocitarie.

La perdita di espressione di IGF1R, utilizzando small interfering RNA, conduce
all’apoptosi delle cellule di melanoma, sia wild type che con mutazioni di RAS
o RAF (61).

La tabella 1 riassume le principali mutazioni genetiche nel melanoma cutaneo.
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Tabella 1: Mutazioni genetiche nel melanoma cutaneo

Ciene Mechanism Frequency Reference(s)

NEAS Activating muration; (61K most commaon mination 36'% in congeniral nevi
33% in primaries
6% in metstases

BRAF Consttutve acdvadon; VOOIE most common mutation (6% in melanomas 05, 188
H2'% in benign nevi

PTEN Inacrivarion by deletion, mutation 30—40% in cell lines 1015, 140
10% in primaries

pHA™RET T Inacrivarion by mmation, delesion, promoter methylation | 30-70% in melanomas 1%

APAFI Tnactivation by loss of herarozyeosity; also by methvlakon | 42% in melanomas 189

MITF Gene amplificadon 11% in primaries 38
15% in memstases

BCL-2 Gene amplification =% of melanomas 63

KT Activating mutations; gene amplificatdon 28% melinomas on sun-damaged skin 16%
(-18%: in henign nevi

TPi3 Mumation or deletion 1-5% in primarics 128, 129
11-25% in metismses

ARTI Activation 43—67% in sporadic melanomas 1910
4% in benign nevi

m TOR Activation 73% in melanomas: 152

T7% im sitn melanomias
67% invasive melanoimas
75% merascases

Ahbrevizrions: BCT-2, B cell lympluma=2; MITE, microphchalmia transerpoon facoe; i TOR, mammalian earger of rapanyein, FTEN, phispharase

and wensin homoleg: TF33, mmor prowsin 53

Nageatte Ibrahim and Frank G. Haluska. Molecular Pathogenesis of Cutaneous Melanocytic Neoplasms Annu.

Rev. Pathol. Mech. Dis. 2009. 4:551-79
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IL SISTEMA DEI FATTORI DI CRESCITA INSULINO-SIMILE

Il sistema dei fattori di crescita insulino-simile (IGFs, Insulin-like Growth
Factors) riveste un ruolo particolarmente significativo nella crescita e nella
funzionalita di molti tipi cellulari.

Gli studi condotti con topi knockout (KO), in cui sono stati disattivati
selettivamente alcuni geni specifici (IGF, IGFR, BP) confermano 1’importante
ruolo di questi fattori nella crescita, nella differenziazione e nella sopravvivenza
cellulare (62-63).

Gli IGFs esistono in tre isoforme: IGF-1 e IGF-2, caratterizzate in dettaglio, con
il 62% di omologia, e IGF-3, meno conosciuta.

IGF-1 ¢ un peptide di 70 amminoacidi (765 kDa) importante per la normale
crescita durante la vita postnatale, nonché per lo sviluppo e la differenziazione
di molti organi e sistemi (64).

IGF-2 ¢ un peptide di 67 amminoacidi (747 kDa) che riveste un ruolo
particolarmente significativo nello sviluppo ed € espresso in elevate quantita nei
tessuti fetali (65-68); alcuni studi suggeriscono che IGF-2 potrebbe controllare
la crescita fetale regolando la sintesi di glicogeno, giocando, cosi, un ruolo di
primo piano nel passaggio dalla vita fetale a quella postnatale.

Nel sistema degli IGFs rientrano, inoltre, altri fattori: due recettori cellulari di
membrana, IGF1R e IGF2R, nonché 7 proteine di legame, le IGF binding
proteins 1-7 (IGFBP 1-7) (69). Studi recenti hanno, inoltre, aggiunto nuovi

membri alla famiglia degli IGF: il recettore correlato al recettore per ’insulina
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(insulin-receptor-related receptor, IRR), varie proteine correlate alle IGFBPs
(IGFBP-rP) e diverse proteasi di IGFBP (64).

Le localizzazioni geniche di IGF-1 e IGF-2 si trovano rispettivamente sul
cromosoma 12 e 11, 1.4 kb a valle del gene dell’insulina. Il gene di IGF-1 ha
due promotori, mentre IGF-2 ne ha quattro (P1-P4) (70). L’utilizzo alternativo
dei promotori e lo splicing della regione in 5’ non tradotta che origina esoni
comuni codificanti, determinano la produzione di trascritti comuni. Sono stati
descritti numerosi elementi cis (siti di legame al DNA per 1 fattori
transregolatori) e fattori trascrizionali (TF) che regolano il promotore P3. Nel
segmento prossimale al promotore P3 sono presenti elementi cis e potenziali TF
coinvolti nella regolazione dell’attivita dello stesso (71). La trascrizione di IGF-
2 ha inizio dal promotore P1 nel tessuto adulto, mentre nel tessuto fetale
comincia dai promotori P3-P4 e incrementa nei tessuti neoplastici.

Una volta prodotti, gli IGFs vengono liberati in circolo, dove si legano alle
IGFBPs, le quali ne modulano Dattivita: solo 1’1-2% degli IGFs circola in forma
libera, mentre approssimativamente il 20% ¢ legato alle proteine IGFBP-I,
IGFBP-2 o IGFBP-4, che li trasportano ai loro target cellulari. L’80% ¢
associato a IGFBP-3, che risulta glicosilata nella porzione N-terminale (72), e
previene 1’azione dei recettori per IGF nell’indirizzare la cellula verso la
proliferazione e sopravvivenza (73).

Le funzioni biologiche degli IGFs si svolgono sia con meccanismo autocrino

che paracrino/endocrino a seconda che 1 tessuti bersaglio siano gli stessi che le
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producono (autocrino) o siano tessuti differenti (paracrino se gli IGFs
raggiungono tali tessuti attraverso il liquido extracellulare, endocrino se li
raggiungono tramite trasporto ematico) (71).

La maggior parte dei tessuti adulti non esprime IGF-2 e la forma prevalente in
circolo durante 1’eta adulta ¢ rappresentata da IGF-1 (74): I'IGF-1 circolante ¢ la
sua principale proteina di trasporto, I’'IGFBP-3, sono significativamente correlati
alla secrezione di ormone somatotropo (GH) (75) e vengono utilizzati anche

come marker dello stato del GH in caso di anomalie della crescita (76-78).

I recettori degli IGFs e le vie di segnalazione

Gli IGFs svolgono la propria azione legandosi a specifici recettori della
superficie cellulare. Sono noti 3 recettori diversi: IGFIR, IGF2R e il recettore
dell’insulina (IR). IGF1R ¢ il recettore che media maggiormente 1’effetto degli
IGFs (79).

Sia IGFIR che IGF2R sono glicoproteine localizzate sulla membrana. La prima
¢ espressa in molti tessuti eccetto quelli che rispondono all’azione dell’insulina,
come tessuto adiposo e fegato, ed ¢ un tetrametro costituito da due subunita a e
due subunita B. La subunita a contiene una porzione extracellulare che permette
I’interazione con il ligando, mentre la subunita B presenta un dominio di
membrana e un dominio intracellulare catalitico. A causa dell’elevata analogia
strutturale meta IGF1R (a-f) si associa a meta IR (a-f) per formare un recettore

ibrido (0,3;). IGF1R presenta un’elevata affinita per IGF-1 e IGF-2.

40



IGF2R ¢ un monomero costituito da una singola catena polipeptidica con
un’unita extracellulare ripetitiva (79), molto simile, dal punto di vista strutturale,
al recettore del mannosio 6-fosfato (80).

IGF2R lega con maggiore affinita IGF-2 rispetto a IGF-1; lega anche proteine
contenenti il mannosio-6 fosfato, mentre non ha alcuna affinita per 1’insulina.
Questo recettore ¢ associato con [D’internalizzazione e la degradazione
lisosomiale dei ligandi (79). I domini tirosin-chinasici dell’IGFIR e dell’IR
mostrano omologia di sequenza piu elevata se paragonata a quella che si osserva
nella regione ricca di cisteina della subunita a e nel dominio C-terminale. Le
differenze presenti in o determinano 1’affinita dell’IGF1R e dell’IR per I'IGF o
per ’insulina, mentre quelle nella subunita B determinano una divergenza delle
vie di segnalazione, che culminano negli effetti mitogeni ed antiapoptotici,
tramite I’IGF1R, ed in quelli metabolici tramite I’[R.

L’espressione di IGF-1R ¢ regolata dagli ormoni steroidei e dai fattori di
crescita. Inoltre, questa puo essere controllata negativamente dalle IGFs, inibita
dai soppressori tumorali, quali la proteina p53 e WT1 (la proteina del tumore di
Wilms). I meccanismi molecolari che permettono 1’espressione di IGF2R non
sono ben noti, sebbene alcuni studi sostengano l’ipotesi di una regolazione
positiva da parte dell’insulina e degli IGFs (80).

Il legame degli IGFs al recettore IGF1R puo attivare diverse vie di trasduzione
del segnale, tra le quali due sono le meglio caratterizzate (figura 10). Un

percorso attiva le proteine Ras, Raf e la proteina chinasi mitogena, raggiungendo
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il nucleo cellulare dove viene stimolata la trascrizione di geni coinvolti nella
proliferazione cellulare (81).

Un altro percorso ¢ mediato dall’attivazione della fosfoinositolo-3-chinasi che
attraverso le chinasi AKT e TOR porta alla stimolazione della sintesi proteica,
con effetti mitogenici e antiapoptotici. Al contrario, il legame di IGF-2 al
recettore IGF2R non produce eventi di signaling, ma induce la degradazione di
IGF-2 stesso, riducendone cosi la funzionalita. Per tale ragione, IGF2R ¢

considerato un soppressore tumorale (70).

Il ruolo di IGFIR nella trasformazione maligna ¢ ben documentato ed ¢ stato

ridiscusso da diversi Autori (81).
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Figura 10: attivazione Ras, Raf e protein chinasi mitogena (Nat Rev Cancer, 2004)
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L’IGFI1R ¢ overespresso in diverse line cellulari tumorali (82-84): un disordine a
carico del gene per IGF1R, che sopprime I’espressione di IGF1R e ne inibisce,
cosi, le funzioni, puo abolire le trasformazione cellulare (85); infatti, le linee
cellulari di fibroblasti derivanti da embrioni di topo in cui il gene per IGF1R ¢
danneggiato, non possono essere trasformate da oncogeni (86-88).

La capacita di IGF1R di promuovere la crescita e di mantenere la trasformazione
cellulare ¢ 1l risultato della sua potente attivita antiapoptotica. Queste
caratteristiche sono state dimostrate in diversi sistemi (89-91). Il numero dei
recettori IGFIRs sulla superficie cellulare ¢ il fattore piu importante nel
determinare la sopravvivenza cellulare (92). La via del segnale di IGFIR puo
indurre diversi effetti, inclusa differenziazione, trasformazione e prevenzione
dell’apoptosi. I fattori che possono influenzare questi effetti non sono ancora
ben noti, ma il recettore 1 per I’insulina (insulin receptor substrate 1, IRS1)
sembra essere coinvolto; in assenza di IRS1, 'IGFIR trasmette un segnale che
promuove la differenziazione. Al contrario, quando IRS1 ¢ espresso, il segnale ¢
mitogenico ed antiapoptotico (92).

In seguito all’autofosforilazione ed all’attivazione dell’lGFIR, vengono
fosforilati vari substrati intracellulari, fra cui IRS-1, IRS-2, Shc ¢ Grb10 (93).
IRS-1 interagisce a sua volta con proteine di adesione, integrine, antigeni T e
media il legame della subunita p85 della fosfatidilinositolo 3-chinasi (P13-K) al
complesso dell’lGFIR, determinando la stimolazione della via Akt/proteina

chinasi B e la disattivazione delle vie apoptotiche (93-95).
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In risposta all’interazione con il ligando di IGFIR, vengono inoltre attivate Raf,
Ras e le MAP chinasi, e la specifica stimolazione delle diverse vie determina i
differenti effetti degli IGF sulle cellule bersaglio (93-96). Quindi, 1 due
principali substrati, IRS e Shc, mediano molti degli effetti di crescita e
differenziazione degli IGF tramite I'IGF 1R, attivando vari effettori a valle.

La diversa disponibilita di substrati interagenti pud determinare [’effetto
biologico finale dell’attivazione dell’lGF1R: qualora predomini IRS-1, le cellule
tendono a proliferare e a trasformarsi; in caso di predominanza di Shc (Src-
homology-2 and collagen homology domain protein), le cellule tendono a
differenziarsi (97).

Diversi studi (94-96) sostengono che, in risposta all’attivazione dell’IGFI1R,
vengano attivate piu vie di segnalazione che culminano nella protezione della
cellula dall’apoptosi.

La principale via di segnalazione che determina la protezione dall’apoptosi si
ritiene mediata dalla P-I3 chinasi, seguita dall’attivazione della Aky/proteina
chinasi B, culminante nella fosforilazione di BAD (membro della famiglia BCL-
2 che forma un dimero con BCL-2 determinandone 1’inattivazione) (94-96). La
fosforilazione di BAD inattiva questa proteina neutralizzante, quindi BCL-XL e
BCL-2 si rendono disponibili per inibire 1’apoptosi.

Sono state descritte almeno altre due vie, fra cui 1’attivazione della via delle
MAP chinasi e la traslocazione mitocondriale di Raf, che culminano entrambe

nella fosforilazione di BAD (95): I’attivazione di piu vie di segnalazione tramite
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I’IGF1R, che convergono tutte nella fosforilazione della proteina BAD,
conferisce quindi a questo recettore un potente ruolo antiapoptotico.

L’inibizione dell’espressione del recettore Fas (98) e/o la riduzione dei livelli di
ossido nitrico in risposta all’IGF1 (98-100) sono altri meccanismi che mediano
gli effetti anti-apoptotici dell’IGF1R.

Mentre le vie che mediano gli effetti proliferativi e quelli differenziativi sono
chiaramente separate, altrettanto non si puo dire per cio che riguarda le vie che
mediano gli effetti proliferativi e antiapoptotici. Tuttavia, studi recenti
suggeriscono che 1 domini dell’lGF1R che mediano gli effetti anti-apoptotici
siano distinti da quelli che attivano la proliferazione (100); la PI3-k potrebbe
mediare principalmente gli effetti antiapoptotici, mentre le MAPK quelli
proliferativi.

I dati presenti in letteratura indicano inoltre che 1’asse IGF/IGF1R non solo
media gli effetti mitogeni degli IGF, ma anche di numerosi altri oncogeni e
fattori di crescita, fra cui il proto-oncogene c-myb (101), il fattore di crescita
derivato dalle piastrine (PDGF), il fattore di crescita dell’epidermide (EGF), il
fattore di crescita dei fibroblasti (bFGF) (102-103), I’ormone somatotropo (GH),
gli ormoni estrogeni (104) e ’oncogene virale SV40-antigene T (105).

Quindi, si sta evolvendo il concetto che gli IGF, tramite I’'IGF1R, svolgano il
ruolo di fattore di crescita capace di mediare gli effetti mitogeni di numerosi
fattori di crescita ed oncogeni, e che potrebbero di conseguenza essere necessari

per sostenere la progressione del ciclo cellulare di quasi tutte le cellule, normali
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e neoplastiche, oltre ad essere critici per la trasformazione delle cellule tramite
oncogenesi virale o cellulare (106).

Poiché I'IGF-1 e I'IGF-2 proteggono la cellula da diversi stimoli apoptotici,
come I’etoposide, I’iperespressione di c-myc, la sottrazione di fattori di crescita,
I’attivazione di Fas e 1’esposizione ai raggi UV-B, ¢ possibile che i potenti
effetti anti-apoptotici dell’IGFIR facilitino la trasformazione ed amplificazione

cellulare.

Le IGF-binding proteins

Sono state finora identificate sette IGFBPs (indicate con numero arabo da
IGFBP-1 a IGFBP-7) , con una struttura proteica ben conservata (figura 11).

I domini C-terminale ed N-terminale contengono diversi residui di cisteina
capaci di interagire per formare ponti disolfuro. La regione centrale ¢ variabile.
Nella regione C-terminale di diverse IGFBPs (IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5) si
trovano motivi di legame per I’eparina, che mediano D’interazione con i
proteoglicani nella matrice cellulare o con la superficie cellulare. Ad esempio,
tali motivi sono fondamentali per aumentare I’affinita di legame tra I'IGFBP-3 e
la superficie cellulare e diminuire quella con I’'IGF, che viene rilasciato in
circolo. Inoltre, alcuni residui nella regione C-terminale sono importanti per la
stabilita del complesso IGF-IGFBPs, poiché ne incrementano [I’affinita di
legame. La regione N-terminale, ben conservata nelle IGFBPs, contiene il sito
primario per l’interazione con le IGFs. Altri motivi strutturali nelle IGFBPs

includono una sequenza Arg-Gly-Asp (RGD) nella regione C-terminale
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(IGFBP-1 e IGFBP-2), importante per il legame con I’integrina e per

I’associazione cellulare (92).

Figura 11: struttura IGFBPs (Endocrine Reviews, 2009)
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Una volta tradotte, le IGFBPs possono subire modificazioni che accrescono
I’affinita per gli IGFs, la maggior parte delle quali interessano la regione
centrale variabile. Fosforilazione, proteolisi e glicosilazione sono le diverse
modificazioni che possono coinvolgere tali proteine. Ad esempio, IGFBP-3 puo
subire fosforilazione sul residuo della Ser156 (107). Inoltre, IGFBP-3, IGFBP-4,
IGFBP-5 e IGFBP-6 possono essere glicosilate: N-glicosilazioni (residui di Asp)
sono state trovate nelle prime due, mentre O-glicosilazioni (residui di Ser e Thr)
sono state riscontrate nelle ultime. IGFBP-3, ad esempio, contiene tre siti di N-
glicosilazione (Asp89, Aspl09, Aspl172); questa proteina ¢ presente nel siero in
forma quasi esclusivamente glicosilata. La glicosilazione non modifica
I’interazione con IGFs ma pud influenzare 1’associazione con la superficie
cellulare (108).

L’affinitd tra gli IGFs e le IGFBPs ¢ molto elevata (Kp = 107" M circa),
superiore a quella tra IGF e IGFIR (Kp= 10" M circa). Questo spiega il perché
gli IGFs in circolo e nei fluidi extracellulari si trovino quasi esclusivamente in
associazione con le IGFBPs.

L’espressione delle IGFBPs ¢ regolata da molteplici ormoni, inclusi estrogeni,
glucocorticoidi, ormoni paratiroidei, FSH, ormoni tiroidei, insulina, vitamina D
e cortisolo.

Le IGFBPs svolgono funzioni multiple e complesse, che possono dipendere o
meno dall’IGF. Per quanto riguarda la funzione IGF-dipendente, le IGFBPs

sono capaci di inibire o aumentare 1’azione degli IGFs, stimolando o inibendo di
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conseguenza la proliferazione cellulare. Tuttavia, le IGFBPs (in particolare
IGFBP-3) possono agire anche attraverso un meccanismo IGF-indipendente,
legandosi, come proteine secretorie, ai recettori sulla superficie cellulare per
attivare 1 pathway di trasduzione del segnale, essere internalizzate o indurre
I’apoptosi (109).

