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INTRODUZIONE

1. La ghiandola prostatica umana

La prostata & una ghiandola esocrina androgeno-dipendente organizzata in acini
ghiandolari e suddivisa in una porzione basale e luminale. Il tessuto prostatico risulta
costituito da uno strato epiteliale la cui funzione é quella di sintetizzare e secernere la
maggior parte dei componenti il liquido seminale, e da uno stromale in cui sono
presenti fibroblasti, cellule muscolari lisce e vasi sanguigni.

Gli androgeni, ormoni sessuali maschili, sono responsabili sia della
differenziazione e della maturazione degli organi riproduttivi maschili che dello
sviluppo dei caratteri sessuali secondari.

Il testosterone (T), I’androgeno sessuale maschile piu rilevante, viene prodotto a
livello del testicolo dalle cellule del Leydig e rappresenta circa il 90% degli androgeni
totali circolanti mentre il rimanente 10% é sintetizzato dalla corteccia del surrene
come diidroepiandrosterone (DHEA), androstenediolo e androstenedione, che
vengono successivamente convertiti in testosterone nei tessuti periferici.

La produzione di testosterone e regolata dall’asse ipotalamo—ipofisi—gonadi del
sistema endocrino attraverso la produzione dell’ormone luteinizzante (LH) rilasciato
dall’ipofisi anteriore a seguito della secrezione pulsatile dell’ormone ipotalamico
Gonadotropin-releasing hormone (GnRH). Lo stesso testosterone controlla I’attivita
dell’asse attraverso un meccanismo di feedback negativo operato sia a livello
dell’ipotalamo che dell’ipofisi.

Il testosterone € presente in circolo nella forma libera solo per il 2% circa,
mentre il rimanente e veicolato nel circolo sistemico legato alle proteine plasmatiche
come [I’albumina ed a proteine carrier specifiche come Sex Hormone Binding
Globulin (SHBG) (Hammond et al., 2003). Essendo una molecola lipofila, il
testosterone é in grado di diffondere attraverso il doppio strato fosfolipidico della
membrana plasmatica della cellula target, dove viene rapidamente convertito
attraverso I’azione catalitica della 5a-reduttasi (Tipo | e Il) a diidrotestosterone
(DHT). Sia il DHT che il testosterone possono legare il recettore degli androgeni
(AR), normalmente mantenuto inattivo mediante il legame, alla regione HBD

(Hormone Binding Domain), di heat-shock proteins. Quando gli androgeni si legano



al proprio recettore, AR subisce una modificazione conformazionale e dimerizza con
un’altra molecola di recettore attivato per formare un’unita funzionale che, legandosi
al DNA a livello della regione ARE (Androgen Responsive Element), promuove la
trascrizione di geni specifici e la conseguente sintesi di fattori che modulano e
promuovono la crescita cellulare (Amanatullah et al., 2000).

L’azione degli androgeni sulla prostata € mediata dal testosterone plasmatico
libero e dall’androgeno di maggior potenza il diidrotestosterone.

La conversione del T a DHT nel tessuto prostatico é catalizzata dall’enzima 5a.-
reduttasi di Tipo Il soprattutto a livello della componente stromale (Silver et al.,
1994). Successivamente il DHT viene trasportato a livello delle cellule epiteliali. Tra i
due compartimenti esiste infatti una profonda relazione che porta ad avere uno
sviluppo controllato della ghiandola prostatica. Questo “crosstalk” tra stroma ed
epitelio € molto importante per la regolazione della crescita e dello sviluppo della
prostata e per la risposta all’azione androgenica. Gli androgeni costituiscono quindi un
fattore essenziale per la prostata, in quanto questo organo non puo svilupparsi,
differenziarsi, mantenere le dimensioni fisiologiche e funzionare in assenza di T e
DHT.

Il recettore per gli androgeni € localizzato sia nella porzione epiteliale che in
quella stromale e svolge diverse azioni: a livello del tessuto epiteliale I’AR controlla
la proliferazione cellulare, induce differenziamento e regola le funzioni metaboliche e
secretorie della prostata, mentre a livello stromale, AR regola la produzione di alcuni
fattori di crescita come Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor
(FGF), Insuline-like Growth Factor (IGF), Neuropepeptide Growth Factor (NGF),
Keratinocite Growth Factor (KGF), che vanno poi ad agire in modo paracrino sullo
strato epiteliale regolandone positivamente la proliferazione delle cellule basali e
proteggendo dall’apoptosi le cellule secretorie luminali (Shung & Chung, 2002).

Recenti studi suggeriscono I’esistenza di centinaia di geni il cui livello di
espressione subisce una variazione significativa in seguito all’esposizione delle cellule
prostatiche agli androgeni (De Primo et al., 2002; Nelson et al., 2002; Velasco et al.,
2004; Segawa et al., 2002; Waghray et al., 2001; Xu et al., 2001).