Formando complessi con gli IGFs, questi vengono veicolati dalle IGFBPs nel
siero, proteggendoli dalla degradazione e regolandone I’interazione con il
recettore. Quest’ultima non avviene finche gli IGFs sono complessati con le
IGFBPs; il rilascio degli IGFs puo avvenire in seguito a proteolisi delle IGFBPs
o in seguito all’associazione dell’IGFBPs con la membrana cellulare o la
matrice extracellulare. Tale associazione riduce ’affinita di legame fra IGFBPs
(in particolare IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3 ¢ IGFBP-5) e IGFs, determinando

il rilascio di questi ultimi.

IGFBP-3

IGFBP-3 ¢ un peptide di 264 aminoacidi, codificato da un gene di 8,9 kb che
comprende cinque esoni, uno dei quali contenente esclusivamente sequenze 3’
UTR, mentre gli altri quattro hanno il loro omologo nelle altre IGFBPs. Il gene
per IGFBP-3 ¢ espresso in un vasto numero di tessuti come un singolo mRNA di
2,6 kb. La relativa abbondanza del mRNA per IGFBP-3 nel fegato ¢ in accordo
con I’ipotesi che la sintesi epatica sia la fonte principale dell’lGFBP-3 circolante

(80). In circolo molti IGFs formano un complesso ternario (150 kDa) con
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IGFBP-3 ed una subunita acido labile (ALS), espressa sia nel fegato che nel rene
(110).

L’azione dell’IGFBP-3 risiede nella capacita di formare un complesso con IGF-
1 o IGF-2, impedendone il legame con IGF-R e inibendo la proliferazione e la
sopravvivenza cellulare (109). Quando IGFBP-3 interagisce con la superficie
cellulare ¢ capace di regolare I’azione degli IGFs.

Come gia accennato, diverse evidenze dimostrerebbero che, oltre al suo ruolo di
modulazione delle funzioni di IGF e alle attivita IGF-dipendenti, IGFBP-3
avrebbe un’attivita antiproliferativa diretta, il che ne rifletterebbe una capacita
intrinseca (111) o un’attivita probabilmente mediata dal legame a specifici
recettori di superficie cellulare (112-114).

Alcuni Autori hanno dimostrato 1’effetto antiproliferativo in vitro di IGBP-3 su
fibroblasti nei quali era stato precedentemente alterato I’IlGFR1, dimostrando
ulteriormente 1’indipendenza di questa risposta da IGF (115).

A supporto dell’ipotesi del ruolo di inibitore della crescita di IGFBP-3, ¢ stato
dimostrato che I’espressione dei geni per IGFBP-3 (116, 117) ¢ indotta da altri
fattori antiproliferativi, come TGFB (118), acido retinoico (119), tumour
necrosis factor-a (120), antiestrogeni (121), p53 (122) e analoghi della vitamina

D (123); inoltre, anche alcune citochine, come I’interleuchina 1 o 6, sono capaci

di elevare 1 livelli di IGFBP-3 (122).
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Gli effetti cellulari diretti di IGFBP-3 indipendenti da IGFIR richiedono spesso
un legame con la superficie cellulare, suggerendo la presenza, su quest’ultima,
di un recettore specifico per IGFBP-3.

Evidenze sempre crescenti suggeriscono che gli effetti antiproliferativi di
IGFBP-3 possano essere mediati attraverso 1’induzione dell’apoptosi. A
supporto di questa ipotesi esistono sia studi in vivo che in vitro. Sia IGF-1 che
IGF-2 sono noti come fattori di sopravvivenza per numerose specie cellulari e
proteggono le cellule da differenti stimoli apoptotici attraverso vie di
sopravvivenza cellulare mediate da IGFIR (124). Inoltre, la riduzione
quantitativa di IGFIR pud portare ad apoptosi, mentre un’overespressione di
IGFIR puo proteggere dall’apoptosi in vivo (125). Dunque, il sequestro degli
IGFs da parte di IGFBP-3 e la conseguente impossibilita di interazione con
IGFRI sembra inibire 1’induzione dell’apoptosi.

La piu forte evidenza della funzione proapoptotica diretta IGF indipendente di
IGFBP-3 proviene dagli studi di Rajah ef al, 1 quali hanno dimostrato
un’induzione dose-dipendente dell’apoptosi in risposta all’aggiunta di IGFBP-3
(50ng/ml-500ng/ml) ricombinante nelle cellule di carcinoma prostatico PC-3.
Questo effetto veniva solo parzialmente inibito dall’aggiunta di IGF e non
veniva eliminato in presenza di analoghi dell’IGF che non legano le IGFBPs,
suggerendo che quest’effetto sia IGF indipendente (126).

Studi recenti hanno dimostrato che esiste una via ras-dipendente coinvolta nella

regolazione della sensibilita cellulare all’effetto inibitorio di IGFBP-3 sulla
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sintesi del DNA. Le cellule epiteliali di mammifero MCF-10, se trasfettate con
un oncogene H-ras, diventano refrattarie all’azione inibitoria di IGFBP-3,
sebbene le stesse cellule, ma wild-type, siano inibite da concentrazioni di

IGFBP-3 inferiori a 10ng/ml (127).

IGFBP3: un mediatore di apoptosi

La proliferazione cellulare si ottiene dal bilanciamento tra divisione e morte
cellulare. La proteina IGFBP-3 pud modulare I’apoptosi: una via attraverso la
quale si puo verificare questa funzione ¢ il sequestro degli IGFs e il conseguente
blocco della loro attivita antiapoptotica (128). Tuttavia, effetti apoptotici di
IGFBP-3 sono stati riportati anche in cellule prive del recettore per IGF di tipo 1
(126) e in condizioni in cui I’'IGF-1 non potesse esprimere un effetto di
sopravvivenza (129), sottolineando 1’esistenza di una via d’azione IGF
indipendente per IGFBP-3.

La capacita antiproliferativa di IGFBP-3 ¢ stata valutata da diversi Autori. Una
delle pit importanti proteine umane di soppressione, p53, capace di mediare
I’arresto del ciclo cellulare e I’apoptosi, ¢ in grado di indurre il gene di IGFBP3
attivandone 1’espressione in risposta al danno al DNA da radiazioni ionizzanti
(130-133). Tuttavia, IGFBP-3 sembra in grado di indurre apoptosi anche
attraverso vie p53 indipendenti, dal momento che risulta attiva anche in linee

cellulari p53 negative (126, 133).
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Le proteasi che agiscono sulle IGFBPs

In varie condizioni, fisiologiche e patologiche, le IGFBPs possono essere
modificate mediante tagli proteolitici operati da diversi enzimi. La regolazione
della proteolisi delle IGFBPs ¢ complessa e variabile in base alle diverse
condizioni fisiologiche (70). Ad esempio, 1’antigene prostata-specifico (PSA),
una serin-proteasi, ¢ in grado di tagliare IGFBP-3 ¢ IGFBP-5; un’altra serin-
proteasi, il fattore di crescita y del nervo (che presenta il 65% di omologia con il
PSA) proteolizza sia I'lGFBP-4 che IGFBP-6; le catepsine D, G ed L sono
proteasi lisosomiali acide in grado di proteolizzare tutte le IGFBPs; le
metalloproteasi della matrice, inclusa la collagenasi interstiziale, la gelatinasi A,
la stromelisina 1, la tripsina e la gelatinasi B sono coinvolte nelle proteolisi
dell’IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4 ¢ IGFBP-5. 1l ruolo di proteolisi ¢ svolto
anche da plasmina, trombina e dalla proteina A plasmatica in gravidanza.

Gli IGFs modulano [Dattivita proteolitica verso le IGFBPs, suggerendo la
presenza di un loop autocrino regolatorio che controlla le proteasi delle IGFBPs.
L’insulina e gli estrogeni, ma non il GH,inoltre, influenzano le proteasi delle
IGFBPs (70).

La proteolisi dell’lGFBP-3 si osserva in diversi fluidi biologici, quali quello
peritoneale, follicolare, seminale, amniotico e cerebrospinale (134). IGFBP-3
presenta diversi siti di taglio nella porzione N-terminale della regione conservata

e nel dominio variabile (centrale) (72).
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Se la proteina intatta viene trattata con plasmina genera due frammenti
principali, uno comprendente gli amminoacidi 1-160 e wun secondo
comprendente gli amminoacidi 1-95.

Il frammento piu grande ha un peso molecolare di 30 kDa in forma glicosilata e
di 22 kDa in forma non glicosilata ed ha un’affinita per gli IGF molto minore
rispetto alla proteina intatta. Il frammento piu piccolo misura 20 kDa in forma
glicosilata e 16 kDa in forma non glicosilata e non lega gli IGFs (109). Pertanto,
la proteolisi specifica di IGFBP-3 rappresenta un meccanismo di regolazione per
il rilascio delle IGFs e la sua maggiore disponibilita per 1 tessuti. Inoltre, il
frammento N-terminale 1-95, media ’abilita dell’IGFBP-3 nativa nell’indurre
I’apoptosi attraverso il meccanismo IGF-indipendente (109).

Un terzo frammento proteolitico di IGFBP-3 (aminoacidi 161-264) include il
dominio centrale e la regione C-terminale della proteina. Altri quattro frammenti
sono stati identificati, tuttavia il folding della proteina permette di esporre solo
alcuni dei diversi siti di taglio, proteggendo gli altri dall’attacco proteolitico.
Dunque, la proteolisi delI’IGFBP-3 ¢ in accordo con le sue differenti funzioni: la
forma intatta trasporta e limita la disponibilita degli IGFs, la proteolisi ne riduce
I’affinita rilasciando gli IGFs liberi di interagire con 1 recettori. Quando I’attivita
delle proteasi o la loro concentrazione ¢ alta, il frammento maggiore (IGFBP-3""
160

) subisce un ulteriore taglio formando un frammento secondario (IGFBP-3'")

che inibisce la crescita cellulare (70).
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1l complesso ternario

L°80% circa degli IGFs circola sottoforma di complesso ternario (150 kDa) che
contiene IGF-1/2, IGFBP-3/5 e la subunita acido labile (ALS, 85 kDa). Il
complesso non ¢ capace di attraversare 1’endotelio capillare. Tuttavia, IGFBP-3
¢ piu abbondante di IGFBP-5 percio la maggior parte dell’IGF ¢ legato a
IGFBP-3. La percentuale rimanente delle IGFs in circolo forma un complesso
binario di circa 50 kDa con altre IGFBPs. L’ormone della crescita regola
I’espressione di IGFBP-3, IGF-1 e ASL. Il complesso ternario ha almeno due
funzioni principali. In primo luogo, esso limita I’accesso dell’IGF circolante ai
fluidi extracellulari e quindi ai vari tessuti (134). In secondo luogo stabilizza gli
IGFs, accrescendone I’emivita (approssimativamente di 10 minuti in forma
libera e di 12-15 h in forma complessata) e assicurando cosi una riserva di IGF
in circolo.

L’mRNA dell’IGFBP-3 ¢ localizzato soprattutto nell’endotelio epatico, mentre
I’'mRNA di ALS ¢ espresso esclusivamente negli epatociti: cid0 € a supporto
dell’ipotesi che la formazione del complesso ternario pud avvenire solo in

circolo e non nell’ambiente extracellulare epatico (80).
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GLI IGF E IL CANCRO

IGF-1 e IGF-2 sono dotati di eguale efficacia come agenti mitogeni, mostrando
solo lievi differenze di potenzialita (68, 71, 135): ¢ stato, infatti, evidenziato un
importante ruolo degli IGFs nell’innesco e nella proliferazione delle cellule
tumorali (71, 136, 137).

Alcuni dati dimostrerebbero una forte associazione tra elevati livelli circolanti di
IGF-1 e il rischio di sviluppo di tumore mammario nella donna (138) e di
tumore della prostata nell’uomo (139). Diversi studi rafforzano I’ipotesi che
IGF-1 sia un mediatore essenziale degli effetti mitogeni degli estrogeni, con un
ruolo critico nella progressione in G2 del ciclo cellulare (140): IGF-1 induce una
regolarizzazione positiva dell’attivita mitogena degli estrogeni e questi ultimi
inducono un aumento dell’lGF-1 mediando 1’espressione dei recettori di tipo 1
per IGF-1 e delle molecole di segnale a valle, IRS 1 (substrato 1 del recettore
dell’insulina) e IRS 2 (substrato 2 del recettore dell’insulina) (141).

Oltre all’IGF-1 circolante, I’espressione autocrina degli IGF, in particolare di
IGF-2, svolge un ruolo di primo piano nel conferire un vantaggio di
accrescimento a molte cellule tumorali (71, 136, 137).

Si puo ipotizzare che tutti 1 fattori che incrementano la disponibilita biologica
degli IGF per vie endocrine, paracrine o autocrine siano in grado di indurre un
aumento del rischio di carcinogenesi. La disponibilita biologica dell’IGF-1

circolante ¢ influenzata non solo dall’ormone somatotropo e dagli ormoni
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steroidei che incrementano la secrezione epatica di IGF-1, ma anche da fattori
locali, come le binding proteins.

Ruolo dell’IGF2R nella tumorigenesi

L’IGF2R interagisce con diversi ligandi, fra cui I’'IGF-2 e numerose proteine
contenenti residui di mannosio-6 fosfato (M-6-P) nelle loro catene laterali
glucidiche, come gli enzimi lisosomiali, il precursore del fattore di crescita
trasformante- (TGF-P) e la prolifina; il recettore ¢ stato quindi denominato M-
6-P/IGF2R, e ne ¢ stata dimostrata la capacita di legare anche I’acido retinoico
(RA); 'IGF2R lega I'IGF-2 con un’affinita superiore di 100 volte rispetto
all’IGF-1, e non lega I’insulina (142).

L’IGF2R ¢ progettato per regolare 1 segnali di crescita in gran parte delle cellule
epiteliali tramite il legame dell’IGF-2, che determina la sua internalizzazione e
degradazione; tramite endocitosi delle proteasi lisosomiali, come le catepsine D,
B ed L, attraverso la riduzione della concentrazione di enzimi proteolitici
coinvolti nell’invasione tumorale e facilitando 1’attivazione del TGF-B e
I’internalizzazione di RA, si assiste ad un aumento dei segnali inibitori della
crescita sulle cellule epiteliali bersaglio (142). L’IGF2R ¢ stato, quindi,
designato come una proteina con attivita oncosoppressiva, € che sembra
svolgere un ruolo fondamentale nella regolazione fine della disponibilita
dell’IGF-2, sia durante la crescita e lo sviluppo fetale che durante la

tumorigenesi.
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La delezione funzionale dell’lGF2R in fase postnatale pud determinare la
soppressione degli effetti inibitori della crescita esercitati da TGF-f ¢ RA, ¢
I’aumento della proliferazione tramite il legame dell’IGF-2 al’IGF1R; insieme
ad altri effetti trasformanti, la perdita di IGF2R puo condurre alla tumorigenesi.
La disponibilita di un eccesso di enzimi proteolitici catepsina-simili in assenza
di IGF2R potenzierebbe, quindi, la capacita di invadere e metastatizzare delle
cellule trasformate: la regolazione negativa dell’IGF2R ¢ stata infatti riportata in
molte neoplasie (143).

Un altro recettore identificato ¢ ’isoforma A del recettore dell’insulina (IR-A),
che lega I’'lGF-2 con un’elevata affinita, ed ¢ espresso nelle cellule fetali e nelle
cellule tumorali (144); ’IR umano esiste, dunque, in due isoforme, IR-A ¢ IR-B;
lo splicing alternativo di un piccolo esone determinerebbe la formazione di due
trascritti, in cui vengono esclusi (IR-A) o inclusi (IR-B) 36 nucleotidi (145): IR-
B ¢ espresso prevalentemente nei tessuti, adiposi, epatici € muscolari, che sono i
tessuti bersaglio principali degli effetti metabolici dell’insulina, mentre I’IR-A ¢
espresso soprattutto nel sistema nervoso centrale e nelle cellule ematopoietiche,
specialmente durante lo sviluppo fetale, e sembra essere nuovamente espresso in
alcuni tumori (144). Quindi, si pud ritenere che I’effetto biologico finale
dell’IGF-2 sulla cellula sia determinato dalla presenza relativa di IGFIR, IGF2R

(forme associate a membrana o solubili) ed IR-A.
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IGFBP-3 E MELANOMA

Le vie di segnale di IGF sono coinvolte nella progressione del melanoma (146,
147): secondo alcuni Autori (148), IGFBP-3 potrebbe essere utilizzata come un
marker nel melanoma, in virtu della sua aumentata espressione nella malattia
metastatica; altri, invece, (149) hanno riportato solo piccole differenze
nell’espressione della proteina in caso di malattia metastatica o meno e nessuna
differenza nei livelli plasmatici di IGFBP-3.

Alcuni Autori (150) hanno valutato I’espressione di IGFBP-3 nel melanoma;
questa ¢ stata analizzata su pezzi in paraffina provenienti da nevi, melanomi
primitivi e metastasi: 1’espressione di IGFBP-3 varia in modo significativo nelle
linee cellulari di melanoma umano, infatti non € stata rinvenuta alcuna
espressione di IGFBP-3 nei nevi, mentre una debole positivita (1-5% delle
cellule) ¢ stata osservata nei melanomi primitivi; nessuna immunoreattivita ¢
stata osservata nella cute sana adiacente la neoplasia; le metastasi hanno
mostrato, infine, debole positivita, ma maggiore rispetto alle cellule del
melanoma primitivo: questo suggerirebbe che [’espressione di IGFBP-3
potrebbe essere indotta in caso di progressione di malattia. Inoltre, gli stessi
autori hanno indagato circa 1’esistenza di una correlazione tra 1 livelli circolanti
di IGFBP-3 nel plasma e la progressione di malattia, non rilevando alcuna
significativa differenza tra 1 pazienti in stadio II e in stadio IV: di conseguenza,
IGFBP-3 non puo essere utilizzata come marker sierico nei pazienti affetti da

melanoma (149, 150).
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L’espressione di IGFBP-3 si riduce durante la progressione di malattia ma, come
riportato anche per altre neoplasie (151), IGFBP-3 sembra avere un modesto
valore diagnostico. Inoltre, IGFBP-3 sembra avere un ruolo sia nella
proliferazione che nell’apoptosi cellulare; 1 meccanismi che regolano
I’espressione di IGFBP3 nel melanoma includono sia un silenziamento dovuto

alla metilazione del promoter di IGFBP-3 che un coinvolgimento delle vie di

una riduzione dei livelli di IGFBP3 (150).

Diversi lavori sono stati condotti sullo studio di eventuali geni che potessero
rivestire un ruolo importante nella progressione del melanoma (152): tra questi,
proprio IGFBP-3 sembra essere un candidato importante, in virtu del suo ruolo
chiave nella proliferazione cellulare e nella metastatizzazione (153).

Allo scopo di validare I’ipotesi del ruolo di IGFBP-3 nella progressione del
melanoma, alcuni Autori hanno studiato 1’espressione di tale proteina su linee
cellulari di melanoma primitivo (WM35) e metastatico (WM266-4). La linea
cellulare WM35 deriva da un melanoma primitivo a diffusione superficiale nella
fase di crescita radiale, mentre la linea WM266-4 deriva da un paziente affetto
da malattia metastatica. Questi Autori hanno scoperto che IGFBP-3 era
altamente overespressa nella linea cellulare metastatica WM266-4, se
paragonata alla linea derivante dal melanoma primitivo, WM35; inoltre, gli
stessi Autort hanno dimostrato che una riduzione dell’attivita di IGFBP-3,

ottenuta mediante interferenza con RNA, riduceva significativamente il
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potenziale invasivo della linea cellulare WM266-4 in vitro: questi dati si
traducono nella dimostrazione che IGFBP-3 possa giocare un ruolo centrale
nella modulazione del potenziale metastatico delle cellule di melanoma, e che
possa rappresentare un marker prognostico (148).