Tuttavia solo 13 di questi geni svolgerebbero un ruolo rilevante nelle normali

funzioni della prostata in condizioni fisiologiche (Velasco et al., 2004). Uno di questi



geni androgeno responsivi € quello che codifica per il prostate specific antigen (PSA),
una proteasi il cui dosaggio viene utilizzato come un importante marker clinico per lo
studio dello sviluppo e dell’ipertrofia prostatica benigna (BPH) e della progressione
del tumore prostatico (CaP). Oltre ad esso, attraverso questi studi si sono identificati
altri geni androgeno-regolati che comprendono: I’enzima regolatore del ciclo cellulare
cyclin-dependent kinase (Cdk-8), la subunita catalitica p85 della phosphatidilinolitol-
3-kinase (PI3K) e RAB4, membro della famiglia dell’oncogene Ras.

2. Caratterizzazione biomolecolare del carcinoma prostatico

umano (CaP)

Il recettore per gli Androgeni

La crescita del tumore prostatico e, in fase iniziale, primariamente dipendente
dagli androgeni; tali ormoni sono fondamentali anche per lo sviluppo e il
mantenimento dell’epitelio prostatico normale non trasformato. Essi circolano legati,
in modo reversibile, alla proteina SHBG, ma la frazione considerata biologicamente
attiva e rappresentata da una piccola percentuale di ormone libero. Non é stato ancora
totalmente chiarito il ruolo di questa proteina nello sviluppo del tumore prostatico ma,
rappresentando una riserva di testosterone, elevati livelli di SHBG sono stati associati
ad un maggior rischio di tumore (Meikle et al., 1987; Geller & Vik Franson, 1989).

Il tumore prostatico, una volta progredito verso la fase di androgeno-
indipendenza, manifesta resistenza alle terapie ormonali convenzionali. Questo &
dovuto non tanto ad una perdita di sensibilita agli androgeni, ma ad una de-
regolazione della via di segnale mediata da questi ormoni (Jenster, 1999).

Inizialmente, si pensava che il fallimento della terapia con anti-androgeni
dipendesse da una perdita dell’espressione genica del recettore AR (Quarmby et al.,
1990; Tilley et al., 1990). In seguito, € stato, pero, dimostrato che AR & espresso nella
quasi totalita dei tumori metastatici, compresi quelli che sono progrediti verso la fase
di androgeno-indipendenza (Culig et al., 1998). Inoltre, e stato osservato un aumento
dell’espressione del gene AR nel 22% delle metastasi di cancro prostatico (Bubendorf
et al., 1999) e nel 23-28% dei casi di tumore prostatico primario (Koivisto et al.,
1997), in seguito a terapia anti-androgenica. Piu della meta delle forme metastatiche

androgeno-indipendenti presentano mutazioni nel gene codificante AR (Taplin et al.,



1995). Sono state trovate mutazioni somatiche puntiformi, responsabili di sostituzioni
aminoacidiche nell’*Hormone Binding Domain”; queste forme mutate producono
recettori androgenici in grado di legarsi indistintamente ad androgeni, estrogeni,
progesterone (Taplin et al., 1995; Tilley et al., 1996), a volte anche anti-androgeni,
ribaltando gli effetti di una terapia anti-androgeni.

La presenza di un AR mutato puo ridurre I’efficacia di una terapia di rimozione
degli androgeni e selezionare cloni cellulari tumorali androgeno-indipendenti.

Il tumore prostatico, come gli altri tumori, & caratterizzato da aberrazioni
molecolari e genetiche che possono conferire un aumentato stimolo proliferativo e
resistenza alla morte cellulare programmata (apoptosi).

L’AR & una fosfoproteina di 110 kDa localizzata a livello citoplasmatico
appartenente alla super famiglia dei recettori per gli ormoni steroidei, che operano
come fattori di trascrizione (Lamb et al., 2001). L’AR & costituito da un’unica catena
polipeptidica dotata di una struttura modulare con domini funzionali autonomi. Nella
porzione N-terminale, una regione variabile e meno conservata, & presente il dominio
di transattivazione “trascriptional activation function 1 (AF-1)”, dominio bersaglio di
eventi di fosforilazione che partecipa all’attivazione ligando-indipendente del
recettore e permette [I’interazione con i fattori dell’apparato trascrizionale
influenzandone quindi I"attivita.

La porzione centrale ¢ costituita dal DNA binding domain (DBD), deputato al
riconoscimento di sequenze palindroniche specifiche sul DNA responsive agli
androgeni (androgen responsive element, ARE). 1| DBD presenta una sequenza
amminoacidica ricca di residui di cisteina che coordinano due atomi di zinco e che
conferiscono al dominio la struttura spaziale (zinc-finger) necessaria per I’inserimento
del recettore nel solco maggiore del DNA. All’interno di tale sequenza, inoltre, sono
presenti due regioni importanti per la funzione del dominio stesso: il P-Box e il D-Box
che permettono rispettivamente il legame al DNA e la dimerizzazione del recettore.

Una porzione definita “hinge region” funge da cerniera tra il DBD e la porzione
C-terminale ligand binding domain (LBD)/trascriptional activation function 2 (AF-2)
costituita da 12 regioni ad a-elica (H1-H12) ed un B-turn (tra H5-H6) che formano
una tasca idrofobica per il legame al ligando specifico ed alle heat shock proteins

(Hsp).