In conclusione, la gestione del melanoma cutaneo potrebbe, dunque, beneficiare

dell’identificazione di marker di progressione di malattia.
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LE METALLOPROTEASI

Le metalloproteasi di matrice (matrix metalloproteinases, MMP), o matrixine,
sono una famiglia di enzimi proteolitici, la cui attivita catalitica di tipo
endopeptidasico ¢ dipendente dalla presenza di specifici ioni metallici. Le MMP
hanno una potente azione degradativa nei confronti di componenti proteici della
matrice extracellulare (extracellular matrix, ECM) e possiedono, inoltre, attivita
di clivaggio verso molecole presenti sulla membrana cellulare e verso altre
molecole proteiche pericellulari (154).

L’attivita di questi enzimi ¢ fondamentale per lo svolgimento di numerosi
processi fisiologici (sviluppo embrionale, rimodellamento/turn-over tissutale,
riparazione di ferite) e patologici, sia di tipo inflammatorio che degenerativo (ad
es. artriti, artrosi), nonch¢ nell’acquisizione del fenotipo invasivo e/o
metastatizzante delle neoplasie (154).

Tale molteplicita di funzioni delle MMP ¢ accompagnata da precisi meccanismi
di regolazione, molto articolati e che agiscono a livelli differenti; oltre ad essere
noti dei meccanismi di regolazione a livello trascrizionale, le MMP, al pari degli
enzimi pancreatici, sono secrete come ‘“zimogeni” cio€¢ come enzimi che si
attivano solo dopo la rimozione di un propeptide inibitorio. Inoltre, 1’attivita
delle MMP ¢ ulteriormente regolata da molecole con azione inibitoria chiamate
“inibitori tissutali delle MMP” (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases, TIMP).
Gli organismi superiori producono numerose ¢ diverse MMP, ciascuna delle

quali si contraddistingue per il proprio profilo di espressione, localizzazione,
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attivazione, inibizione e clearance cosi come per uno specifico pannello di
substrati da degradare. Tuttavia, alcune funzioni delle diverse MMP sono
sovrapponibili: si potrebbe dire che I’attivita delle MMP ¢, per certi aspetti,
ridondante, ma, allo stesso tempo, vantaggiosa per 1’organismo perché
garantisce una sorta di meccanismo compensatorio, nel caso di perdita di
funzione di qualche MMP (155).

La nomenclatura delle MMP associa normalmente all’acronimo MMP un
numero che di solito si riferisce alla sequenza cronologica della scoperta.
Inoltre, le MMP possono essere raggruppate e nominate sulla base
dell’organizzazione dei loro domini. La maggior parte delle MMP ¢ costituita da
molecole di secrezione; tuttavia, almeno sei di esse mostrano un dominio
transmembranario e sono espresse come molecole di superficie.

La struttura delle MMP puo essere cosi schematicamente descritta (155):

1. peptide segnale N-terminale (predominio), rimosso dopo avere indirizzato la
proteina durante la sua sintesi verso il reticolo endoplasmatico

2. propeptide, che garantisce la latenza dell’attivita fino alla sua rimozione

3. dominio catalitico legante lo zinco

4. hinge-region, ossia una regione cerniera, variabile in lunghezza e
composizione aminoacidica, influisce sulla specificita dei substrati

5. dominio per I’emopessina, che influenza varie funzioni tra cui il legame con 1

TIMP.
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Sulla base della specificita per 1 substrati, della similarita nella sequenza e
nell’organizzazione dei domini, le MMP dei vertebrati sono state divise in 6
distinti gruppi (155), di seguito descritti.

Collagenasi

Appartengono a questo gruppo la MMP1, MMPS, MMP18 (Xenopus);
sono caratterizzate dalla capacita di digerire il collagene interstiziale di

tipo I, II, e III insieme ad altre molecole della matrice extracellulare.

Gelatinasi

Appartengono a questo gruppo la Gelatinasi A e B, che rappresentano
rispettivamente le MMP2 e 9. Questi enzimi hanno inserito nel dominio
catalitico 3 ripetizioni di un dominio legante la fibronectina. L’azione
degradativa ¢ diretta verso la gelatina, la laminina e il collagene di tipo IV
e V, cioe il collagene non fibrillare che ¢ il maggiore componente della
membrana basale; solo la MMP2 puo anche digerire collagene di tipo I e

III.

Stromelisine

La stromelisina 1 (MMP?3) e la stromelisina 2 (MMP10) hanno una simile
specificita di substrato, anche se I’attivita della MMP3 ¢ piu efficiente:
oltre a degradare vari componenti della ECM, la MMP3 partecipa
all’attivazione di numerose pro-MMP. La stromelisina 3 (MMPI11) ¢

generalmente raggruppata, nonostante il nome, tra le “altre MMP” perché
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la sequenza e la specificitd di substrati divergono da quelle delle altre

stromelisine.

Matrilisine

Come gia affermato, gli enzimi di questo gruppo non possiedono il
dominio per I’emopessina ¢ comprendono la matrilisina 1 (MMP7) e la
matrilisina 2 (MMP26). Oltre a processare vari componenti della ECM
(collagene di tipo I, IV, fibronectina), la MMP7 degrada anche il pro-

TNFa, il Fas-ligando, la E-caderina e altre molecole di superficie.

MMP membrane type

Il nome di queste MMP deriva dal fatto che sono molecole di membrana
(Membrane Type MMP, MTMMP); le prime 4 MTMMP (corrispondenti
in ordine alle MMP14, MMP15, MMP16 ¢ MMP24) sono dotate di un
dominio transmembranario di tipo I, mentre le MTSMMP ¢ MT6MMP
(MMP17 e MMP25) sono proteine ancorate alla membrana attraverso la
molecole del GPI (glicosil fofsfatidil inositolo). Ad eccezione della
MT2MMP, le altre MTMMP hanno tutte la capacita di attivare la
proMMP2 oltre a digerire numerosi componenti delle ECM (collegene
tipo I, II e III). Inoltre, la MTIMMP ¢ conosciuta per svolgere un ruolo
fondamentale nei processi di angiogenesi e di regolazione della

produzione del VEGF.
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1l gruppo delle “altre MMP”

Appartengono a questo gruppo 7 MMP. La MMP12 o metalloelastasi ¢
conosciuta per essere espressa nei macrofagi dove svolge un ruolo
fondamentale nei processi di migrazione digerendo appunto 1’elastina e
numerose altre proteine. La MMP19 sembra essere un autoantigene
espresso nei pazienti affetti da artrite reumatoide. La MMP20, o
enamelisina, digerisce 1’amelogenina ed ¢ primariamente espressa a
livello dentale. La MMP23 non possiede il cysteine-switch-motif a livello
di predominio e al posto del dominio emopessinico presenta un dominio
ricco in cisteina e prolina chiamato “IL-1 type II receptor-like domain™.
La MMP23 ¢ stata proposta come MMP di membrana di tipo II perché
possiede un dominio transmembranario a livello N-terminale del
predominio. Inoltre, sempre nel propeptide, ¢ presente un motivo che
riconosce la furina ed € percio clivata a livello dell’ apparato di Golgi e
rilasciata come proteina gia attiva nello spazio extracellulare.
Appartengono infine a questo gruppo la MMP22, con funzione ancora

ignota, e la MMP28, principalmente espressa nei cheratinociti.

Attivazione delle MMP

Come altri enzimi proteolitici, le MMP sono sintetizzate come zimogeni, cio¢

proenzimi inattivi (definitt proMMP). La latenza ¢ garantita dal gruppo

sulfidrilico di una cisteina a livello dell’estremita C-terminale del prodominio;
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questo gruppo sulfidrilico rappresenta il quarto sito di legame per lo zinco
presente nel sito attivo del dominio catalitico.

L’attivazione si verifica quando il legame gruppo sulfidrilico — ione zinco (c.d.
cystein to zinc switch) ¢ rimosso; a questo punto il sito attivo, in cui il quarto
legame ¢ rimpiazzato con una molecola di acqua, puo attaccare i legami
peptidici delle proteine target delle MMP (155, 156).

Attivazione in vitro

L’attivazione delle MMP in vitro puo essere mediata da molti agenti chimici
quali ad esempio SDS, glutatione ossidato, agenti caotropici, oltre che da bassi
valori di pH e da trattamento al calore. Questi agenti, probabilmente,
interferiscono direttamente con 1’interazione tra la cisteina e lo zinco del sito

attivo.

Attivazione in vivo

L’attivazione in vivo della maggior parte delle MMP a livello extracellulare
avviene per proteolisi; questo processo avviene in genere per step € puod essere
iniziata o da altre MMP, a loro volta gia attivate, oppure da numerose serin-
proteasi. Il primo attacco proteolitico avviene a livello della bait region del
prodominio. Quando questa prima parte del prodominio ¢ rimossa, si verifica
una destabilizzazione complessiva di tutta questa regione comprendendo anche
I’interazione cisteina-zinco del sito attivo. L’attivazione completa della MMP ¢

mediata da una successiva processazione intermolecolare da parte di altre MMP
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parzialmente o totalmente attivate; di conseguenza, lo step finale dell’attivazione

¢ MMP-dipendente.

TIMP

I TIMP sono inibitori peptidici di peso molecolare compreso tra 21 e 29 kDa,
che legano le MMP secondo un rapporto stechiometrico di 1:1. Nei vertebrati
sono stati identificati 4 diversi TIMP (TIMPI1, 2, 3 e 4). Analogamente alle
MMP, anche D’attivita de1 TIMP ¢ regolata in condizioni fisiologiche. I TIMP
hanno un’estremita N e C terminale di, rispettivamente, 125 ¢ 65 aminoacidi,
ciascuno contenente 3 ponti disolfuro. L’estremita N-terminale ¢ quella con
azione inibitoria sulle MMP. La struttura complessiva tridimensionale dei TIMP
¢ riferibile ad un “cuneo” che si inserisce a livello del solco del sito attivo nel
dominio catalitico delle MMP (155). Da un punto di vista funzionale, ¢ noto che
1 TIMP, oltre I’inibizione delle MMP, svolgono altre funzioni come la

stimolazione dell’attivita eritroide e della crescita cellulare (156).

Meccanismi molecolari dell’attivita delle MMP

Sebbene le MMP possano virtualmente degradare tutto lo spettro di componenti
proteici che costituiscono I’ECM, D’attivita proteolitica delle MMP ¢ diretta
anche nei confronti di altre molecole sia circolanti che presenti sulla superficie
cellulare o pericellulare. Da cio deriva che le MMP, oltre ad essere coinvolte nei

processi di rimodellamento della matrice, sia fisiologici che patologici, risultano
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in grado di influenzare il comportamento cellulare attraverso numerosi

meccanismi.

Rimodellamento della ECM

La degradazione della ECM, operata dalle MMP insieme ad altre molecole
proteolitiche, quali principalmente le serin-proteasi, ¢ un processo che permette,
distruggendo fisicamente le barriere strutturali, I’invasione cellulare dei tessuti
circostanti. Tuttavia la ECM non deve essere considerata solo come una
semplice impalcatura, perché la sua degradazione puo fortemente influenzare il
comportamento cellulare in conseguenza della liberazione di molecole bioattive
che normalmente sono sequestrate nella ECM stessa. Queste molecole sono
numerose ¢ con funzioni differenti: fattori di crescita, proteine che legano i
fattori di crescita e molecole che rappresentano 1 ligandi per recettori cellulari di
adesione (ad es. per le integrine). Di conseguenza, la ECM risulta implicata
nella regolazione di numerosi processi cellulari quali la forma, il movimento, la
crescita, la differenziazione e la sopravvivenza. Tutti questi processi possono
essere alterati dall’azione delle MMP che, modificando la normale
composizione e organizzazione della ECM, influenzano tutti i segnali derivati
dalla matrice. Ad esempio, per dimostrare come I’attivita delle MMP possa
influenzare il comportamento cellulare, la degradazione MMP-dipendente delle
fibrille native di collagene determina 1’esposizione di siti altrimenti criptati che
possono essere legati da integrine di cellule neoplastiche di melanoma,

consentendone la sopravvivenza e la crescita (156).
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Degradazione di molecole di superficie

Le MMP possiedono attivita degradativa anche diretta verso molecole proteiche
presenti sulla superficie cellulare come, per esempio, molecole di adesione.
Infatti, le MMP3 e 7 degradano le molecole di adesione cellulare E-caderina,
rilasciando un frammento solubile, che inibisce I’aggregazione cellulare e
promuove fenomeni di tipo invasivo. Ancora, alcune MTMMP possono
degradare delle transglutamminasi tissutali di superficie che, come corecettori di
integrine, promuovono [’adesione e le diffusione delle cellule attraverso il
legame con la fibronectina, favorendo o inibendo 1’invasione di cellule con
fenotipo neoplastico a seconda della particolare composizione della ECM in cui

si trovano.

Sempre nell’ambito del rimodellamento di molecole di superficie, le MMP
possono determinare anche il rilascio di molecole bioattive. Ad esempio, la
MMP3 puo determinare la liberazione dai leucociti di L-selectina e pud anche
rilasciare il fattore di crescita HB-FGF in forma attivata. La MMP7 a sua volta
puo indurre apoptosi cellulare mediata dal recettore FAS determinando il
rilascio del ligando attivato per il FAS dalla superficie delle stesse cellule con un
meccanismo autocrino. La liberazione del ligando per il FAS puo prevenire in
certi contesti la progressione neoplastica, ma, allo stesso tempo, puo essere
responsabile della selezione di sottopopolazioni neoplastiche resistenti
all’apoptosi FAS-mediata. Le MMP2 e 9 possono attivare il TGF-p e almeno 7

diverse MMP possono attivare il precursore del TNF-a legato alla membrana
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cellulare. Oltre ad attivare e/o rilasciare numerosi fattori di crescita ¢ citochine,
le MMP possono rilasciare anche 1 recettori specifici per tali molecole. Ad
esempio, la MMP2 libera dalla superficie cellulare il recettore 1 per ’FGF, che
mantiene dopo il rilascio la capacita di legame con ’FGF influenzandone di

conseguenza la biodisponibilita (154).

Regolazione di segnali paracrini

Le MMP possono intervenire anche nella regolazione di segnali con azione
paracrina sia inattivando direttamente le molecole responsabili di tali segnali sia,
in alternativa, degradando i recettori destinati al legame con tali molecole ad
azione paracrina. Per esempio le MMP possono direttamente degradare
molecole con azione paracrina quali angiotensina I e II, bradichinina e la

sostanza P (154).
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LE METALLOPROTEASI E IL MELANOMA

Negli ultimi anni ¢ diventato sempre piu chiaro che ritenere le metalloproteasi
indispensabili esclusivamente per la distruzione di componenti della matrice
extracellulare con la conseguente acquisizione di capacita invasive da parte delle
cellule tumorali, fosse riduttivo. La matrice extracellulare, oltre alle sue funzioni
strutturali e di barriera, riveste altri importanti ruoli; ad esempio, la membrana
basale influenza la crescita e la sopravvivenza di cellule epiteliali e la ECM
serve come serbatoio di numerose molecole biologicamente attive (157). La
proteolisi di componenti della ECM da parte di metalloproteasi puo alterare
queste funzioni. Inoltre, sono stati identificati vari substrati non appartenenti alla
ECM che possono influenzare le funzioni cellulari (158). Ad esempio ¢ stato
dimostrato che I’IGFBP3 ¢ un substrato per le metalloproteasi, in particolare per

le metalloproteasi 1, 2 e 3 (159).
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I1 SISTEMA WNT, GSK3 E p-CATENINA

Il sistema Wnt comprende una famiglia di glicoproteine necessarie per lo
sviluppo embrionale e per 1’omeostatsi tissutale nell’ adulto (160,161). E’ stato
dimostrato che il pathway Wnt/B-catenina gioca un ruolo importante in questi
processi e regola differenziazione, proliferazione e rinnovamento cellulare;
inoltre, regola la pigmentazione durante lo sviluppo murino determinando il

numero di melanoblasti, precursori dei melanociti (162).

Mutazioni a carico del sistema Wnt compromettono lo sviluppo embrionale e
sono implicate nella patogenesi di diversi tipi di cancro (163). Nell'uomo sono
stati identificati 19 geni Wnt, la cui struttura ¢ molto simile: la maggior parte di
essi comprende 4 esoni codificanti di cui il primo contiene una metionina
iniziale. Le proteine Wnt condividono un'omologia di sequenza che va dal 27%
all'83% e sono altamente conservate tra diverse specie (164). Tali proteine
hanno una dimensione che va dai 39 a1 46 KDa e, una volta secrete, si associano
strettamente con 1 glicosaminoglicani della matrice extracellulare e si legano alla
superficie cellulare mediante recettori specifici (165). La regione carbossi-
terminale delle proteine Wnt ¢ responsabile della specificita di risposta, mentre
la porzione amino-terminale ¢ deputata all'interazione con recettori di
membrana, sebbene necessiti della porzione carbossi-terminale per la loro

attivazione (164).
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La proteina GSK3 (Glycogen Synthase Kinase ) ¢ una serin/treonin protein
chinasi presente in tutte le cellule eucariotiche; identificata inizialmente come un
regolatore del metabolismo del glicogeno, essa agisce come fattore di
regolazione negativo in numerosi pathway, inclusa la risposta cellulare a Wnt,
fattori di crescita, insulina, RTK (Receptor Tyrosine Kinases), Hedgehog, ¢
GPCR (G-Protein-Coupled Receptors) ed ¢ coinvolta in numerose cascate di
trasduzione del segnale, dal metabolismo del glicogeno allo sviluppo cellulare,
alla trascrizione genica all’organizzazione del citoscheletro, alla regolazione del
ciclo cellulare, nonché della proliferazione e apoptosi. A differenza delle altre
protein chinasi, GSK3 ¢ attivo nelle cellule quiescenti, mentre la sua attivita
diminuisce in corso di attivazione cellulare; un’altra peculiarita ¢ la sua
particolare affinitda per substrati gia precedentemente fosforilati da un’altra

chinasi (166).

GSK3 ¢ localizzato principalmente nel citoplasma, sebbene sia presente anche
nel nucleo. I fattori di crescita e 1’insulina inibiscono la capacita di GSK3 di
agire su un substrato gia fosforilato tramite la fosforilazione della Ser9 di GSK3
stesso, che blocca I’interazione di quest’ultimo con il gruppo fosfato del
substrato (167).

Esistono due forme principali di GSK3, codificate da geni distinti: GSK3-a e
GSK3-B; in particolare, quest’ultimo ¢ abbondante nel sistema nervoso centrale
¢ fosforila direttamente diverse MAPs (Microtubule-Associated Proteins)

coinvolte nella stabilizzazione dei microtubuli (168).
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GSK3 ¢ controllato negativamente dall’attivazione di Akt/PKB (Protein Kinase-
B), PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) mediata e dal pathway Wnt. In
assenza di un segnale Wnt, GSK3 ¢ associato ad un complesso multiproteico che
comprende le proteine axina (Axis Inhibitor), APC (Adenomatous Polyposis
Coli), CSNK1 (Casein Kinase-1) e p-Catenina, quest’ultima localizzata sulla
membrana insieme alle caderine. Queste proteine aiutano GSK3 a fosforilare in
maniera efficiente proprio la B-catenina, conducendola all’ubiquitinazione e alla

successiva degradazione proteosoma-mediata (figura 12).

L’axina ha il compito di legare sia GSK3 che B-catenina, portandole in stretto
cotatto e consentendo, cosi, la fosforilazione della B-catenina da parte di GSK3;
inoltre, 1’axina agisce anche come proteina attivatrice di GSK3: quando
quest’ultimo ¢ attivato, esso fosforila APC e B-catenina e stimola I’interazione
tra questa e B-TRCP (Beta-Transducin Repeat-Containing Protein), un fattore di
regolazione della E3 Ubiquitin-Ligasi, a sua volta responsabile della

degradazione di -catenina nel proteosoma (169, 170).

Al contrario, il legame di Wnt ai recettori Fzd (Frizzled) attiva Dsh
(Dishevelled), che inibisce I’attivita di GSK3, di fatto stabilizzando la -
catenina, con conseguente traslocazione della stessa nel nucleo in presenza di
PP2A (Protein Phosphatase-2A) dove, tramite 1’interazione con LEF (Lymphoid

Enhancer Factor)/ TCF (T-Cell Factor), attiva geni target specifici (169).

76



Quando B-catenina ¢ assente, alcuni TCF sopprimono la trascrizione interagendo
con 1 corepressori TLE (Transducin-Like Enhancer) e CTPB (C-Terminal
Binding Protein); Akt ¢ uno dei regolatori piu importanti di GSK3 e la
fosforilazione e inattivazione di questo potrebbero mediare alcuni effetti

antiapoptotici di Akt (171).

Negli adulti, alti livelli di B-catenina sono espressi sia nel citoplasma che nel
nucleo delle cellule dei nevi (162, 172-175): questi ultimi esprimono alti livelli
di trascritti di Wnt, inclust WNT2, WNT5A, WNT5B, WNT7B ¢ WNTI10B;
questi ligandi di Wnt sono altamente espressi anche nei melanomi caratterizzati
istologicamente da cellule piccole e monomorfe, mentre sono espressi
eterogeneamente nei melanomi caratterizzati da cellule di grandi dimensioni,

pleomorfe (176).

La B-catenina svolge un ruolo fondamentale nelle giunzioni aderenti delle
cellule epiteliali, facendo da ponte tra il citoscheletro e le molecole di E-
caderina, che mediano 1’adesione tra le cellule. Il dominio citoplasmatico dell’E-
caderina lega la B-catenina o la y-catenina (anche detta pacoglobina) e queste, a
loro volta, legano 1’a-catenina, associata ai filamenti di actina citoscheletrica
direttamente o tramite proteine actina-associate, quali I’a-actinina e la vinculina

(177,178).

71



1l pathway WNT canonico

Le proteine Wnt agiscono legandosi ai recettori Fzd (179,180), i quali
presentano un dominio extracellulare N-terminale ricco di cisteine che lega la
proteina Wnt, sette eliche transmembrana e una corta coda citoplasmatica
carbossiterminale. Per 1’attivazione del sistema ¢ necessaria anche la presenza
dei corecettori LRP (Low-density lipoprotein receptor-Related Protein) e la
formazione del complesso ternario Wnt/Fzd/LRP (164). 1 segnali Wnt sono
trasdotti attraverso vie distinte di segnalazione intracellulare (181) tra le quali
quella meglio nota ¢ rappresentata dal pathway Wnt/B-catenina, la cui funzione

principale ¢ quella di regolare 1 livelli intracellulari di - catenina.

Quest’ultima esiste in tre pool a localizzazione e funzioni diverse (182):

- B-catenina legata all’E-caderina a livello della membrana plasmatica;

- B-catenina nucleare complessata a fattori di trascrizione della famiglia TCF (T-
Cell Factor) / LEF (Lymphoid Enhancing Factor), che promuove la trascrizione

dei geni target;

- B-catenina legata a GSK-3p (Glycogen Synthase Kinase-3f3), che la indirizza

alla degradazione.

In assenza di segnalazione Wnt, la B-catenina si trasforma in un “complesso di
distruzione” insieme ad APC, axina, GSK-3f e casein chinasi la: viene,ciog,

fosforilata e, quindi, legata dalla proteina F-box B-TrCP (B-Transducin repeat
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Containing Protein), una componente del complesso E3 ubiquitina ligasi, che la

rende poliubiquitinata e quindi degradabile dal proteosoma (182).

In presenza di segnalazione Wnt, GSK-3f3 viene disattivato tramite il legame di
Wnt stesso a recettori Fzd e LRP, il che comporta ’attivazione di Dishevelled,
con successivo blocco della fosforilazione/ubiquitinazione di [-catenina:
conseguentemente, la [-catenina attiva, non fosforilata, si accumula nel
citoplasma e migra poi nel nucleo, dove si lega ai fattori di trascrizione
TCF/LEF (T-cell factor / lymphoid enhancer factor): la conseguenza ¢
I’attivazione trascrizionale di alcuni geni regolatori chiave, come myc, ciclina

D1 e MITF (183) (figura 12).

La natura oncogenica della B-catenina ¢ stata affermata per la prima volta circa
15 anni fa, (“Smoking Gun” , Mark Peifer’s cancer crime scene, Peifer, 1997).
Da allora, ilsuo ruolo chiave in diverse neoplasie (colon, mammella, prostata e
ovaio) ¢ stato ben documentato: la B-catenina pud svolgere la propria attivita
oncogenica tramite mutazioni a carico dei siti di fosforilazione degradazione-
specifici o, piu frequentemente, tramite una perdita della funzione di APC.
Tuttavia, nonostante il melanoma sia stato uno dei primi tumori per 1 quali sia
stato riconosciuto un ruolo chiave della B-catenina (184), il suo ruolo rimane

tuttora non chiaro (185).
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Figura 12: Sistema WNT, GSK3 e B-catenina
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MATERIALI E METODI

Da giugno 2007 a Novembre 2010, sono stati arruolati 48 pazienti (25 maschi e
23 femmine, con eta mediana di 60,5 anni, range 24-82) affetti da melanoma
cutaneo e seguiti presso il Dipartimento di Dermatologia dell’Universita
“Sapienza” di Roma.

Le variabili analizzate sono state 1’eta, il sesso, la data della diagnosi, I’istotipo
del melanoma, lo spessore di Breslow, il livello di Clark, la presenza o meno di
ulcerazione, lo stadio di malattia al momento della diagnosi e al momento di una
eventuale progressione, la data di progressione, morte o ultimo follow up, il
performance status, la presenza di eventuali malattie associate e terapie
intercorrenti, 1’intervallo libero da malattia (Disease Free Survival, DFS), la
sopravvivenza globale (Overall Survival, OS) ed il volume metastatico,
calcolato attraverso immagini radiologiche ottenute con la Tomografia Assiale
Computerizzata (TAC) spirale secondo 1 criteri RECIST (186). Ciascuna
metastasi ¢ stata accuratamente misurata considerando il suo diametro maggiore,
con uno spessore minino di 10mm a scansione, al fine di discriminare sia le
lesioni tumorali che 1 linfonodi in misurabili € non misurabili. Quindi, ogni
lesione misurabile ¢ stata paragonata ad una formazione sferica con il diametro
equivalente alla media del diametro minore con quello maggiore ed il volume ¢
stato calcolato usando la formula: 4/3 7 r.

Le caratteristiche dei pazienti sono riassunte nella tabella 2.
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Ciascun paziente ¢ stato seguito secondo le linee guida GIPMe (Gruppo Italiano
Polidisciplinare sul Melanoma), basate sull’ultima stadiazione dell’AJCC.

I campioni di sangue sono stati prelevati da ciascun paziente alla loro prima
visita presso il Dipartimento di Dermatologia dell’Universita “Sapienza” di
Roma e ad intervalli di 3-12 mesi, in base allo stadio e al follow-up; quindi, 1
campioni sono stati centrifugati in centrifuga refrigerata e crioconservati in

aliquote a -80°C fino al momento della successiva analisi.
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Tabella 2: caratteristiche dei pazienti

Caratteristiche dei pazienti (N = 48)

Numero

Sesso

Maschio 25 (52.08%)
Femmina 23 (47.92%)
Eta
<40 7 (14.59%)
41-60 17 (35.41%)
>60 24 (50%)
Spessore di Breslow
<1.00 9 (18.75%)
1.01-2.00 7 (14.58%)
2.01-4.00 17 (35.41%)
>4.00 12 (25%)
Non valutabile (melanoma occulto) 3 (6.26%)

Ulcerazione

Assente 20 (41.66%)

Presente 25 (52.08%)

Non valutabile 3 (6.26%)
Sottotipo istologico

Superficial Spreading Melanoma (SSM) 24 (50%)

Nodular Melanoma (NM) 20 (41.66%)

Acral Lentiginous Melanoma (ALM) 1 (2.08%)

Occulto 3 (6.26%)
Decesso

Si 12 (25%)

No 36 (75%)
Familiarita

Si 4 (8.33%)

No 44 (91.77%)
Presenza di malattia al prelievo

Si 16 (33.33%)

No 32 (66.67%)
Melanoma multiplo

Si 5(10.41%)

No 43 (89.59%)
Progressione

Si 22 (45.83%)

No 26 (54.17%)
Stadio al prelievo

Stadio 1 10 (20.84%)

Stadio 2 15 (31.25%)

Stadio 3 9 (18.75%)

Stadio 4 14 (29.16%)
Volume metastatico

0-15cc 36 (75%)

> 15cc 12 (25%)
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ELISA

La tecnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Dosaggio Immune
Adsorbito Legato a un Enzima) ¢ un metodo di analisi immunologica usato in
biochimica per rilevare la presenza di un antigene grazie all'uso di uno specifico
anticorpo.

Nel nostro caso ¢ stata utilizzata la metodica ELISA non competitiva diretta che
si puo riassumere nelle seguenti fasi:

FASE A. L’anticorpo monoclonale specifico per IGFBP-3 (IGFBP-3, ABD
Serotec) o ALS (ALS, ABD Serotec) ¢ stato fissato al substrato di PVC.

FASE B. Il campione biologico di siero ¢ stato inserito nei pozzetti di PVC;
dopo incubazione (indicata dalla casa produttrice), si procede al lavaggio per
evitare che tracce di antigene possano permanere all'interno.

FASE C. Si aggiunge un anticorpo monoclonale marcato con fosfatasi alcalina;
infine si effettua il lavaggio,allo scopo di eliminare dal sistema gli anticorpi
marcati che non sono legati.

Successivamente, si aggiunge p-nitrofenilfosfato che provoca una reazione con
l'enzima coniugato all'anticorpo secondario producendo p-nitrofenolo di colore
giallo; questa sostanza, a contatto con l'enzima perossidasi o con l'enzima
fosfatasi alcalina, determina una variazione di colore osservabile al microscopio

o, nella maggior parte dei casi, ad occhio nudo.

84



Lettura del risultato: la reazione cromogenica prodotta dalla reazione tra enzima
fosfatasi e p-nitrofenilfosfato ¢ stata misurata e quantizzata tramite
spettrofotometro.

RIA

Il metodo RIA (Radio Immune Assay) si basa su una reazione di competizione:
I’IGF1, presente nel siero dei pazienti arruolati in quantita variabile, e I’antigene
noto marcato competono simultaneamente per un limitato numero di siti leganti
anticorpo-specifici. Secondo la legge dell’azione di massa, I’antigene presente in
concentrazione maggiore, sia marcato che non, ha occupato la maggior parte dei
siti leganti anticorpali, pertanto le molecole di antigene marcato che si sono
legate ai siti leganti anticorpali disponibili sono state in numero inversamente
proporzionale alla quantita di antigene non marcato.

La separazione della frazione legata dalla frazione libera ha rappresentato un
passaggio necessario dopo 1’avvenuta formazione del complesso antigene-
anticorpo.

Successivamente, la frazione legata all’anticorpo ¢ stata sottoposta a conteggio
di radioattivita che ha consentito di poter esprimere in termini di concentrazione
la quantita di IGF1 presente nel siero dei pazienti.

Saggio per le proteasi di IGFBP-3

Per valutare 1’attivita proteasica nel siero dei pazienti al IV stadio, 1 ul di siero
in 20 pl di buffer contenente il substrato dell’enzima ¢ stato incubato a 37°C per

72 ore, in presenza e assenza di inibitori delle proteasi. Successivamente sono
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state prelevate delle aliquote a 0, 24, 48 e 72 ore, sottoposte ad elettroforesi e
western blot per determinare lo stato di degradazione di IGFBP-3.

Per valutare I’attivita proteasica nel mezzo di coltura delle linee cellulari di
melanoma, 1 pl di siero proveniente da donatori sani ¢ stato utilizzato come
fonte di IGFBP-3 intatta, glicosilata. Questo ¢ stato miscelato con 20 pl del
mezzo di coltura delle cellule e i campioni cosi ottenuti sono stati incubati a
37°C per 96 ore e poi sottoposti a SDS-PAGE in condizioni riducenti. La
proteolisi delI’IGFBP-3 ¢ stata quindi valutata mediante western blot.
Zimografia

La zimografia ¢ una tecnica elettroforetica utlizzata per identificare I’attivita
proteolitica di enzimi, separati sulla base del loro peso molecolare su speciali gel
di poliacrilamide in condizioni non denaturanti. In tal modo, questa tecnica
garantisce di poter separatamente identificare la forma proenzimatica dalla
forma attivata delle MMP. Inoltre, 1’elettroforesi garantisce un’efficiente
separazione di questi enzimi anche da eventuali TIMP. La tecnica consiste
nell’impiegare gel di poliacrilammide che sono stati polimerizzati inglobando il
substrato specifico della MMP da investigare; ad esempio con la gelatina se si
vogliono studiare le MMP2 e 9 o con il collagene se si intende studiare la
MMP1. Alla corsa elettroforetica ¢ fatta seguire una fase di rinaturazione con
speciali buffer contenenti Triton X 100, che rimuove i residui di SDS presenti
nel gel di poliacrilammide; a questa prima fase ne segue una seconda di

incubazione in condizioni di temperatura idonea e in presenza di cofattori, in
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modo da favorire [Dattivita dell’enzima. La tecnica si conclude con la
colorazione del gel con Blue Coomassie o con un altro colorante generico per le
proteine. La presenza nel campione analizzato di attivita MMP ¢ evidenziata con
la presenza di bande “non colorate” che rappresentano I’esito della digestione da
parte dell’enzima delle proteine substrato presenti nel gel.

Un pl di siero dei pazienti (contenuto totale proteico di 60-80 pg) € stato
separato in un gel al 10% di SDS poliacrilamide, contenente 1 mg/ml di gelatina
bovina (Sigma, Deisenhofen, Germany), in condizioni non riducenti.

Dopo I’elettroforesi 1 gel sono stati lavati due volte, per 30 minuti, in un buffer
di triton X-100 al 2,5% per rimuovere 1’SDS. Successivamente i gel sono stati
incubati overnight, ad una temperatura di 37°C, con un buffer contenente il
substrato dell’enzima (Tris-HCI 50mM, pH 7,5; NaCl 150mM; CaCI2 5mM).
Infine, 1 gel sono stati colorati con Blue Coomassie R250 e decolorati in acqua.
Lo stesso test € stato anche eseguito su estratti cellulari provenienti da colture di
cellule di melanoma umano sia primitive che metastatiche (WM793 e Me501).
Colture cellulari

Rappresentano uno dei metodi piu utilizzati dalla biologia cellulare per
I’osservazione di cellule viventi. La sopravvivenza delle colture ¢ legata
all’utilizzo di appropriati terreni. Attualmente sono disponibili terreni di coltura
allestiti sulla base dello studio della biochimica nutrizionale e sulle esigenze
delle cellule che vengono poste in coltura. E essenziale il controllo della

pressione osmotica e del pH.
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I terreni contengono soluzioni tamponate di amminoacidi, basi puriniche e
pirimidiniche, vitamine, zuccheri e sali inorganici.

I terreni vengono arricchiti con siero bovino, umano o di cavallo o lisati proteici
ed estratti embrionali e addizionati di antibiotici per evitare la contaminazione
batterica o fungina.

Nel nostro studio abbiamo utilizzato 3 linee cellulari di melanoma umano: le
Me-501, le LG e le Wm-793, ottenute grazie alla collaborazione con I’Istituto
Superiore di Sanita, Dipartimento del Farmaco.

Le linee cellulari Wistar melanoma (WM) sono state gentilmente fornite dal Dr.
Meenhard Herlyn, Wistar Institute, Philadelphia, PA. Le linee cellulari LG e
Me501 sono state ottenute da metastasi asportate chirurgicamente a pazienti
affetti da melanoma presso 1’Istituto Nazionale dei Tumori, Milano, Italia. Tutte
le linee cellulari di melanoma sono state seminate in piastre di Petri (2 x 10° 0 4
x 10° per piastra) in un terreno RPMI 1640 addizionato con 100 UI/mL di
penicillina, 100 pg/mL di streptomicina (Life Technologies, Gaithersburg, MD)
e 2 mmol/L di glutamina (Life Technologies) con il 10% FCS in atmosfera al
5% di CO2 ad una temperatura di 37°C.

Scratch test

Detto anche wound-healing, si utilizza per valutare la motilita cellulare e
consiste nel praticare un vero e proprio "graffio" in una coltura cellulare in
adesione e quindi monitorare se € con quale velocita il graffio torni a riempirsi

di cellule: in sostanza, misura la capacita delle cellule di muoversi. E’stato
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effettuato sulle tre linee cellulari a nostra disposizione. (WM709, LG e Me501).
Le cellule in monostrato sono state “graffiate” con la punta di una pipetta in
modo da determinare una “ferita”. Quindi la piastra ¢ stata lavata con PBS ed
incubata in DMEM con il 3% di siero bovino fetale in presenza o assenza di
IGFBP-3 ricombinante (ABd serotec). La migrazione cellulare ¢ stata quindi
monitorata con un microscopio ottico, utilizzando un microscopio Axiovert
200M con una macchina fotografica digitale (Carl Zeiss, Thornwood, NY),
eseguendo fotografie a 2, 4 , 6, 24 e 48 ore. Le immagini sono state acquisite
con il software AxioVision 4.0 (Carl Zeiss). E’ stata quindi valutata la chiusura
della ferita iniziale calcolando la differenza tra I’area iniziale e I’area rimanente
ad ogni orario di controllo.

Trypan blue test

I1 test di esclusione della colorazione viene utilizzato per determinare il numero
di cellule vitali presenti in una sospensione. Si basa sul principio che le cellule
vive, avendo membrane cellulari intatte, non permettono a determinati coloranti
come il trypan blue, di penetrare all’interno del citoplasma.