L’AR, infatti, nello stato basale non legato, e localizzato nel citoplasma in un
complesso con le Hsp e le immunofilline chaperonine come Hsp90, 70, 56 e 23 (Pratt
& Toft, 1997), la cui funzione & quella di impedire la corretta conformazione
recettoriale e impedirne I’attivazione. A seguito del legame del testosterone o del
DHT al LBD del recettore, il complesso AR-Hsp subisce una variazione
conformazionale che determina il rilascio delle Hsp, la dimerizzazione del recettore, la
liberazione della porzione del DBD e la conseguente traslocazione dell’AR attivato
nel nucleo e il legame al DNA a livello del promoter (ARES) dei geni target.

Una volta legato al DNA, I’AR ¢é in grado di reclutare numerose proteine co-
regolatorie che svolgono un ruolo nell’attivita trascrizionale (Shang et al., 2002),
come i co-attivatori appartenenti alla famiglia delle p160 (SRC-1, GRIP1/TIF2 e
RAC3/pCIP/ACTR/AIBL/TRAML), P/CAF, CBP, Tip60 e p300 ad azione istone
acetil-trasferasica (HAT). La loro funzione € quella di indurre acetilazione degli istoni
rendendo la cromatina accessibile alla trascrizione da parte della polimerasi e i co-
attivatori AR-associated (ARA) ARA70, 55 e 54 che interagiscono con il complesso
di inizio trascrizione regolando in modo specifico i prodotti della trascrizione genica
regolata dagli androgeni (Naar et al., 2001).

In aggiunta alle proprieta trascrizionali, I’AR esercita funzioni non-genomiche
per le quali il legame testosterone/DHT-AR porta all’attivazione della via di
trasduzione del segnale Ras/extracellular signal-related kinase (ERK) attraverso
I’attivazione di chinasi come c-Src (Migliaccio et al., 2000; Kousteni et al., 2001;
Kousteni et al., 2003; Unni et al., 2004). L attivazione della funzione non-genomiche
dell’AR sembra essere in relazione con un aumento della proliferazione cellulare e
protezione dai meccanismi apoptotici (Castoria et al., 2003).

Sebbene lo specifico tipo cellulare all’interno del compartimento epiteliale
prostatico che porta all’insorgenza del tumore prostatico sia ancora oggetto di
discussione (Litvinov et al., 2003) ed il meccanismo molecolare genetico implicato
nell’iniziazione e nello sviluppo del cancro prostatico non sia descritto con precisione,
I’attivita dell’ AR appare di notevole importanza in tutte le fasi della progressione della
patologia tumorale (Litvinov et al., 2003).

Proprio per questo motivo, le attuali terapie per il tumore prostatico allo stadio

avanzato prevedono o la somministrazione di agonisti di GnRH o I’orchidectomia (per



rimuovere gli androgeni prodotti dal testicolo) o la somministrazione di antagonisti
dell’AR come la bicalutamide, flutamide o ciproterone acetato (CPA). Come gia
accennato precedentemente, il tumore prostatico, dopo una prima fase di responsivita
agli androgeni, sviluppa androgeno resistenza, rendendo cosi le terapie
antiandrogeniche inutili ed inefficaci.

Inizialmente, si ipotizzava che la maggior parte dei tumori prostatici resistenti
alla terapia fosse da mettere in relazione con la perdita dell’espressione dell’AR. Tale
ipotesi era avvalorata dalla scoperta che diverse linee cellulari di tumore prostatico
androgeno-indipendente comunemente studiate non esprimevano I’AR e i tumori
derivanti dal modello animale di cancro prostatico (Dunning rat) mostrava la perdita
dell’espressione dell’AR nella transizione da androgeno dipendenza ad androgeno-
indipendenza (Buchanan et al., 2001a).

In seguito, studi piu dettagliati sull’espressione dell’AR in varie fasi cliniche del
tumore prostatico hanno dimostrato che la maggior parte dei carcinomi prostatici
resistenti agli androgeni mantiene degli elevati livelli di espressione proteica del
recettore (Buchanan et al., 2001b) e che I’AR riveste notevole importanza funzionale
in assenza di livelli fisiologici di ligando (T e DHT).

Il gene regolato dall’AR codificante il PSA, ad esempio, viene espresso nella
grande maggioranza dei tumori prostatici androgeno-resistenti.

Si e infatti visto che, in seguito all’impianto sottocute di cellule di CaP
androgeno-dipendenti in topi immunodepressi castrati (e quindi privi di androgeni),
I’attivita trascrizionale del gene del PSA ¢ inizialmente repressa, ma tale inibizione
transiente poiché viene ripristinata in seguito alla progressione di questi tumori alla
fase di androgeno-indipendenza (Zhang et al., 2003).