Una sospensione cellulare viene messa a contatto con il colorante e
successivamente esaminata al microscopio per valutare se le cellule appaiono
colorate oppure no. Questo test non ¢, tuttavia, in grado di distinguere cellule

apoptotiche da cellule necrotiche.
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Test di invasivita cellulare

L’invasivita delle cellule di melanoma ¢ stata valutata con la metodica di
invasione del Matrigel (strato di membrana basale ricostituita in vitro) adeso alla
membrana di separazione tra il compartimento superiore ed inferiore di una
camera di Boyden. I due pozzetti della camera di Boyden sono stati separati da
un filtro di policarbonato con pori della larghezza di 8um, che ¢ stato ricoperto
con Matrigel (50ug/filtro): il Matrigel corrisponde alla composizione della
membrana basale in vivo. La possibilita delle cellule di oltrepassare tale barriera
anatomica ¢ indicativa delle proprieta invasive delle cellule.

Multipozzetti da 24 posti, preraffreddati a -20°C, sono stati riempiti con
300ul/pozzetto di Matrigel (10ug/ml) con una pipetta fredda, evitando la
formazione di bolle. I Matrigel ¢ stato lasciato a polimerizzare per un’ora a
37°C. Le cellule Me-501 sono state sospese in terreno di coltura, stratificate su
Matrigel polimerizzato e incubate a 37°C. Otto pozzetti sono stati utilizzati
come controllo ed in 16 ¢ stata aggiunta IGFBP-3 ricombinante a diversa
concentrazione, rispettivamente in 8 a 2,5ug/ml ed in altri 8 a Sug/ml. L’effetto
¢ stato valutato sin dalla sesta ora ed 1 singoli pozzetti sono stati fotografati dopo
24 ore dalla semina cellulare.

Western blot

Per determinare la concentrazione delle proteine coinvolte nella via proliferativa
ed apoptotica influenzate dal legame di IGF-1 al suo recettore, al fine di valutare

I’attivita di IGFBP-3 sulle stesse, ¢ stata utilizzata la metodica Western Blot
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(WB); prima dell’analisi elettroforetica, la concentrazione totale di proteine dei
lisati cellulart Me501 usati come controllo o trattati con IGFBP-3, ¢ stata
determinata mediante tecnica Bradford. In particolar modo, la quantita di Akt
endogena ¢ stata valutata con anticorpo specifico Cell Signaling Technology
anti-phospho-Akt(Ser473). 1 campioni sono stati quindi separati mediante
elettroforesi su gel di poliacrilamide al 12,5% in presenza di SDS (SDS-PAGE)
e trasferiti su una membrana di nitrocellulosa, utilizzando un buffer contenente
Tris-Glicina e 20% metanolo. I filtri sono quindi stati bloccati per 1ora con 5%
Not Fat Dry Milk (NFDM, AppliChem) in PBS, lavati ed incubati over night
con I’anticorpo primario policlonale (IGFBP-3, ABD Serotec). Successivamente
1 filtri sono stati lavati in 5% NFDM in PBS+0,1% Tween-20, ed incubati per 45
minuti con anticorpo secondario coniugato con perossidasi diretto contro le
immonuglobuline di coniglio, diluito in 10% NFDM (in PBS/T). Quindi, 1 filtri
sono stati lavati in Wash Buffer (5% milk in PBS/T). L immunoreattivita ¢ stata
visualizzata tramite chemioluminescenza (ECL, Bio-Rad). Per evidenziare la
reazione, 1 filtri sono stati esposti ad una lastra fotografica per un tempo
variabile da alcuni secondi ad alcuni minuti.

Xenotrapianti di cellule Me501 in topi SCID

Sono stati utilizzati 12 topi maschi SCID ai quali sono state inoculate sottocute,
nel fianco, 1 x 10° di cellule di melanoma umano Me501 in 200ul, diluite 1:1
con il matrigel. 1 topi sono stati suddivisi in tre gruppi da 4 (gruppo A di

controllo trattato con soluzione PBS, gruppo B pretrattato con 7,5pug/ml di
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IGFBP-3 nello stesso giorno di inoculazione delle cellule di melanoma, gruppo
C trattato con 7,5ug/ml di IGFBP-3 dopo una settimana dall’impianto delle
cellule tumorali. I dodici topi sono stati quindi trattati con PBS o IGFBP-3 ogni
due giorni per 25 giorni. La lunghezza, la larghezza, il volume ed il peso del
tumore a livello del sito di inoculazione sono stati misurati durante ed alla fine
dell’esperimento. 1 topi sono stati sacrificati al 25° giorno. I tumori sono stati
asportati, pesati, divisi in due parti per poter effettuare sia le indagini
istologiche, con 1 pezzi inclusi in paraffina, che di biologia molecolare, dove il
campione era richiesto a fresco. Dai pezzi inclusi in paraffina sono state eseguite
alcune sezioni di 3um che sono state colorate con ematossilina-eosina per poter
valutare la presenza di eventuale necrosi. Le immagini delle sezioni sono state
acquisite con il microscopio ottico Olimpus BX51 Camera Insight Firewire 2
Mega sample a 10x e trasferite come immagini JPEG su supporto digitale
tramite il software IAS versione 007000 prodotto dalla Delta System. Le sezioni
troppo grandi per essere acquisite come singole immagini sono state accorpate
con I'utilizzo di Microsoft Power Point. L’area totale delle lesioni, cosi come
I’area di necrosi sono state calcolate in valori assoluti con ['utilizzo del
programma ImagelJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD).

Inoltre, abbiamo voluto valutare anche se la quantita di IGFBP-3 somministrata
alle cavie potesse influire sulla crescita tumorale; per fare cio, sono stati
utilizzati ulteriori 12 topi maschi SCID ai quali sono state inoculate, con la

stessa metodica precedentemente esposta, 1 x 10° di cellule di melanoma umano
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Me501 in 200ul, diluite 1:1 con il matrigel. Nuovamente, 1 topi sono stati
suddivisi in tre gruppi da 4: gruppo A di controllo trattato con soluzione PBS,
gruppo B trattato con 7,5ug/ml di IGFBP-3 e gruppo C trattato con 37,5ug/ml di
IGFBP-3. Le dodici cavie sono state quindi trattate con PBS o IGFBP-3 ogni
due giorni per 25 giorni. Come gia precedentemente esposto, la lungezza, la
larghezza, il volume ed il peso del tumore a livello del sito di inoculazione sono
stati misurati durante ed al termine dell’esperimento e 1 topi sono stati sacrificati

al 25° giorno. I tumori sono stati infine asportati e pesati.

Saggio dell’attivita tirosinasica

Un saggio di valutazione dell’attivita tirosinasica ¢ stato effettuato al fine di
osservare la capacita delle cellule Me501 di melanoma di sintetizzare la
melanina. Circa 1 x 10° di cellule Me501 in coltura trattate con 2pg/ml di
IGFBP-3 ed un’analoga quantita delle stesse non trattate sono state lisate
miscelandole in un buffer (pH 6.8) di NaH,PO, 100mM+Triton X 1% con
inibitore di proteasi e tenute per 30 minuti in ghiaccio. Dopo aver centrifugato il
lisato cellulare per 10 minuti, ¢ stato prelevato il supernatante. E’ stata, quindi,
normalizzata la concentrazione delle proteine con test di Bradford e 30ug del
lisato sono stati incubati a 37°C con 10mM di L-dopa. Lo stesso test ¢ stato
eseguito utilizzando frammenti di melanoma espiantati dai topi utilizzati
nell’esperimento; circa 20mg di tessuto proveniente rispettivamente da un nevo

melanocitico demico usato come controllo, dal melanoma di un topo non trattato
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con IGFBP-3 e dal tumore di un topo trattato con IGFBP-3, sono stati lisati
mediante un omogeneizzatore a pestello (Potter) ed incubati a 37°C con 10mM
di L-dopa. L’attivita dell’enzima tirosinasi ¢ stata analizzata mediante lettura
con spettrofotometro a 475nm. 1 valori sono stati rappresentati con un
istogramma mediante Microsoft Excel. Allo scopo di escludere la possibilita che
I’aumento dell’attivita tirosinasica fosse dipendente dal sequestro di IGF-1 da
parte di IGFBP-3, abbiamo eseguito lo stesso esperimento utilizzando cellule
incubate con terreno di coltura privo di siero. Le cellule inserite su quattro
piastre (due utilizzate come controllo e due trattate al tempo 0 con 2ug/ml di
IGFBP-3) sono state lisate dopo 24 e 48 ore e I’attivita della tirosinasi ¢ stata

valutata con spettrofotometro.

Immunoistochimica

Per 1’analisi immunoistochimica sono stati utilizzati 20 melanomi primitivi e 20
metastasi dermiche. I campioni sono stati fissati in formalina per 2-4 ore e
inclusi in paraffina con un punto di fusione di 55-57°C. Tre sezioni da 3um sono
state  tagliate e colorate in ematossilina-eosina. Per lo studio
immunoistochimico, le sezioni, montate su vetrini, sono state processate dopo
essere state de paraffinate, e 1 siti non immuni bloccati con 1’Ultra V Block
(Thermo Scientific, Runcorn, UK) secondo le istruzioni ricevute dal rivenditore

e lavate per 3 volte in PBS.
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Sono stati utilizzati come anticorpi primari un rabbit anticorpo policlonale anti-
MMP-9 (Thermo Scientific, RB-9234-P) diluito 1:200 e un rabbit anticorpo
policlonale anti-IGFBP-3 (AbD, 5345-5109) diluito 1:100. Le sezioni sono state
incubate per 1 ora con anti-MMP-9 e per 2 ore con anti-IGFBP-3 a temperatura
ambiente. Dopo quattro lavaggi in PBS, le sezioni sono state incubate per 20
minuti con Primary Antibody Enhancer (Thermo Scientific, Runcorn, UK) e per
25 minuti con AP Polymer (Thermo Scientific, Runcorn, UK).

Le sezioni sono state quindi trattate con il cromogeno Liquid Fast-Red Substrate
System (Thermo Scientific, Runcorn, UK) per 10 minuti ed infine, contrastate
con ematossilina.

Le cellule di melanoma valutate per questo studio sono stati i melanociti e le
cellule stromali individuate mediante criteri morfologici e istologici per ogni
sezione di melanoma primitivo e metastasi dermiche considerate. Il calcolo del
numero di cellule immuno-positive sia per anti-IGFBP-3 che per anti-MMP-9,
valutate con microscopio ottico a 200X, ¢ stato eseguito in maniera indipendente
da tre ricercatori.

La concordanza tra gli operatori ¢ stata superiore al 90%. Per ogni sezione sono
stati scelti in maniera randomizzata almeno 7-10 campi microscopici. E’ stato
ideato uno scoring system per valutare 1’espressione immunoistochimica sia di
IGFBP3 che di MMP-9 considerando il numero di cellule positive: punteggio 0
¢ stato assegnato in caso di presenza <5% di cellule positive, 1 in caso di lieve

positivita, 2 in caso di positivita focale, 3 in caso di positivita moderata ¢ 4 in
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caso di forte positivitd. Lo stesso score ¢ stato utilizzato per valutare il grado di
pigmentazione dei campioni presi in esame.

Un’indagine immunoistochimica ¢ stata effettuata per valutare [’indice
proliferativo delle cellule di melanoma umano (Me501) espiantate dai 12 topi
SCID trattati con IGFBP-3, attraverso 1’espressione dell’antigene Ki-67.
L’analisi ¢ stata effettuata utilizzando il metodo senza biotina, MACH 1
Universal HRP-Polymer Detection (Biocare Medical, Concord, CA, USA).
L’anticorpo primario anti-Ki67 ¢ stato incubato per 1 ora (diluizione 1:100;
monoclonal mouse, MIB-1, Dako, Glostrup, Denmark). Le immagini al
microscopio ottico sono state acquisite mediante camera (SPOT Insight;
Diagnostic Instrument, Sterling Heights, MI, USA) connessa al microscopio
Olympus BX-51 (Olympus, Tokyo, Japan). Per valutare I’indice proliferativo
sono stati scelti, per ogni sezione, due campi con maggior positivita di Ki-67, di
circa 350-400 cellule ciascuno, ed ¢ stata calcolata una media delle percentuali
delle cellule positive osservate da tre diversi operatori.

Per quantificare 1’indice apoptotico nei campioni di tumore di melanoma umano
(Me501) asportato dai 12 topi considerati nello studio, ¢ stata eseguita un’analisi
immunoistochimica con il metodo TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase—mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labelling) che
permette di identificare le cellule apoptotiche attraverso l’enzima terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) che riconosce 1’estremita terminale 3°’OH

del DNA frammentato a doppia o a singola elica dove aggiunge cataliticamente
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residui di nucleotidi marcati o modificati con biotina-dUTP. Il metodo TUNEL ¢
stato eseguito usando il Kit ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection (Oncor, Gaithersburg, USA) secondo le istruzioni del rivenditore. Le
sezioni incluse in paraffina, dopo reidratazione in scala discendente di etanolo
(100, 95 and 70% v/v etanolo) sono state sottoposte a digestione con la
proteinasi K (20 pg/ml, Dako) per 6-7 minuti per rendere gli acidi nucleici
accessibili ai nucleotidi marcati. Le sezioni sono state, quindi, lavate con acqua
distillata e 1’attivita enzimatica delle perossidasi endogene ¢ stata bloccata con
perossido d’idrogeno a 0.3% in metanolo per 10 minuti. Dopo due lavaggi in
PBS da 5 minuti ciascuno, le sezioni sono state incubate per 1 ora a 37°C in
camera umida con la soluzione di marcatura costituita dall’enzima TdT e dal
deossinucleotide trifosfato coniugato con digossigenina (Oncor), quindi, la
marcatura ¢ stata bloccata lavando 1 vetrini con soluzione tamponata (Oncor) per
10 minuti e PBS tre volte per 5 minuti ciascuno. Le sezioni sono state
ulteriormente incubate con un anticorpo anti-digossigenina (Oncor) per 30
minuti a temperatura ambiente, lavate in PBS e trattate con DAB per 1-3 minuti
al fine di catalizzare la reazione con il cromogeno. Questa reazione ¢ stata
interrotta lavando 1 vetrini in acqua distillata per 1 minuto e successivamente si €
provveduto a colorare le sezioni con ematossilina per 30 secondi; infine, dopo
disidratazione con scala ascendente di etanolo e xilene, 1 vetrini sono stati
montati con gli opportuni vetrini coprioggetto. L’indice apoptotico ¢ stato

calcolato contando le figure apoptotiche sulle sezioni di tumore colorate con la
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DAB perossidasi ed espresso come percentuale sul totale delle cellule contate in
tre campi 20x scelti in maniera randomizzata.

Infine ¢ stata valutata ’attivita di AKT sulle sezioni dei campioni di melanoma
umano xenotrapiantati sui topi SCID utilizzando 1’anticorpo monoclonale Rabbit
Phospho-AKT (Ser473) (D9E)XP™. Dopo smascheramento degli antigeni, i
vetrini sono stati trattati per bloccare i siti non immuni con Ultra V Block
(Thermo Scientific, Runcorn, UK) per 5 minuti, quindi sono stati lavati con due
lavaggi da 2 minuti di PBS ed incubati con I’anticorpo monoclonale primario
Rabbit Phospho-AKT (diluizione 1:50) per 2 ore. Le sezioni sono state, poi,
lavate e trattate con Primary Antibody Enhancer (Thermo Scientific, Runcorn,
UK) per 20 minuti e successivamente con AP Polymer (Thermo Scientific,
Runcorn, UK) per altri 30 minuti. Infine, sono state incubate con il cromogeno
Liquid Fast-Red Substrate System (Thermo Scientific, Runcorn, UK) per 10
minuti e contrastate con ematossilina. Due operatori hanno quindi calcolato la
percentuale di aree positive per p-AKT rispetto all’area totale del tumore.
Analisi statistica

Per stabilire quali variabili relative ai pazienti inclusi nello studio fossero
statisticamente correlate a bassi livelli sierici di IGFBP-3, i dati sono stati
raccolti su foglio di lavoro Microsoft Excel ed analizzati con il test ANOVA di
confronto delle medie; un valore di P < 0.05 ¢ stato considerato statisticamente

significativo.
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Per identificare un cut off valido per i livelli sierici di IGFBP-3 nei nostri
pazienti, correlato alla presenza di malattia al momento del prelievo, abbiamo
utilizzato una curva ROC.

I valori di IGF1 ed IGFBP-3 ottenuti rispettivamente con metodica RIA ed
ELISA, sono stati aggiustati per sesso ed eta come descritto da Friedrich et al
(187).

Il confronto tra 1 valori ottenuti con metodica ELISA riguardanti la
concentrazione sierica di IGFBP-3 e valori ottenuti con metodica RIA per IGFI,
¢ stato effettuato con test ANOVA di comparazione delle medie.

Le curve di sopravvivenza sono state costruite utilizzando il metodo Kaplan-
Meier e confrontate mediante log-rank test.

Al fine di \verificare le correlazioni tra le molecole studiate in
immunoistochimica (IGFBP-3 ¢ MMP-9) e la presenza di pigmento o con la
natura primitiva o secondaria delle lesioni ¢ stato utilizzato il test di Mann-
Whitney per la comparazione tra variabili indipendenti.

I risultati ottenuti dalle indagini immunoistochimiche eseguite sui campioni di
melanoma umano provenienti da xenotrapianto su topi SCID sono stati calcolati
con 1l test T di Student, considerando sia le variabili relative al volume dei
tumori ed alla percentuale di necrosi in esso contenuto, sia la positivita per Ki-
67, per pAKT che per il TUNEL, nonché, infine, le variabili relative al volume

dei tumori differenziate in base alla quantita di IGFBP-3 somministrata.
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L’analisi statistica & stata effettuata tramite MedCalc® versione 12.6.1.0, Free

Trial su piattaforma Windows XP Home edition.
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RISULTATI

Le concentrazioni di IGFBP-3 misurate mediante ELISA sono risultate
significativamente inferiori nei pazienti affetti da melanoma al 1V stadio.

Per valutare la quantita di IGFBP-3 nei sieri dei pazienti arruolati abbiamo
effettuato I’analisi ELISA utilizzando anticorpi commerciali anti-IGFBP-3.

La correlazione tra le variabili prese in esame per i1 diversi pazienti e la
concentrazione sierica di IGFBP-3 ¢ stata effettuata tramite test ANOVA di
confronto delle medie; tale indagine, come si evince dalla tabella 3, mostra
significativita statistica per le variabili “stadio al momento del prelievo” e
“volume metastatico”.

Tramite curva ROC abbiamo calcolato un valore cut-off dell’IGFBP-3, per poter
distinguere tra 1 pazienti deceduti o meno. Abbiamo quindi costruito, secondo il
metodo di Kaplan Meier, e paragonato mediante log-rank test, le curve di
sopravvivenza dei due gruppi di pazienti aventi valore elevato o basso di
IGFBP-3. Tali curve sono risultate statisticamente ben differenziabili con una
significativita pari a P=0.010 (figura 13). Si puo osservare come a 18 mesi solo
il 56,7% dei pazienti con bassi livelli di IGFBP-3 ¢ in vita rispetto all’88,3% di

quelli con livelli piu alti.
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Tabella 3: correlazione tra i livelli sierici di IGFBP-3 valutati mediante ELISA e le

variabili studiate mediante test ANOVA

Caratteristiche N. pazienti (Valore medio IGFBP-3 in P value
dei pazienti (N =48) ng/ml)
Sesso
Maschi 25 4780,7517 P=0.744
Femmine 23 4881,1966
Eta
<40 7 5193,5344 P=0.592
41-60 17 4825,5782
>60 24 4724,8643
Spessore di Breslow
<1.00 9 5372,4164
1.01-2.00 7  5026,7412 P=0.130
2.01-4.00 17 4353,5847
>4.00 12 5059,6402
Occulto 3 4506,9185
Ulcerazione
Assente 20  5026,2152 P=0.529
Presente 25 4709,6501
Non valutabile 3 4506,9185
Istologia
SSM 24 5173,4689
NM 20  4521,5990 P=0.118
ALM 1 3670,3256
Occulto 3 4506,9185
Decesso
No 36  4970,9380 P=0.105
Si 12 4402,7122
Presenza di malattia
al momento del prelievo
No 32 4982,4951 P=0.153
Si 16 4521,6544
Progressione
No 26 5054,4924 P=0.106
Si 22 4562,2505
Stadio al prelievo
Stadio 0 0
Stadio 1 10 5252,9080 P=0.020
Stadio 2 15 5040,5362
Stadio 3 9 5108,4885
Stadio 4 14 4119,4853
Volume Metastatico
tra0e 15cc 36 5051,4858 P=0.009
oltre 15cc 12 4161,0686
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Figura 13: sopravvivenza globale dei pazienti correlata ai valori di IGFBP-3; linea blu

pazienti con bassi livelli di IGFBP-3, linea tratteggiata rossa pazienti con elevati livelli di

IGFBP-3
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La ridotta biodisponibilita di IGF-1 sierico é risultata correlata alla

sopravvivenza dei pazienti.

Per wvalutare I’effettiva biodisponibilita dell’lGF-1 nel siero dei pazienti
arruolati, abbiamo tenuto in considerazione che I'IGFBP-3 ¢ la proteina
maggiormente implicata nel trasporto dell’IGF-1 libero.

Abbiamo, quindi, introdotto il valore IGF-1/IGFBP-3 ratio, allo scopo di
ottenere un valore, seppure approssimativo, di IGF-1 libero in grado di mediare i
propri effetti proliferativi e antiapoptotici a livello dei tessuti.

Tale valore ¢ risultato statisticamente correlato con 1’eta (P=0.006) ed il sesso
(P=0.015) dei pazienti; un valore (P=0.057) al limite della significativita ¢ stato

riscontrato anche per il volume metastatico (tabella 4).
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Tabella 4: correlazione tra il rapporto IGF-1/IGFBP-3 e le variabili studiate mediante

test ANOVA
Caratteristiche N. pazienti (Valore medio IGF1/IGFBP-3) P value
dei pazienti (N =48)

Sesso
Maschi 25 6,1935 P=0.015
Femmine 23 5,1392

Eta
<40 7 7,3294 P =0.006
41-60 17 5,3785
>60 24 5,4290

Spessore di Breslow
<1.00 9 5,5030
1.01-2.00 7 6,1181 P=0.876
2.01-4.00 17 5,8069
>4.00 12 5,5458
Occulto 3 5,1393

Ulcerazione
Assente 20 5,8729 P=0.696
Presente 25 5,6065
Non valutabile 3 5,1393

Istologia
SSM 24 5,8264 P=0.123
NM 20 5,4407
ALM 1 8,9716
Occulto 3 5,1393

Decesso
No 36 5,4588 P=0.071
Si 12 6,3768

Presenza di malattia

al momento del prelievo | 32 5,5503 P=0.382
No 16 5,9642
Si

Progressione
No 26 5,5542 P=0.515
Si 22 5,8467

Stadio al prelievo
Stadio 0 0 P=10.398
Stadio 1 10 5,3555
Stadio 2 15 5,3519
Stadio 3 9 5,7662
Stadio 4 14 6,2364

Volume Metastatico
tra0e 15cc 36 5,4463 P =0.057
oltre 15cc 12 6,4142
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Tramite curva ROC abbiamo calcolato un valore cut-off del rapporto IGF-
1/IGFBP-3, per poter separare 1 pazienti deceduti da quelli ancora in vita.
Abbiamo, quindi, costruito secondo il metodo di Kaplan Meier e paragonato
mediante log-rank test, le curve di sopravvivenza dei due gruppi di pazienti
aventi valore elevato o basso di IGF-1/IGFBP-3 ratio. Tali curve sono risultate
statisticamente ben differenziabili con una significativita pari a P=0.0033 (figura
14). Come si puo notare dal grafico, 1 pazienti con un rapporto piu grande,
quindi con una biodisponibilita maggiore di IGF-1, hanno, a 18 mesi, una

sopravvivenza del 48% rispetto al gruppo di pazienti con il rapporto minore che

¢ dell’89.1%.
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Figura 14: sopravvivenza globale dei pazienti correlata ai valori di IGF-1/IGFBP-3

Ratio; linea blu pazienti con bassa biodisponibilita di IGF-1, linea tratteggiata rossa

pazienti con elevata biodisponibilita di IGF-1
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La progressione di malattia nei pazienti si accompagna a una riduzione dei
livelli sierici di IGFBP-3 misurati mediante ELISA.

Allo scopo di validare ulteriormente i risultati sopra descritti, abbiamo effettuato
misurazioni aggiuntive dei livelli di IGFBP-3 nei sieri degli stessi pazienti
sottoposti a prelievo durante il follow-up.

Sono stati valutati 28 pazienti; tra questi, alcuni erano liberi da malattia da
almeno 14 mesi, mentre altri erano andati incontro a progressione di malattia ed
in alcuni casi a morte.

Per evitare bias soggettivi, prima di effettuare I’analisi ELISA a ciascun siero ¢
stato attribuito un codice non noto allo sperimentatore che ha effettuato
I’allestimento dei gel e 1’analisi quantitativa. Solo dopo 1’analisi dei dati e la
quantizzazione di IGFBP-3 1 codici sono stati rivelati e 1 valori ottenuti attribuiti
ai rispettivi pazienti.

I risultati ancora una volta dimostrano la stretta correlazione esistente tra la
concentrazione sierica di IGFBP-3 e la progressione di malattia. I pazienti con
“stable disease” presentano valori costanti di IGFBP-3 tra il primo ed il secondo
prelievo, mentre nei pazienti andati in progressione di malattia, si pud osservare
un decremento, statisticamente significativo (P=0.033), di circa il 20% medio
del valore sierico della proteina (figura 15). Questo dato, insieme ai precedenti,
conferma e consolida 1'idea che la progressione del melanoma sia

significativamente correlata alla riduzione di IGFBP-3 nel sangue dei pazienti.
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Figura 15: correlazione tra la concentrazione sierica di IGFBP-3 e la progressione di

malattia
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L’espressione di IGFBP-3, valutata in immunoistochimica, é maggiore nei

melanomi primitivi rispetto alle metastasi dermiche.

La progressione iniziale del melanoma primitivo verso la metastasi ¢
probabilmente controllata, tra gli altri fattori, anche dall’IGFBP-3 presente nel
microambiente tissutale. La maggior parte dell’IGFBP-3 ¢ prodotto a livello
epatico ma anche dalle cellule infiammatorie, mesenchimali e dai melanociti
stessi. L’espressione di IGFBP-3 dei campioni di melanoma primitivo e delle
metastasi dermiche considerate in questo studio, ¢ stata valutata attraverso
I’analisi immunoistochimica; la quantita di IGFBP-3 presente nelle cellule di
melanoma correla inversamente con la capacita di metastatizzare della neoplasia
(figura 16). La positivita citoplasmatica e nucleare di IGFBP-3, considerando sia
le cellule delle teche di melanoma che quelle stromali (monociti/macrofagi,
linfociti, granulociti e fibroblasti), ¢ risultata statisticamente maggiore nei
melanomi primitivi rispetto alle metastasi (P=0.0031) (figura 17). Considerando
separatamente il grado di positivita stromale e tumorale dell’IGFBP-3, si deduce
che una minore percentuale di cellule positive nello stroma, correla in modo
significativo con la natura secondaria della lesione, rispettivamente P=0.0014

IGFBP-3 stromale, P=0.0947 IGFBP-3 tumorale (figura 18).
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Figura 16 (A-B): Espressione di IGFBP-3 in melanomi primitivi e metastatici

A: PIGFBP 3 ¢ ben evidente nelle cellule stromali del tumore primitivo
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B: Scarsa positivita per IGFBP-3 in una metastasi dermica

111



Figura 17: L’espressione di IGFBP-3 ¢ significativamente maggiore nei melanomi

primitivi che nelle metastasi dermiche
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Figura 18: L’espressione di IGFBP-3 stromale ¢ significativamente maggiore nei

melanomi primitivi che nelle metastasi dermiche
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Nel siero dei pazienti al 1V stadio di malattia la riduzione dei valori di IGFBP-
3 é mediata da specifici processi proteolitici assenti nel siero dei pazienti in

stadi 0-111.

La produzione di proteasi ¢ un evento che facilita la progressione tumorale in
diversi tipi di neoplasie.

Per verificare se la riduzione dell’lGFBP-3 nel siero dei pazienti in stadio
avanzato di malattia potesse essere attribuibile a specifici processi proteolitici,
abbiamo incubato per tre giorni alla temperatura di 37°C, due aliquote di siero
provenienti dallo stesso paziente, ma prelevate in tempi diversi: la prima
aliquota allo stadio III di malattia e la seconda quando, a seguito di
progressione, il paziente si trovava in stadio IV. Ad entrambe le aliquote sono
state aggiunte quantita uguali di IGFBP-3 glicosilata in modo da poter avere
valori di tale proteina rilevabili all’indagine WB. Dopo 72 ore di incubazione la
concentrazione di IGFBP-3 nel siero prelevato al IV stadio non era piu
rilevabile, mentre subiva solo un lieve decremento nel siero ottenuto dal
paziente al momento del III stadio di malattia. L’aggiunta di inibitori aspecifici
di proteasi (PMSF, aprotidina, e leupeptina) ha permesso di osservare il blocco
della degradazione di IGFBP-3 anche nel siero del paziente al IV stadio di

malattia (figura 19).
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Figura 19: Clivaggio proteolitico del’IGFBP-3 nel siero di un singolo paziente prelevato

prima e dopo la progressione di malattia
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Nel siero dei pazienti al 1V stadio sono presenti metalloproteasi 1, 2, 7 e 9.

E’ stato condotto un saggio di zimografia su un substrato di collagene usando i
campioni di siero dei pazienti al IV stadio di malattia e quelli provenienti da
donatori sani. Il test ha evidenziato la presenza, nei pazienti al IV stadio, delle
metalloproteasi 1, 2, 7 e 9 mentre nei controlli non ¢ stata rilevata alcuna
positivita. Sugli stessi campioni € stato eseguito anche un western blot che ha
dimostrato la presenza dell’lGFBP-3 intatta nei controlli e la sua assenza nei

pazienti al I'V stadio di malattia (figura 20).
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Figura 20: Identificazione delle gelatinasi attraverso la zimografia nei sieri dei controlli

sani e dei pazienti affetti da melanoma
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Le linee cellulari di melanoma producono metalloproteasi che degradano

IGFBP-3.

Per valutare la presenza di proteasi in grado di degradare IGFBP-3 prodotte da
cellule di melanoma in coltura, il terreno di coltura delle nostre linee cellulari ¢
stato addizionato con IGFBP-3 ricombinante intatto; in seguito ¢ stato condotto
un WB sul sovranatante di queste cellule, al tempo 0 ¢ dopo 96 ore di
incubazione per verificare la degradazione di IGFBP-3.

Il test ha dimostrato che linee cellulari di melanoma metastatico producono una
maggior quantita di proteasi che degradano IGFBP-3 rispetto alla linea di cellule
di melanoma primitivo (figura 21) e la successiva zimografia ha mostrato la

presenza delle metalloproteasi 2 e 9 (figura 22).
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Figura 21: Linee cellulari di melanoma metatstatico producono proteasi che degradano

IGFBP3
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Figura 22: Le linee cellulari di melanoma producono MMPS in vitro e in vivo
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L’espressione di metalloproteasi 9, valutata in immunoistochimica, é

maggiore nelle metastasi dermiche rispetto ai melanomi primitivi.

A conferma dei dati ottenuti tramite zimografia, abbiamo voluto verificare
mediante immunoistochimica 1’espressione della metalloproteasi 9 sui campioni
di melanomi primitivi e metastasi dermiche. Come si puo osservare dalla figura
23, lo score totale di MMP-9, considerando sia I’espressione dei melanociti che
delle cellule stromali, ¢ significativamente piu alto nelle metastasi rispetto alle
lesioni primitive (P=0.0044). In questo caso, valutando distintamente la
positivitd per MMP-9 sia della componente tumorale che di quella stromale,
entrambe correlano in modo statisticamente significativo con la natura primitiva

o secondaria della lesione (P=0.0409 e P=0.0338) (figura 24-27).
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Figura 23: L’espressione di MMP-9 ¢ significativamente maggiore nelle metastasi

dermiche che nei melanomi primitivi
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Figura 24: L’espressione di MMP-9 stromale ¢ significativamente maggiore nelle

metastasi dermiche che nei melanomi primitivi
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Figura 27: La MMP9 nelle metastasi dermiche ¢ espressa sia a livello tumorale che

stromale
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La differente espressione compartimentale di IGFBP-3 e di MMP-9 correla

con la natura della lesione.

La diversa espressione di IGFBP-3 ¢ di MMP-9 nelle stesse aree di alcune
sezioni valutate in immunoistochimica, pud avvalorare [D’ipotesi della
degradazione di IGFBP-3 per mezzo di MMP-9. Quando viene considerata la
positivita per IGFBP-3 a livello stromale e quella di MMP-9 a livello tumorale
come un’unica variabile, si puod notare una fortissima correlazione,
statisticamente significativa, con la natura primitiva o secondaria della lesione,

P=0.0001 (figura 28-29).
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Figura 28: Una minore espressione di

IGFBP-3

stromale ed una maggiore

immunoreattivita di MMP-9 tumorale correlano con la natura della lesione
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Figura 29: L’analisi immunoistochimica su sezioni parallele di melanomi primitivi e
metastasi dermiche evidenzia un’inversa espressione di IGFBP-3 e MMP-9 nelle stesse

aree considerate

IGFBP-3 MMP-9
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L’aggiunta di IGFBP-3 ricombinante al terreno di cellule di melanoma in

coltura (Me-501) riduce la motilita cellulare.

E’ stato effettuato lo scratch test sulle linee cellulari in studio (Wm-793, Me-501
ed LG) in condizioni basali per valutare la capacita e la cinetica di migrazione
delle cellule appartenenti alle tre linee. A 24 ore sia le Me-501 che le LG
mostravano di aver completamente richiuso la “ferita”, mentre le Wm-793 non
mostravano capacita migratoria (figura 30).

Abbiamo voluto valutare 1’azione di IGFBP-3 ricombinante esogeno sulla
motilita e sulla capacita di invasione delle cellule Me-501; ¢ stato effettuato lo
scratch test sulle cellule in condizioni basali e dopo ¢ stato aggiunto IGFBP-3
ricombinante esogeno al dosaggio di 1,5ug/ml. A 24 ore abbiamo osservato che,
in presenza di IGFBP-3, le cellule diminuiscono significativamente la motilita
(figura 31). Poiché le cellule di melanoma producono piccole quantita di
IGFBP-3, abbiamo eseguito anche I’esperimento opposto, cio¢ lo scratch test
dopo I’aggiunta di un anticorpo specifico per IGFBP-3; il risultato ottenuto ha
dimostrato che, in queste condizioni, le cellule riparano la “ferita” in poco
tempo, confermando che I’inibizione della motilita cellulare ¢ IGFBP-3
dipendente e che le cellule non solo riacquistano la motilita, ma perdono anche
I’aderenza dal substrato rimanendo in sospensione; attraverso il test del Trypan

blue abbiamo dimostrato che queste cellule sono comunque vitali (figura 32).
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Figura 30: Scratch test su linee cellulari di melanoma
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Figura 31: Scratch test su cellule Me-501 in assenza e dopo aggiunta di IGFBP-3

ricombinante e dopo aggiunta di un anticorpo specifico per IGFBP-3
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Figura 32: Test del Trypan blue

130



L’aggiunta di IGFBP-3 ricombinante al terreno di cellule di melanoma in

coltura (Me-501) riduce la capacita migratoria di tali cellule.

L’invasivita delle cellule di melanoma ¢ stata valutata con la metodica di
invasione del Matrigel (strato di membrana basale ricostituita in vitro) adeso alla
membrana di separazione tra il compartimento superiore ed inferiore di una
camera di Boyden. La possibilita delle cellule di oltrepassare tale barriera
anatomica ¢ indicativa delle proprieta invasive delle cellule.

Otto pozzetti sono stati utilizzati come controllo ed in 16 ¢ stata aggiunta
IGFBP-3 ricombinante a diversa concentrazione, rispettivamente a 2,5ug/ml in 8
e a Sug/ml in altr1 8. L’effetto ¢ stato valutato sin dalla sesta ora ed 1 singoli
pozzetti sono stati fotografati dopo 24 ore dalla semina cellulare.

La capacita migratoria delle cellule Me-501 ¢ risultata notevolmente diminuita
in presenza di IGFBP-3 con un effetto correlato alla dose (figura 33).

Al contrario I’aggiunta di anticorpo anti-IGFBP-3 a dosi crescenti ne aumentava

la capacita invasiva (figura 34).
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Figura 33: Test di invasione del Matrigel condotto su cellule Me-501 in assenza (A) e

dopo aggiunta di IGFBP-3 ricombinante alla dose di 2,5ug/ml (B) e Spg/ml (C)

A: Controllo

B: +IGFBP-3 alla dose di 2,5ug/ml

C: + IGFBP-3 alla dose di Spg/ml
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Figura 34: L’aggiunta di anticorpo anti-IGFBP-3 a dosi crescenti aumentava la capacita

migratoria delle cellule Me501

GO0

[y ]
]
=

400 -

(]
=
=

Invasion (%)

—
=
[}

[}

IGG - AbIgfbp3  Ab Igfbp3
(20 ug/mil) (10 ug/mil) (20 ug/ml)

133



IGFBP-3 aumenta la capacita di melanogenesi delle cellule Me501.

Attraverso un saggio dell’attivita enzimatica della tirosinasi per la sintesi di
melanina da parte delle cellule Me501, si ¢ osservata un’attivitda di IGFBP-3
anche sulla melanogenesi. In particolare, si ¢ visto che il lisato di cellule trattate
a tempo 0 con 2pg/ml di IGFBP-3 e incubate per 48 ore senza siero con 10mM
di L-dopa, un precursore della tirosina, produceva una quantita maggiore di
melanina, circa 2,5 volte in piu, rispetto al lisato di cellule non trattate con
IGFBP-3, con un aumento di circa 1,5 volte dell’attivita dell’enzima tirosinasi
(figura 35). L’esperimento, eseguito in assenza di siero e quindi di IGF-1
esogeno, ha permesso di escludere I’azione di IGF-1 sull’incremento della
melanogenesi, confermando I’ipotesi di un’attivita IGFBP-3 dipendente. Questo
dato ¢ stato ulteriormente confermato dall’analisi dei lisati cellulari provenienti
dai tumori xenotrapiantati nei quali il campione trattato con IGFBP-3 aveva

un’attivita tirosinasica maggiore del 50% (figura 36).
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Figura 35: Valutazione dell’attivita tirosinasica delle cellule MeS01 in assenza di siero e

trattate con IGFBP-3
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Figura 36: Valutazione dell’attivita tirosinasica in un nevo dermico ed in cellule MeS501

di tumori xenotrapiantati in modelli murini SCID senza e con trattamento con IGFBP-3
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La positivita immunoistochimica per IGFBP-3 a livello tumorale correla con

la pigmentazione del tumore primitivo.