Ulteriori prove dell’attivita svolta dall’AR nei tumori androgeno-resistenti sono
state ottenute attraverso I’utilizzo della linea cellulare di adenocarcinoma prostatico
sia androgeno-dipendenti che androgeno-indipendenti. Il blocco selettivo dell’attivita
dell’AR in cellule androgeno-dipendenti LNCaP inibisce sia la proliferazione cellulare
che I’espressione del PSA (Zegarra-Moro et al., 2002).

Ma lo stesso risultato € raggiunto quando le cellule androgeno-indipendenti
LNCaP-C4, selezionate dalla linea androgeno-dipendente LNCaP, vengono trattate

con antiandrogeni (Zegarra-Moro et al., 2002).



Queste evidenze sperimentali suggeriscono quindi che anche il cancro prostatico
androgeno-resistente sia in qualche maniera sensibile all’azione mediata dall’AR.

Sebbene i tumori prostatici che si ripresentato in seguito a trattamento di
ablazione degli androgeni vengano classificati clinicamente come androgeno-
indipendenti, ancora non si € stabilito se essi possano 0 meno crescere in vivo in
condizioni di completa assenza di androgeni.

Un’ipotesi avanzata € quella che i tumori resistenti richiedano ancora la
presenza di androgeni per la loro crescita e sopravvivenza, ma a delle concentrazioni
molto piu basse. Secondo tale ipotesi I’AR diverrebbe sensibile ai livelli di
testosterone o DHT tipici dell’animale castrato o risponderebbe in maniera piu
consistente agli androgeni prodotti dalla corteccia della ghiandola del surrene. Analisi
dei livelli di androgeni presenti nei tessuti di tumore prostatico androgeno resistente
hanno dimostrato che le concentrazioni di DHT, DHEA e androstenedione subiscono
una riduzione durante la privazione di androgeni, mentre i livelli di testosterone si
mantengono simili a quelli rilevati nel tessuto prostatico di un soggetto non trattato
affetto da iperplasia prostatica benigna (Mohler et al., 2004).

Un’altra ipotesi proposta € che I’attivazione dell’AR possa avvenire anche in
caso di assenza del proprio ligando specifico. Questa teoria si basa su numerosi studi
su colture cellulari per le quali sono state riscontrate mutazioni a carico del gene
dell’AR e dei suoi co-attivatori a causa delle quali I’AR verrebbe attivato anche da
altri steroidi oltre che da antiandrogeni (Grossmann et al., 2001).

Mutazioni localizzate a livello del dominio di transattivazione AF-2 (aa 874-
910) conferiscono al recettore simili proprieta di attivazione ligando-aspecifiche
(Bentel & Tilley, 1996). Una mutazione di questo tipo, T877A, e stata osservata nella
linea cellulare androgeno-dipendente LNCaP come anche in molti tumori resistenti a
seguito del trattamento con I’anti-androgeno idrossiflutamide: questa forma mutata
dell’AR viene fortemente attivata dagli androgeni prodotti dal surrene, dall’etradiolo e
dal progesterone, come anche dagli anti-androgeni idrossiflutamide e CPA
(Veldscholte et al., 1990).

Oggi si tende a pensare che entrambe le ipotesi possano coesistere nel CaP:
mutazioni nel gene codificante I’AR, alterati livelli di espressione della proteina o

dell’AR ligando-indipendente possono associarsi ad una sensibilita a ridotti livelli di



androgeni ed a ligandi non-androgenici con una conseguente amplificazione
dell’attivazione della traduzione dell’ AR.

L’importanza rivestita dall’azione dell’AR nelle diverse fasi dello sviluppo e
della progressione nonché nel trattamento terapeutico del tumore prostatico, ha portato
alla necessita di avere modelli cellulari ed animali che permettessero di studiare i
meccanismi molecolari di attivazione e di regolazione dell’AR.

Alcuni ricercatori hanno creato una linea tumorale esprimente I’AR a partire da
cellule di CaP androgeno-indipendente PC3 (PC3-AR), in cui & stata ripristinata
I’androgeno-dipendenza mediante trasfezione con complementary DNA (cDNA)
codificante I’intera lunghezza del recettore (Bonaccorsi et al., 2000). Tali cellule
presentano una minor aggressivita e capacita invasiva rispetto alle cellule controllo
trasfettate col solo plasmide vettore, ma il trattamento con analoghi del testosterone
induce una paradossale soppressione della crescita cellulare (Bonaccorsi et al. 2000,
Shen et al., 2000; Yuan et al., 1993). Cido sembra essere in contrasto con quanto
avviene in condizioni fisiologiche ed anche durante lo sviluppo del CaP, dove invece
gli androgeni esercitano un effetto stimolatorio sulla proliferazione cellulare. La linea
cellulare PC3-AR sembra quindi non rappresentare un valido modello per lo studio
della progressione del CaP.

Recentemente altri autori (Scaccianoce et al., 2003), hanno isolato una linea
cellulare di CaP androgeno-indipendente DU145 iperesprimente I’AR.

Le cellule DU145 sono state trasfettate stabilmente col plasmide contenente il
gene dell’AR umano e sono state selezionate le colonie cellulari esprimenti I’AR
(DU145-AR).