Il dato osservato a livello cellulare della maggiore capacita di sintetizzare
melanina da parte delle cellule Me501 trattate con IGFBP-3 ¢ in accordo con il
dato, osservato in immunoistochimica, che la maggior positivita delle cellule
tumorali e stromali all’IGFBP-3 determina un’aumentata pigmentazione del
campione biologico osservato (P=0.0470). In dettaglio, si pud notare che solo
I’espressione di IGFBP-3 all’interno delle cellule di melanoma, rispetto a quelle
stromali, ¢ statisticamente correlata con la pigmentazione ¢ quindi con la sintesi
di melanina nei tessuti analizzati (P=0.0079 a livello tumorale e P=0.4043 a

livello stromale) (figura 37-39).
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Figura 37: Correlazione tra positivita immunoistochimica alPIGFBP-3 delle cellule

tumorali e pigmentazione del tumore
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Figura 38: La pigmentazione correla con la positivita immunoistochimica per IGFBP-3

delle cellule tumorali (Ingrandimento 20x)

Figura 39: Espressione di IGFBP-3 in cellule di melanoma intensamente pigmentate

(Ingrandimento 40x)
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Questo dato ¢ maggiormente significativo quando analizziamo esclusivamente la
positivita per IGFBP-3 nelle lesioni primitive (P=0.0018) ed ¢ ancor piu netto se

si considera la positivita delle solo cellule tumorali (P=0.0004). (figura 40).

Nessuna correlazione statisticamente significativa si osserva, invece, tra la

positivita delle cellule tumorali e stromali per MMP-9 ¢ la pigmentazione.

Figura 40: Correlazione tra positivita immunoistochimica al’IGFBP-3 delle cellule

tumorali con la pigmentazione del tumore primitivo
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Influenza del trattamento con IGFBP-3 sul pathway dell’Akt.

L’effetto di IGFBP-3 su Akt ¢é stato analizzato, mediante WB, su linee cellulari
di melanoma metastatico (Me501) trattate con IGFBP-3 e valutate a diversi
intervalli di tempo. Come mostrato nella figura 41, lo stato di attivazione di Akt,
valutato mediante la presenza di fosforilazione nel sito Ser 473, era
completamente assente dopo 2 ore dal trattamento con IGFBP-3, perdurando per
24 ore a fronte di una quantita stabile di proteina totale, indicando che IGFBP-3
non ha effetti né sull’espressione né sulla stabilita della proteina. Questi risultati
suggeriscono che I’iperattivazione di Akt, attraverso la fosforilazione di Ser 473,
presente prevalentemente nelle cellule di melanoma metastatico, rappresenti un
importante evento nella transizione tra melanoma primitivo e metastatico,

modulando la motilita e la capacita invasiva della cellula.

Figura 41: WB sul sovranatante di cellule Me501 in assenza e in presenza di IGFBP-3

Me501 in assenza di IGFBP-3 Me501 in presenza di IGFBP-3

(p)AKT 473
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Studio su tumori xenotrapiantati in modelli murini: il volume tumorale nei

topi trattati é risultato inferiore a quello del gruppo di controllo.

L’andamento della crescita tumorale misurato ad intervalli costanti si ¢
dimostrato nettamente differente nei tre gruppi considerati (figura 42); in
particolare, al termine dell’esperimento, la media del volume dei tumori
impiantati nel gruppo di controllo era maggiore di quella dei due gruppi trattati
(64,12mm3 VS 31,56mm3) con una differenza, calcolata con test T di Student,
statisticamente significativa (P=0.0411). Inoltre, questa differenza ¢ risultata
ancora piu significativa comparando il gruppo controllo (64,12mm’) col gruppo
che aveva ricevuto la somministrazione di IGFBP-3 contestualmente all’inoculo
delle cellule tumorali (P=0.0408) (figura 43). La percentuale di necrosi tumorale
calcolata sulle sezioni colorate con ematossilina-eosina, pur risultando piu alta
nei tumori trattati rispetto ai non trattati (14,38% vs 9,3%) non ¢ risultata
statisticamente significativa, P=0.4570 (figura 44). Valutando la positivita delle
cellule tumorali per Akt fosforilata in posizione Ser 473 e quindi iperattivata,
pur se non in modo statisticamente significativo, si pud notare come le medie di
immunoreattivita dei gruppi trattati risultino inferiori rispetto a quella del gruppo

di controllo (57% vs 73,25%) (figura 45).
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Figura 42: Immagine macroscopica di tre tumori (uno per gruppo) immediatamente
successiva all’espianto

Gruppo A: Controllo

Gruppo B: Trattati con IGFBP-3 dal momento dell’inoculo delle cellule Me501

Gruppo C: Trattati con IGFBP-3 dopo una settimana dall’inoculo delle cellule Me501
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Figura 43: Rappresentazione grafica del volume tumorale medio nei tre gruppi

considerati

Gruppo A: Controllo

Gruppo B: Trattati con IGFBP-3 dal momento dell’inoculo delle cellule Me501

Gruppo C: Trattati con IGFBP-3 dopo una settimana dall’inoculo delle cellule Me501
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Figura 44: Immagine in ematossilina-eosina di due tumori, rispettivamente del gruppo

trattato con IGFBP-3 dal momento dell’inoculo e del gruppo di controllo. L’area di

necrosi ¢ delimitata dalla linea rossa
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Figure 45: Differente immunoreattivita per Akt nei tre gruppi in esame osservate ad

ingrandimenti diversi
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L’indice proliferativo, valutato mediante 1’espressione dell’antigene Ki-67 da
parte delle cellule tumorali, ¢ risultato aumentato nei tumori del gruppo non
trattato rispetto ai gruppi sottoposti a trattamento con IGFBP-3 (31,45% vs
13,5%); questa differenza ¢ statisticamente significativa, P=0.0062 (figura 46).
Come si pud evincere dalla tabella 5, questo dato ¢ confermato anche

analizzando singolarmente 1 due gruppi trattati rispetto al gruppo di controllo

(figura 47).

Figura 46: Rappresentazione delle percentuali di positivita per Ki-67 nei tre gruppi

esaminati
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Tabella 5 : Correlazione tra i tre gruppi considerati e le variabili analizzate mediante test T di

Student
Variabili Media P value

Volume tumore
A 64,12
B 25,37 P=0.0411
C 37,75 P=0.1374
B+C 31,56 P =0.0408
% Necrosi tumore
A 09,2992
B 11,6054 P =0.7960
C 17,1468 P =0.3956
B+C 14,3761 P=10.4570
% p-Akt
A 73,25
B 63,25 P=0.6301
C 50,75 P=0.1517
B+C 57,00 P =0.3299
% Ki-67
A 31,45
B 10,82 P =0,0303
C 16,17 P =0,0220
B+C 13,50 P =10,0062
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Figura 47: Differente grado di immunoreattivita per Ki-67 nei tre gruppi esaminati.

Ingrandimento 20x
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Nessuna differenza statisticamente significativa ¢ emersa dal calcolo dell’indice

apoptotico mediante metodica TUNEL tra 1 tre gruppi in esame (figura 48).

Figura 48: Presenza di cellule apoptotiche osservabili, a diversi ingrandimenti, mediante

tecnica Tunel nei tre gruppi considerati nello studio
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Studio su tumori xenotrapiantati in modelli murini: la (-catenina gioca un

ruolo importante nella capacita metastatica delle cellule di melanoma

Abbiamo misurato la crescita neoplastica che si € verificata nei topi in seguito
alla somministrazione, di quantita differenti di IGFBP-3, allo scopo di valutare
un’eventuale correlazione tra la quantita di IGFBP-3 somministrata e la crescita

tumorale.

In tabella 6 sono esposti 1 valori ottenuti da questo ulteriore studio sul modello
murino; come gia precedentemente descritto, le cavie sono state suddivise in tre
gruppi, indicati con “A” (controlli), “B” (topi trattati con IGFBP-3 a basso
dosaggio), “C” (topi trattati con IGFBP-3 ad alto dosaggio). Per ciascun topo ¢
stato misurato il volume del tumore asportato, i cui valori medi sono 126,56
mm’ per il gruppo controllo, 6,82 mm’ per il gruppo di cavie trattate con alto
dosaggio di IGFBP-3 (37,5ug) ¢ 51,04 mm’ per il gruppo di topi trattati con
basso dosaggio di IGFBP-3 (7,5ug); in totale, la media dei volumi di tutti 1 topi
trattati, indipendentemente dal dosaggio di IGFBP-3, & di 26,47 mm’, comunque

inferiore al volume totale dei topi controllo.

Come si evince, in modo assolutamente euristico, sempre dalla figura 49, esiste
una correlazione inversa, statisticamente significativa tra la quantita di IGFBP-3
somministrata e la crescita tumorale; utilizzando il test T di Student abbiamo
valutato la significativita dei valori ottenuti, che sono risultati statisticamente

differenti, in modo significativo, tra il gruppo controllo e il gruppo totale di topi
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trattati (P= 0,0072), indipendentemente dal dosaggio; la significativita statistica,

infine, aumenta ulteriormente nei confronti delle cavie ipertrattate (P=0,0047).

Tabella 6: volume dei tumori asportati; A: controlli; B: topi trattati con 7,5ng/ml di

IGFBP-3; C: topi trattati con 37,5pg/ml di IGFBP-3

GRUPPO MEDIA VOLUME TUMORE | P VALUE
A 126, 56 mm’

B 51,04 mm’ P=0,12

C 6,82 mm’ P=0,0047
B+C 26,475 mm’ P=0,0072

Figura 49: Rappresentazione grafica del volume tumorale medio nei tre gruppi
Gruppo A: Controllo; Gruppo B: Trattati con 37,5ug/ml di IGFBP-3; Gruppo C: Trattati con
7,5ng/ml di IGFBP-3
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Contestualmente, nei campioni sierici analizzati, abbiamo osservato anche una
certa riduzione dei livelli di B-catenina, il che potrebbe spiegare, almeno in

parte, la riduzione del volume del tumore osservato nelle cavie trattate con

IGFBP-3.

Per wvalidare questa ipotesi, abbiamo effettuato ulteriori esperimenti.
Innanzitutto, tramite western blot, ¢ stata valutata 1’attivita di GSK3f che, come
abbiamo precedentemente descritto, ¢ un fattore fondamentale nell’ambito della
degradazione della B-catenina; ¢ stato possibile osservare che il trattamento con
IGFBP3 ¢ in grado di attivare GSK3p indipendentemente dalla presenza o meno
di siero 10%; di conseguenza, ¢ possibile ipotizzare che D’attivita di GSK3f3

possa dipendere da ulteriori fattori, che abbiamo cercato di indagare.

Innanzitutto ¢ stata effettuata una prova aggiungendo litio alle cellule,sia trattate
che non trattate. Il litio ¢ I’inibitore di GSK3[3 meglio caratterizzato (188) ed ¢
in grado di disattivarlo (ossia di fosforilarlo) sia in assenza che in presenza di
siero (figura 50); questo, di conseguenza, comporta una modulazione anche

della B-catenina.

Una prova ulteriore di questo fenomeno si ottiene confrontando le linee cellulari
Wm793 (primitive) ¢ Me501 (metastatiche): come ¢ facile aspettarsi, la -
catenina non ¢ presente, fisiologicamente, nelle cellule di melanoma primitivo,

mentre la sua espressione diventa evidente nelle cellule metastatiche; in seguito
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a trattamento con IGFBP-3, la B-catenina appare ridotta sia a 24 che a 48 ore,

fenomeno dimostrato dalla corrispondente attivazione di GSK3p.

Inoltre, valutando 1’espressione di B-catenina nucleare (poiché, ricordiamo, ¢ la
B-catenina nucleare ad agire come fattore neoplastico), abbiamo dimostrato

come essa diminuisca nelle cellule trattate con IGFBP-3 (figura 51).

Anche I’esame immunoistchimico mostra una riduzione della 3-catenina (figura

52), a ulteriore dimostrazione dell’attivita del trattamento con IGFBP-3.
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Figura 50: Pattivita di GSK3p ¢ invariata nelle cellule trattate e in quelle non trattate sia
in presenza che in assenza di siero 10%; I’aggiunta di litio modula I’espressione di

GSK3p e, conseguentemente, anche di -catenina
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Figura 51: ’espressione di B-catenina diminuisce nelle cellule trattate con IGFBP3

Wm793 Me501

0 24 18 0 24 18{h}

B Catenin
GSK3P(S9) | mumr o s

- P '
CSRIBTOl | e S o |o— o

Nuclear fraction

P21 |-
B Catenin [ o
Tub | S — |y a— — Lamin b - :
IGFBP3 .
+ + + + Qb g
$

155



Figura 52: confronto dell’espressione di B-catenina nelle cellule non trattate e in quelle
trattate con IGFBP3 (ingrandimento 40x, a destra panoramica, a sinistra un

particolare); A: non trattate; B: trattate
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Naturalmente, a questo punto abbiamo anche cercato di capire come mai si

osservi una riduzione della B-catenina nelle cellule trattate con IGFBP3.

Come ¢ noto, i livelli di B-catenina possono ridursi sia per via trascrizionale
(anche se questa ¢ una tesi per la quale non esistono sufficienti evidenze
scientifiche), o, come piu probabile, per via post-traduzionale, ovvero attraverso
quei meccanismi che gia fisiologicamente regolano 1’attivita e la presenza della

proteina nelle cellule.

Dal momento che, come visto in letteratura, una delle vie principali di
degradazione della [(-catenina ¢ la via proteosoma-dipendente, abbiamo
effettuato un ulteriore esperimento, utilizzando, sempre avvalendoci dei dati
presenti in letteratura, un inibitore del proteosoma, I’ MG132, sia da solo che
associato a trattamento con IGFBP-3. Come ¢ possibile osservare dalla figura
53, utilizzando insieme sia IGFBP-3 che 1’inibitore MG132, non si osserva

alcuna riduzione della B-catenina, in virtu del blocco dell’attivita proteosomica.

Un prova aggiuntiva del ruolo fondamentale di IGFBP-3 sul pathway Wnt-3-
catenina viene da un ulteriore esperimento attraverso il quale abbiamo valutato il
comportamento di LRP6, uno dei piu importanti corecettori di Wnt; come
mostrato in figura 54, il trattamento con IGFBP-3 comporta una riduzione sia di
B-catenina che dell’espressione di LRP6: ¢ lecito, dunque, ipotizzare che
I’azione inibitoria di IGFBP-3 sul sistema WNT si eserciti proprio tramite il
recettore LRP6.
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Queste premesse ci hanno naturalmente portato ad indagare anche Dattivita
migratoria, mediata da [B-catenina, delle cellule di melanoma in seguito al

trattamento con IGFBP3.

Come ¢ noto, la PB-catenina ¢ stata originariamente isolata come proteina
associata alla regione citoplasmatica della E-caderina, una proteina trans-
membrana coinvolta nei processi di comunicazione ¢ adesione cellulare
omotipica; di conseguenza, una sua alterazione si riflette necessariamente sulla

capacita migratoria delle cellule di melanoma.

Infatti, come si evince dalla figura 55, le cellule di controllo, ossia non trattate,
sottoposte a scratch test presentano un normale grado di motilita e sono in grado
di spostarsi e rapidamente occupare gli spazi liberi; aggiungendo solo IGFBP3
alla coltura cellulare, si nota una netta riduzione della motilita cellulare,
fenomeno visibile anche aggiungendo in coltura solo FH535, un inibitore di (-
catenina; ma ¢ interessante notare come, combinando insieme sia IGFBP3 che
FHS535 le cellule sembrano aver perduto la capacita migratoria € non sono piu in
grado di ripristinare I’interruzione riempiendo gli spazi liberi: tutto cid sottolinea
ulteriormente il ruolo sia di IGFBP3 che della B-catenina nella capacita di

invasione metastatica delle cellule di melanoma.
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Figura 53: la B-catenina non viene degradata dal proteosoma
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Figura 54: inibizione del sistema WNT da parte di IGFBP-3 mediata da LRP6
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Figura 55: scratch test di valutazione dell’attivita migratoria delle c




DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il melanoma rappresenta una neoplasia la cui incidenza ¢ in continuo aumento in
tutto il mondo (154).

La sopravvivenza dei pazienti varia notevolmente a seconda dello stadio di
malattia alla diagnosi: infatti, a 5 anni risulta inferiore al 20% per 1 pazienti al [V
stadio di malattia, mentre ¢ prossima al 90% in caso di malattia localizzata
(155).

Come detto in precedenza, nella maggior parte dei melanomi sono state
riscontrate delle mutazioni “attivanti” (ad esempio, BRAF V600E) di uno o piu
segnali intracellulari che fisiologicamente sono innescati dal legame di IGF-1 al
proprio recettore, IGF1IR (156). Un’aumentata biodisponibilita di IGF-1 nei
pazienti affetti da melanoma potrebbe percido essere un fattore legato
all’eventuale progressione di malattia.

IGFPB-3 ¢ nota come la principale proteina di trasporto per gli IGFs circolanti,
nonché la piu importante proteina modulatrice dell’attivita di questi fattori. In
particolare, IGFBP-3 controlla la disponibilita degli IGFs, che non possono
esercitare la loro attivita favorente la proliferazione cellulare, se legati a tale
proteina.

L’ipotesi che, nei pazienti con stadio di malattia piu avanzato, potesse esistere
un microambiente particolare, capace sia di innescare che di favorire la crescita
tumorale, ci ha portato a valutare 1 livelli sierici di IGFBP-3 nei soggetti affetti
da melanoma.
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Nel nostro studio abbiamo dimostrato 1’esistenza di una stretta correlazione tra i
livelli sierici di IGFBP-3 intatta, glicosilata e lo stadio di malattia nei pazienti
affetti da melanoma (189). Infatti la diffusione metastatica ¢ risultata associata
ad una marcata riduzione della concentrazione sierica di IGFBP-3, che diventa
addirittura indosabile negli stadi piu avanzati. Inoltre, ¢ stato possibile valutare
questo dato nella storia clinica dei singoli pazienti, osservando una riduzione di
IGFBP-3 in quelli andati in progressione e, al contrario, livelli stabili di tale
proteina in coloro che non sono andati incontro a progressione.

La proteolisi selettiva di IGFBP-3 ¢ una delle strade per controllare il rilascio
degli IGFs, dal momento che i vari frammenti di IGFBP-3 hanno una ridotta
affinita per gli IGFs rispetto alla proteina intatta (157). Quindi, la riduzione dei
livelli sierici di IGFBP-3 potrebbe rappresentare una strategia mediante la quale
il melanoma incrementa il suo potenziale metastatico, assicurando una maggiore
disponibilita di IGFs.