Nelle cellule DU145-AR la localizzazione dell’AR é a livello citoplasmatico in
condizioni basali in assenza di androgeni, mentre in seguito al trattamento con T (0,1
uM per 48h) I’ AR attivato trasloca nel nucleo.

Le cellule DU145-AR trattate con T vedono aumentata la proliferazione
cellulare, aumentando la crescita di circa il 30% (Scaccianoce et al., 2003) rispetto alle
cellule trasfettate con il plasmide controllo, mentre I’androgeno non esercita alcun

effetto sulla proliferazione cellulare delle cellule DU145-pcDNAS.
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L’androgeno-dipendenza ripristinata nelle cellule DU145-AR viene confermata
dal fatto che la trasfezione delle cellule DU145 con I’AR ripristina I’espressione del
PSA, assente nelle cellule parentali (Scaccianoce et al., 2003).

Le cellule DU145-AR con la loro ripristinata sensibilita agli androgeni
rappresentano quindi un valido modello per lo studio dei meccanismi di attivazione e
regolazione dell’ AR coinvolti nella progressione del CaP da androgeno-dipendente ad

androgeno-indipendente.

Il recettore per gli Estrogeni

L’effetto benefico del trattamento androgenico sul CaP & stato evidenziato
all’inizio degli anni ’40 quando Nesbit e Plumb (1946) osservarono una
sopravvivenza prolungata nel tempo nei pazienti che avevano subito un’orchidectomia
0 una terapia estrogenica. Si credeva che la risposta alla terapia estrogenica del CaP
androgeno-dipendente fosse principalmente legata alla soppressione dell’asse
ipotalamo-ipofisario con conseguente riduzione dei livelli di testosterone. 1l DES
(dietilstilbestrolo, un composto di sintesi con azione estrogenica) era in grado di
controllare il CaP in fase avanzata, ma questa terapia non era utile nella malattia in
fase metastatica a causa dei rischi cardiovascolari connessi con tale trattamento (The
V.A.C.U.R.G., 1967). L’avvento degli analoghi del GnRH, che ora vengono
ampiamente utilizzati per la loro capacita di indurre castrazione chimica, posero
essenzialmente fine all’era del trattamento estrogenico del CaP. Nel 1986 De la Monte
et al. (1986) riportarono che pazienti trattati con gli estrogeni sembravano
sopravvivere piu a lungo rispetto ai pazienti che avevano subito la sola castrazione
chimica. Nel 1991 Ferro (1991) dimostro che gli estrogeni potevano esercitare un
effetto citotossico diretto sul tumore alla prostata.

Gli estrogeni regolano funzione e crescita della prostata in diversi stadi di
sviluppo attraverso meccanismi sia diretti che indiretti. L’azione indiretta piu
importante svolta dagli estrogeni consiste nell’interferenza con la produzione degli
androgeni, attraverso la repressione dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi, con effetti
diretti sui testicoli. Tra gli effetti diretti esercitati dagli estrogeni sulla prostata vi sono,
ad esempio, quelli prodotti dall’estradiolo grazie all’aromatizzazione locale del

testosterone. Gli estrogeni possono anche essere considerati uno dei fattori di rischio
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ormonali dello sviluppo dell’iperplasia prostatica benigna e del cancro prostatico
(Bosland, 2000; Henderson & Feigelson, 2000; Griffiths, 2000).

L’evidenza di effetti diretti degli estrogeni sulla prostata deriva soprattutto da
studi in vitro eseguiti su tessuto prostatico normale di ratto e uomo o su cellule di
cancro prostatico umano. In tali studi e stato dimostrato come gli estrogeni possano
stimolare la sintesi di DNA ed indurre morfologie epiteliali metaplastiche nella
prostata umana e di ratto (Nevalainen et al., 1991, 1993). Gli estrogeni possono
regolare I’espressione di specifici geni prostatici (Nevalainen et al., 1991; Martikainen
et al., 1987). Quando gli estrogeni sono in combinazione con gli androgeni, gli effetti
sulla sintesi del DNA e sull’espressione di specifici geni é fortemente sinergistica.

Lo sviluppo della prostata sembra essere particolarmente sensibile all’azione
degli estrogeni. | trattamenti, pre- o neonatali, dei roditori con dosi elevate di estrogeni
nei primi 5 giorni dopo la nascita, inducono dei marcati cambiamenti nello sviluppo e
nella funzionalita della prostata nelle fasi successive della vita di questi animali. Tutto
cio e invariabilmente associato con iperprolattinemia ed ipoandrogenemia, cosa che
potrebbe spiegare la maggior parte di tali effetti. L’estrogenizzazione neonatale con
estradiolo e DES provoca un’inibizione tempo- e dose-dipendente della crescita e
della funzionalita della prostata in topi e ratti (Naslund & Coffey, 1986; Prins, 1992;
Prins et al.,, 1993; Pylkkanen et al., 1991). Oltre all’inibizione della crescita,
I’estrogenizzazione neonatale promuove le inflammazioni, I’iperplasia epiteliale e lo
sviluppo di lesioni displastiche, che istologicamente assomigliano alle lesioni PIN
(Pylkkanen et al., 1991; Prins & Birch, 1997). Inoltre I’espressione di numerosi ed
importante geni regolatori della crescita é alterato. Questo include I’up-regolazione
del recettore per gli estrogeni ERa e dei protooncogeni responsivi agli estrogeni c-
myc e c-fos (Prins & Birch, 1997; Pylkkanen et al., 1993; Salo et al., 1997) e la down-
regolazione di AR ed ERp (Prins & Birch, 1995; Prins et al., 1998).

Un trattamento prolungato dei roditori con dosi elevate di androgeni ed
estrogeni insieme induce crescita della prostata, metaplasie epiteliali, ipertrofia
stromale ed una forte reazione inflammatoria nello stroma (Tisell, 1971; Andersson &
Tisell, 1982; Belis et al., 1983; Risbridger et al., 2001). Questi effetti potrebbero
essere largamente causati dall’associazione con I’iperprolattinemia (Lane et al., 1997).

Comunque, elevati livelli serici di estrogeni e prolattina associati a livelli molto bassi
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di testosterone in topi transgenici che iper esprimono I’aromatasi (AROM+) (Li et al.,
2001) o in topi ipogonadici trattato con gli estrogeni (hpg) (Bianco et al., 2002) non
inducono iperplasia prostatica, enfatizzando la necessita di un’azione combinata di
androgeni ed estrogeni in alcune fasi dello sviluppo prostatico. Sembra comunque
evidente il ruolo critico svolto dagli estrogeni in combinazione con gli androgeni e
possibilmente con la prolattina, nello sviluppo del cancro prostatico.

Gli effetti sulla prostata degli estrogeni sembrano quindi strettamente associati
con quelli della prolattina (Harkénen, 2003). Sia la prolattina ipofisaria che quella
prodotta, in maniera endogena, dall’epitelio prostatico (Nevalainen et al., 1997)
regolano la prostata stimolando la sua attivita secretoria, oltre che la sua proliferazione
e sopravvivenza (Nevalainen et al., 1991, 1993; Reiter et al., 1999; Ruffion et al.,
2003). Nelle cellule epiteliali prostatiche gli estrogeni aumentano i livelli dei recettori
per la prolattina (Nevalainen et al., 1996). E’ quindi ipotizzabile che la prolattina medi
gli effeti degli estrogeni nella prostata non solo a livello sistemico ma anche a livello
cellulare con un importante meccanismo di sviluppo, facilitato dagli estrogeni, dei
cambiamenti displastici nella prostata (Harkénen, 2003).

La presenza dei recettori per gli estrogeni ERa ed ERp nella prostata (Latil et
al., 2001; Ye et al., 2000; Lau et al., 2000) suggerisce che gli estrogeni potrebbero
agire direttamente a livello del tessuto prostatico. Nella prostata umana e di roditore
ERB e il sottotipo espresso nella maggiorza delle cellule epiteliali cosi come in alcune
cellule stromali. ERa € espresso in forma piu limitata ed é tipicamente localizzato
solo nelle cellule stromali. ERP e comunemente espresso anche nel cancro prostatico
mentre ERa & stato evidenziato solo in alcuni studi (Bonkhoff et al., 1999).
Generalmente i livelli di ERo ed ERP nel tessuto normale e nel cancro prostatico
sembrano essere molto bassi ad ogni stadio di sviluppo se paragonati, ad esempio, a
quelli presenti nel cancro mammario (Linja et al., 2003). Gli studi di Horvath et al.
(2001) e Leav et al. (2001) hanno evidenziato una riduzione dell’espressione di ERf
durante la carcinogenesi, suggerendo che ER[ potrebbe essere importante per il
mantenimento del tessuto epiteliale normale, nonostante non sia ancora noto se la
riduzione di espressione di ERp sia una causa dello sviluppo della neoplasia. Horvath
et al. (2001) hanno ipotizzato che i tumori che mantengono I’espressione di ER[} sono

associati ad un elevata possibilitd di ripresa della malattia, e Leav et al. (2001)
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riportano che ERp e espresso nelle metastasi del CaP cosa che potrebbe indicare che
ERp e un marker di un fenotipo altamente maligno.

Le differenze geografiche dei rischi di insorgenza del cancro prostatico
suggeriscono che fattori ambientali possono giocare un ruolo importante nella
carcinogenesi prostatica. E’ stato ipotizzato che i fitoestrogeni presenti nella dieta
potrebbero in parte spiegare il perché di queste differenze. Studi epidemiologici
mostrano come il consumo di fitoestrogeni e/o i livelli sierici di fitoestrogeni siano
inversamente correlati con il rischio di insorgenza del cancro prostatico (Lee et al.,
2003; Ozasa et al., 2004). Studi sperimentali supportano I’idea dei fitoestrogeni come
agenti protettivi del CaP: la genisteina (un fitoestrogeno isoflavonoide) sopprime il
cancro prostatico indotto chimicamente (Wang et al., 2002) e riduce I’incidenza di
adenocarcinomi scarsamente differenziati nei modelli di topi transgenici (Mentor-
ritarda lo sviluppo di lesioni displastiche indotte dal DES (Makela et al., 1995).
Comunque, gli effetti benefici dei fitoestrogeni nella prevenzione e nel trattamento dal
CaP umano rimangono da dimostrare. Solo un numero limitato di trials clinici sono
stati eseguiti, suggerendo un moderato effetto favorevole ma solo in un numero
limitato di individui (Jarred et al., 2002; DeVere et al., 2004).