Tale concetto ¢ rafforzato dai dati del nostro studio riguardanti la reale
biodisponibilita sierica dell’lGF-1 nei nostri pazienti. I nostri dati, infatti,
sottolineano come il rapporto IGF-1/IGFBP-3 possa essere considerato un
affidabile marker sierico prognostico. Tale rapporto ci consente infatti di
differenziare due sottogruppi di pazienti, aventi non solo diversa prognosi quod
vitam (sopravvivenza a 18 mesi 89,1% vs 48%) ma anche differenti intervalli
liberi da malattia. Sulla base di questo dato potremmo ipotizzare che, laddove

siano presenti un maggior numero di cellule tumorali, ci sia anche una maggiore
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produzione di proteasi specifiche per IGFBP-3, con conseguente aumentata
biodisponibilita di IGF-1.

I livelli sierici di IGFBP-3 valutati, utilizzando la metodica ELISA ed aggiustati
per sesso ed eta, come precedentemente descritto in letteratura (186), pur non
avendo fornito dati relativi all’integritd della proteina, sono risultati
statisticamente correlati non solo allo stadio della malattia al momento del
prelievo ma anche al volume metastatico. Infatti, pazienti con piu di 15cm’ di
metastasi al momento del prelievo, mostravano livelli sierici significativamente
piu bassi di IGFBP-3. Bassi valori di questa proteina nel siero, seppur misurati
con una metodica meno raffinata quale ’ELISA, sono risultati comunque
correlati ad una prognosi piu infausta (sopravvivenza a 18 mesi 88,3% vs
56,7%).

IGFBP-3 ¢ anche nota per la sua attivita intrinseca proapoptotica ed
antiproliferativa, indipendente dagli IGFs.

Il decremento dei valori sierici di IGFBP-3 nei pazienti portatori di metastasi
viscerali, potrebbe dipendere da diversi fattori; alcuni Autori (147) hanno messo
in evidenza, attraverso indagini immunoistochimiche, come, nel tessuto di
metastasi da melanoma, tale proteina sia maggiormente espressa in forma legata
alla membrana delle cellule metastatiche stesse; secondo questo dato, potremmo
ipotizzare che, nei pazienti al IV stadio di malattia, il livello sierico di IGFBP-3
diminuisca in seguito al sequestro della stessa proteina da parte dei tessuti

metastatici; 1 nostri dati immunoistochimici confermano solo parzialmente tali
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osservazioni; infatti, a livello del tessuto metastatico, le maggiori concentrazioni
di IGFBP-3 sembrano osservarsi pit a livello dello stroma connettivale
peritumorale che a livello delle cellule tumorali stesse. Inoltre, la nostra analisi,
effettuata in immunoistochimica sui melanomi primitivi e sulle metastasi
dermiche, ha confermato che lo stroma peritumorale nei tumori primitivi
esprima quantita maggiori di IGFBP-3 rispetto a quello delle metastasi
dermiche. Questo a sottolineare che, come precedentemente supposto, un
ambiente povero in IGFBP-3 ¢ piu suscettibile all’impianto ed alla
proliferazione del tessuto metastatico. Come gia dimostrato in altre neoplasie
(158), si puo ipotizzare che anche le cellule di melanoma siano in grado di
produrre proteasi specifiche per IGFBP-3 determinandone una riduzione della
concentrazione sierica. Infatti, le cellule di melanoma interagiscono attivamente
con il microambiente circostante non solo attraverso il contatto intercellulare o
con la matrice extracellulare ma anche attraverso la produzione di fattori di
crescita, citochine e di proteasi.

Secondo 1 nostri dati, la riduzione dei livelli sierici di IGFBP-3 nei pazienti
affetti da malattia al IV stadio ¢ probabilmente attribuibile alla sua
frammentazione da parte di proteasi prodotte dalla neoplasia. Alcuni Autori
hanno infatti gia dimostrato che le linee cellulari di melanoma BRAF mutate, e
quindi con attivazione costitutiva del RAS/RAF/ERK pathway, producano
maggiori quantita di metalloproteasi-1 (MMP-1) (159), la quale ¢ in grado di

degradare I’IGFBP-3. Questo potrebbe creare una sorta di “circuito” a feedback
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positivo, in cui la riduzione di IGFBP-3 renderebbe maggiormente disponibili
gli IGFs e promuoverebbe, attraverso 1’attivazione del RAS/RAF/ERK pathway,
’ulteriore produzione di MMP-1, determinando una progressiva crescita del
potenziale metastatico e la disseminazione della malattia. Molti Autori
sottolineano il ruolo svolto anche da altre MMP, come la 2 ¢ la 9, nella
progressione di malattia. Come descritto in letteratura, anche nel nostro studio,
I’immunoistochimica condotta sui melanomi primitivi e sulle metastasi
dermiche ha dimostrato la positivita per la MMP-9 sia a livello tumorale che
stromale; inoltre, abbiamo osservato che il progressivo aumento di MMP-9 si
accompagnava ad una riduzione dell’immunoreattivita a livello stromale per
IGFBP-3 e che questa diversa distribuzione delle proteine era piu evidente a
livello metastatico. Inoltre, ¢ stato possibile valutare, attraveso la zimografia, la
presenza di MMP 1, 2, 7 e 9 anche nel siero dei pazienti al IV stadio di malattia.
I nostri risultati suggeriscono che la frammentazione di IGFBP-3 rappresenti una
delle vie attraverso le quali le cellule di melanoma possano acquisire una
maggiore capacita invasiva, indicando, percio, un possibile utilizzo terapeutico
di questa proteina.

E stato dimostrato, in linee cellulari provenienti da cancro del polmone, che la
somministrazione esogena di IGFBP-3 riduca significativamente la migrazione e
I’invasione delle cellule neoplastiche in vitro (186). Abbiamo pertanto voluto
valutare I’effetto della somministrazione esogena di IGFBP-3 su linee cellulari

di melanoma osservando che, nelle cellule addizionate con IGFBP-3, la motilita
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era fortemente ridotta. Somministrando invece, alle cellule un anticorpo
specifico per IGFBP-3, queste non solo riacquistavano la motilita, ma perdevano
I’aderenza dal substrato, rimanendo comunque vitali, come dimostrato dal test
del Trypan blue.

I1 nostro studio, attraverso il test di invasivita del Matrigel, ha inoltre dimostrato
che la capacita migratoria delle cellule di melanoma diminuiva notevolmente in
presenza di IGFBP-3 con un effetto correlato alla dose. Possiamo quindi
ipotizzare che IGFBP-3 rivesta un ruolo fondamentale nel determinare le
capacita di migrazione e, quindi, di invasione delle cellule di melanoma.
indipendente: innanzitutto, percheé i test di invasione € migrazione sono stati
effettuati in assenza di siero e quindi di IGF-1 esogeno; in secondo luogo,
perché le linee cellulari di melanoma considerate nello studio non producevano
quantita misurabili di IGF-1, come ¢ stato osservato mediante analisi western
blot con 1 lisati cellulari di entrambe le linee cellulari. Infine, perché in assenza
di siero, 1l recettore di IGF-1 delle line cellulari analizzate rimaneva in uno stato
inattivo defosforilato, indipendentemente dal trattamento con IGFBP-3.
Mediante WB effettuato sul lisato delle cellule Me501, che, come
precedentemente dimostrato, sono dotate di elevata capacita proliferativa,
migratoria ed invasiva, si ¢ osservato la presenza della proteina Akt in forma
fosforilata e quindi attivata. Trattando queste cellule con IGFBP-3 si ¢ potuto

osservare, con la stessa metodica, un’assenza della forma attivata di Akt senza
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pero una riduzione della concentrazione della proteina stessa. Questo dato deve
essere sottolineato, considerando I’importanza che ’alterazione dell’attivita di
Akt (presente tra il 43-67% dei melanomi) ha nella genesi del tumore, regolando
diversi aspetti cellulari come la proliferazione, la sopravvivenza, la crescita,
I’angiogenesi e la capacita di metastatizzare, favorendo lo switch tra E-caderina
e N-caderina e la produzione di MMP-2 e 9 (190). Inoltre, ¢ stato osservato che
I’overespressione o 1’attivazione di Akt correla con una prognosi peggiore nei
pazienti affetti da melanoma (191). Il risultato da noi osservato puod essere
spiegato dal sequestro di IGF-1 da parte di IGFBP-3, che notoriamente ¢ un
fattore in grado di attivare Akt, ma poiché, il nostro esperimento ¢ stato eseguito
anche su linee cellulari in coltura, senza siero, quindi senza IGF-1 esogeno, ¢
possibile ipotizzare anche un’azione di IGFBP-3 indipendente da IGF-1. Questo
dato deve essere considerato in maniera rilevante anche alla luce dell’esistenza
di diversi studi volti a sperimentare nuovi farmaci che hanno come target il
pathway Akt. La possibilita di disporre di un inibitore proteico fisiologico, quale
IGFBP-3, contro I’attivazione di Akt puod rappresentare un importante passo in
avanti nella lotta contro il melanoma. I dati emersi dal nostro studio pongono
IGFBP-3 sotto una nuova luce. L’attivita antitumorale di tale molecola, infatti,
potrebbe non essere considerata solo grazie alla sua azione endocrina (189) né
autocrina (192); infatti, IGFBP-3 presente maggiormente nello stroma dei
tumori primitivi e secreta dalle cellule infiammatorie peritumorali, potrebbe

possedere anche un’attivita paracrina. A seguito di queste osservazioni, IGFBP-
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3 dovrebbe essere considerata non piu come una semplice proteina di trasporto
ma come una vera e propria citochina, che a livello intracellulare produce un
effetto contrario a quello del suo ligando, inibendo la fosforilazione di Akt.

Dai risultati del nostro studio € emerso, inoltre, che nelle cellule di melanoma
Me501 sottoposte a trattamento con IGFBP-3, I’attivita tirosinasica subiva un
notevole incremento. Questa osservazione potrebbe essere spiegata attribuendo
al’IGFBP-3 una capacita differenziativa sulle cellule neoplastiche; in effetti,
abbiamo notato come le cellule che mostravano un’aumentata pigmentazione,
esibivano un fenotipo piu simile a quello dei melanociti, con 1’aspetto dendritico
maggiormente evidente. Tale dato ¢ stato confermato anche dall’analisi
immunoistochimica effettuata sia sui melanomi primitivi che sulle metastasi
dermiche, nella quale abbiamo riscontrato una stretta correlazione tra la
presenza di pigmento e la positivita delle cellule tumorali per IGFBP-3. Questa
osservazione ¢ risultata ancor piu significativa esaminando 1 soli melanomi
primitivi.

In base a questi risultati ci siamo, quindi, proposti di valutare [’utilita
del’IGFBP-3 a scopo terapeutico, nell’ipotesi che il ripristino det livelli sierici
fisiologici di IGFPB-3 potesse avere un effetto inibitorio sul potenziale
metastatico del melanoma. A tale proposito, abbiamo studiato un modello
murino per evidenziare I’attivita dell’IGFBP-3 su tumori xenotrapiantati e con
una tempistica differente di trattamento; il primo gruppo di cavie (A) ¢ stato

utilizzato come controllo, il secondo gruppo (B) ¢ stato trattato con IGFBP-3
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contestualmente all’inoculo delle cellule tumorali Me501, mentre il terzo (C) ha
ricevuto il trattamento dopo una settimana dall’inoculo delle cellule tumorali. 11
confronto tra i gruppi trattati (B+C) e quello non trattato (A), ha messo in
evidenza una differente cinetica di crescita della massa tumorale. Al termine
dell’esperimento, il volume medio del tumore nei gruppi trattati era inferiore alla
meta di quello del gruppo di controllo, con una differenza statisticamente
significativa. Piu nel dettaglio, come si evince dal grafico, il volume medio dei
tumori espiantati dai topi che erano stati trattati sin dall’inoculo delle cellule
tumorali, era due volte e mezzo inferiore rispetto a quelli del gruppo di
controllo.

Successivamente, dall’analisi microscopica dei campioni, il nostro studio ha
messo in evidenza come la percentuale di necrosi fosse, seppur non in modo
statisticamente significativo, minore nei tumori espiantati dal gruppo di
controllo, rispetto a quella dei tumori espiantati dai gruppi trattati. Pertanto, i
tumori del gruppo A, mostravano non solo un volume maggiore ma anche una
percentuale di necrosi inferiore, forse a causa di un’aumentata vascolarizzazione
del tumore stesso, dato ancora da approfondire.

Abbiamo successivamente voluto verificare se il trattamento di IGFBP-3 fosse
in grado di modulare lo stato di attivazione di Akt anche sui tumori
xenotrapiantati, come gia osservato a livello cellulare. Pur senza evidenze
statisticamente significative, probabilmente a causa del basso numero di

campioni, I’attivita di Akt ¢ risultata inferiore nei tumori dei gruppi trattati;
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infatti, la media delle cellule Akt positive era 1,28 volte inferiore rispetto a
quella del gruppo di controllo (73,25% vs 57%). Nelle lesioni analizzate le
cellule Akt positive risultavano maggiormente distribuite a livello periferico,
quindi sul margine di accrescimento del tumore, ad indicare che in tale sede le
cellule di melanoma acquisiscono un fenotipo maggiormente aggressivo € piu
resistente agli stimoli apoptotici.

L’efficacia antiproliferativa dell’IGFBP-3 ¢ stata messa in evidenza, per di piu
in modo statisticamente significativo, valutando I’indice proliferativo delle
cellule tumorali mediante immunoreattivita al Ki-67. A fronte di un Ki-67
espresso nel 31,45% delle cellule dei tumori del gruppo di controllo, solo il
13,5% delle cellule erano positive nei tumori trattati (P=0.0062). La differenza
diventa ancor piu marcata se consideriamo le cellule dei tumori appartenenti al
gruppo B, positive solo nel 10,82% dei casi. Questa osservazione pone I’accento
su quanto la tempestivita del trattamento abbia una notevole influenza
sull’indice proliferativo del tumore. Tali dati assumono una valenza maggiore in
quanto ottenuti a parita di indice apoptotico; infatti, la metodica TUNEL non ha
messo in evidenza alcuna differenza tra i gruppi in esame.

Infine, basandoci anche sui numerosi dati presenti in letteratura circa il ruolo
cruciale della B-catenina nella progressione del melanoma, abbiamo indagato
questo ulteriore aspetto, verificando come il trattamento con IGFBP-3 sia in

grado di incrementare la degradazione della B-catenina ad opera del proteosoma.
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La B-catenina sembra essere un fattore di sopravvivenza essenziale per le cellule
di melanoma metastatico (193) e sarebbe un fattore chiave nel determinare la
capacita invasiva e la tumorigenicita delle linee cellulari di melanoma primitivo
e metastatico; inoltre, una downregolazione di B-catenina indurrebbe apoptosi
nelle linee cellulari metastatiche e ne incrementerebbe la chemioresponsivita
(193).

Diversi studi hanno dimostrato che 1’attivazione di (-catenina costituisce uno
step cruciale nella trasformazionie iniziale dei melanociti in melanoma: in un
modello murino ¢ stato dimostrato che la B-catenina ¢ in grado di bloccare il
fenomeno della senescenza dei melanociti interrompendo [’espressione di
pl6INK4A, un fattore di soppressione neoplastica, di fatto portando i melanociti
verso 1’immortalizzazione; inoltre, la p-catenina coopera con N-Ras nel
promuovere lo sviluppo del melanoma nel topo (194).

E’ stato, altresi, dimostrato che la sopravvivenza delle cellule neoplastiche dei
tumori cutanei dipende anche dal pathway di B-catenina (195, 196): un blocco
dell’espressione di (-catenina di fatto comporterebbe 1’eliminazione di queste
cellule con completa regressione della neoplasia.

La riduzione di B-catenina comporta una minore espressione delle proteine
antiapoptotiche Mcl-1 e Bcl-xl, dimostrando, cosi, I’importanza della -catenina
stessa per la sopravvivenza delle cellule di melanoma metastatico (193); inoltre,
¢ stato visto come la - catenina svolga un ruolo nell’organizzazione dei

microtubuli e del centromero durante la mitosi (197-199).
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In corso di progressione del melanoma, I’attivita trascrizionale della -catenina
aumenta (193). E’ stato dimostrato che essa svolge un ruolo sia nel complesso di
adesione cellulare p-catenina/E-caderina, che come fattore di regolazione
nucleare nel pathway Wnt canonico (200). Sappiamo che, durante la
progressione del melanoma, I’espressione di E-caderina viene perduta (201) e,
come conseguenza di un’alterazione dell’alta affinita caderina/B-catenina,
quest’ultima viene rilasciata nel citoplasma e nel nucleo, allo scopo di
incrementare la propria attivita trascrizionale (182, 202); questo significa che,
quando viene perduta la capacita adesiva intercellulare, ad esempio a causa di
una ridotta espressione di E-caderina, la B-catenina puo liberamente svolgere le
proprie funzioni nucleari e citoplasmatiche, con aumento del proprio pool e
conseguente perdita del controllo dell’adesione intercellulare, crescita
incontrollata e, infine, capacita delle cellule di metastatizzare.

Nel melanoma ¢ stato dimostrato che la (-catenina attivata ¢ frequentemente
espressa nelle cellule con fenotipo migratorio (203) e che D’attivazione di B-
catenina ¢ importante durante la migrazione transendoteliale delle linee cellulari
di melanoma (204)

La P-catenina ¢ essenziale per la crescita invasiva delle linee cellulari di
melanoma primitivo € metastatico; ¢ stato ipotizzato che un aumento della
traslocazione nucleare e dell’attivita di -catenina sia in grado di promuovere la
proliferazione delle cellule di melanoma (205-207) e, di conseguenza,

peggiorare la prognosi dei pazienti (208)
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D’altra parte, bisogna precisare che alcuni Autori, invece, sostengono che
elevati livelli di P-catenina nucleare siano correlati a una maggiore
sopravvivenza (209) e che la downregolazione della 3-catenina sia in grado di
promuovere la formazione di metastasi nel modello murino (210): nel nostro
studio, tuttavia, abbiamo dimostrato 1’evento contrario, ossia che, in virtu del
trattamento delle cellule di melanoma con IGFBP3 e conseguente aumento della
degradazione di B-catenina proteosoma-dipendente, le cellule perdono la propria
capacita invasiva.

E’ lecito ipotizzare che nei primi stadi di sviluppo del melanoma le cellule
possiedano un pool di molecole di B-catenina localizzato principalmente a
livello del complesso di adesione cellulare, il che risulterebbe in un aumento
dell’adesione intercellulare e in una conseguente limitazione del potenziale
invasivo.

Durante la progressione del melanoma, il livello di B-catenina citoplasmatica e
nucleare aumenta soprattutto a causa della perdita di attivita di CKla, che
comporta una maggiore attivita trascrizionale della [-catenina (207) e, di
conseguenza, si pud suppore che MITF, un importante target dell’attivita
trascrizionale di B-catenina, rivesta un ruolo cruciale nella sopravvivenza e
proliferazione delle cellule di melanoma metastatico con elevata attivita
trascrizionale di B-catenina (206, 211).

Dai dati ottenuti emerge, in maniera chiara, come I’IGFBP-3 si dimostri

particolarmente efficace se somministrata tempestivamente. In conclusione,
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sebbene siano necessari ulteriori studi, possiamo affermare che IGFBP-3 abbia
le potenzialita per essere utilizzata, in futuro, come terapia adiuvante nei
pazienti liberi da malattia ma con alto rischio di ripresa o in associazione con

altre target therapy nei pazienti con malattia metastatica.
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