Studi sperimentali suggeriscono che, un’esposizione inappropriata agli estrogeni
durante le fasi critiche della differenziazione e dell’organogenesi potrebbero
predisporre la prostata a cambiamenti anormali; gli estrogeni potrebbero anche avere
un ruolo nella progressione di lesioni premaligne che possono progredire fino
all’insorgenza del cancro prostatico. Altri risultati suggeriscono che I’inibizione delle
vie di segnale degli estrogeni potrebbero prevenire questo processo, ipotesi che apre
nuove possibilita nello studio del meccanismo di regolazione degli estrogeni nella
prostata, per un’azione terapeutica e preventiva dello sviluppo e carcinogenesi

prostatica.

Il sistema EGF/EGFR

Alla superfamiglia dell’Epidermal Growth Factor (EGF) appartengono anche il
TGFpB, P’anfiregulina, I’Heparin-Binding EGF-like Growth Factor (HB-EGF), la
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betacellulina (BTC), I’epiregulina (EPI), la tomoregulina (TR) e varie forme di
heregulina (HRG). I membri di questa famiglia contengono una regione EGF
costituita da tre loops (A, B e C). Tutti questi peptidi si legano a omo- o etero-dimeri e
svolgono la loro funzione attraverso dei recettori di superficie tirosino chinasici situati
sulla membrana cellulare.

L’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), € iperespresso in diversi tumori
come il carcinoma alla prostata (Mamoune et al., 2004).

La famiglia EGFR e costituita da quattro membri: I’lEGFR (noto anche come
ErbB1l o HER1), HER2 (chiamato anche ErbB2 o Neu), HER3 (conosciuto anche
come ErbB3) e HER4 (noto come ErbB4). Diversi studi hanno dimostrato che
soprattutto mutazioni di EGFR sono associate con la trasformazione oncogenica
(Grinwald & Manuel, 2003).

| recettori appartenenti alla famiglia delPlEGFR presentano una struttura
molecolare comune che consiste in un dominio extracellulare aminoterminale, una
regione singola transmembrana di ancoraggio e un dominio intracellulare
carbossiterminale con attivita tirosino chinasica.

L’associazione dei ligandi con il dominio extracellulare di EGFR attiva il
recettore e le sue vie di trasduzione del segnale, che portano all’attivazione o
modulazione dei processi cellulari come proliferazione, differenziamento, migrazione
e sopravvivenza. | recettori per EGF possono legare ed essere attivati da un gran
numero di molecole conosciute come fattori di crescita EGF-simili. La maggior parte
di queste molecole, in seguito a processi regolati, vengono tagliate e rilasciate dalla
membrana plasmatica e possono svolgere la loro azione sia in modo autocrino che
paracrino. Questi ligandi presentano affinita diverse per i diversi recettori di questa
famiglia. Per esempio I’EGF, il TGF-$ e I’anfiregulina si associano specificamente a
EGFR, mentre I’HB-EGF, la betacellulina e la epiregulina legano sia EGFR che
HERA4.

Tra le molte vie di trasduzione del segnale attivate dalla famiglia EGF, quella
delle Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) é una delle piu importanti perché
regola processi cellulari come la trascrizione di geni e la proliferazione.

Un’altra importante via di trasduzione attivata é la via PI3K/Akt che media la

sopravvivenza cellulare. 1l reclutamento di Akt dalla membrana plasmatica innesca
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una cascata di segnali per la sopravvivenza, che viene mediata dall’aumento
dell’espressione dei segnali anti-apoptotici e diminuzione dei segnali pro-apoptotici.
L’interazione con i ligandi provoca anche I’internalizzazione del recettore EGFR. Il
complesso ligando-recettore dopo internalizzazione puo essere degradato o riportato
sulla superficie cellulare per trasdurre nuovi segnali.

Analisi condotte su tessuti prelevati da pazienti affetti da cancro, indicano che
I’iperespressione e I’attivazione anormale di EGFR sono caratteristiche di molti
tumori e sono spesso associate ad un’infausta diagnosi clinica e chemoresistenza
(Grinwald & Manuel, 2003). Il segnale del recettore per EGF & in grado di
promuovere la progressione tumorale sia attraverso eventi epigenetici come la de-
adesione e la riorganizzazione del citoscheletro, sia alterando il profilo trascrizionale
delle cellule cancerogene (Mamoune et al., 2004).

I meccanismi che portano ad una mancata regolazione di EGFR e che possono
essere responsabili della trasformazione maligna sono numerosi; tra essi € inclusa
I’iperespressione del recettore, mutazioni attivanti, alterazioni nel processo di
dimerizzazione, attivazione da parte di fattori di crescita autocrini e mancanza di
fosfatasi specifiche.

L’iperespressione di EGFR € uno dei meccanismi piu frequentemente implicato
nello sviluppo e nella progressione del cancro; tale evento si attua senza che avvenga
anche I’amplificazione del gene e si associa con I’attivazione autocrina da parte di
TGF-B.

Recentemente sono state descritte delle forme varianti di EGFR che contengono
mutazioni nel dominio extracellulare; questa variante Il di EGFR (EGFRvIII) é
predominante nella maggior parte dei tumori e deriva dal riarrangiamento o splicing
alternativo del’mRNA, che porta alla perdita di 801 paia di basi nel dominio
extracellulare responsabile del legame col ligando. Tale variante di EGFR risulta cosi
in una glicoproteina di 145 kDa con un’attivazione costitutiva ligando indipendente
dell’attivita tirosino chinasica del recettore. Questa delezione, assente nei tessuti non
trasformati, € stata identificata nel glioblastoma, ma € anche stata riconosciuta in

tessuti di tumore mammario, ovarico e prostatico.
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Il sistema IGF/IGFR

Dati derivanti sia da studi epidemiologici che da modelli in vivo indicano che
esiste una stretta correlazione tra la regolazione attuata dal network dell’insulin-like
growth factor (IGF) e la carcinogenesi prostatica (Renehan et al., 2004). L’ IGF-1 é un
agente importante per la carcinogenesi sia in vivo che in vitro, in quanto esercita la sua
azione mitogenica ed anti apoptotica attraverso meccanismi autocrini e paracrini (Li et
al., 2003). La bioattivita dell’lGF-1 € modulata dalla presenza della IGF-binding
proteins (IGFBPs), che regolano la quota dell’IGF-1 libero di potersi legare al
recettore IGF-1 (IGF-1R), un tipico recettore di membrana tirosin-chinasico (Stattin et
al., 2000).

Numerosi studi hanno evidenziato una correlazione tra i livelli sierici e
plasmatici di IGF-1 ed il rischio di cancro prostatico, ed alcuni di questi studi hanno
mostrato una diretta e stretta associazione tra IGF-1 ed il rischio di cancro prostatico
(Woodson et al., 2003; Oliver et al., 2004). E’ stato ipotizzato che I’IGF-1 circolante
potrebbe essere specificatamente coinvolto nella patogenesi precoce del cancro
prostatico. Un’ipotesi sostiene che i piccoli foci di cellule cancerose rilascerebbero
IGF-1 nel circolo sanguigno gia 5 anni prima della diagnosi clinica di tumore
prostatico (LeRoith, 2003).

Delle 6 IGFBPs attualmente individuate, IGFBP-3 sembra essere la piu
importante perché circa il 90% di IGFs formano complessi ternari con questa BP.
L’IGFBP-3 ¢ in grado di indebolire I’azione di IGF e di inibire la crescita cellulare
attraverso il blocco dei IGFs liberi o attraverso meccanismi IGF-indipendenti
(LeRoith, 2003). La trascrizione del gene dell’IGFBP-3 puo essere indotto da agenti
stimolatori dell’apoptosi, come p53, TGF-3, tumor necrosis factor (TNF)-o e 1,25-
(OH),-Ds, il metabolita ormonale steroideo della vitamina D (LeRoith, 2003).

Numerosi sistemi sperimentali hanno fornito evidenze che la proliferazione delle
cellule di cancro prostatico € incrementata dall’attivazione dell’lGF-1R, sia come
risposta ad elevati livelli dell’IGF-1 circolante nell’ospite, sia attraverso un’aumentata
produzione autocrina di ligandi da parte delle cellule neoplastiche (Pollak et al.,
2004). Un recente studio ha rilevato che I’inibizione dell’espressione endogena del

gene dell’lGF-1R porta ad un’inibizione della proliferazione cellulare e ad una
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riduzione della capacita invasiva in vitro delle cellule transfettate PtdCho-3 (Grzmil et
al., 2004).

Recentemente e stato dimostrato che IGF-1R regola I’espressione della MMP-2
nelle cellule invasive PtdCho-3 (Grzmil et al., 2004). In particolare, € stata rilevata
una correlazione diretta tra I’inibizione dell’espressione del gene dell’lGF-1R e la
down-regolazione dell’espressione del gene del’MMP-2 nelle cellule di cancro
prostatico androgeno-indipendenti. Inoltre é stato dimostrato che IGF-1 induce
I’espressione del recettore per I’'uPA (UPAR), che facilita la motilitd e I’invasione
delle cellule di cancro prostatico in fase metastatizzante (Li et al., 2003). Questi dati
implicano che, oltre alla sua azione di modulazione della crescita, I’asse IGF-IGF-1R
pud anche influenzare il potenziale metastatico ed invasivo attraverso I’incremento
dell’attivita collagenolitica e osteoblastica delle cellule neoplastiche (Koutsilieris et
al., 2000).

E’ stato recentemente dimostrato che IGF-1 causa [I’attivazione ligando-
indipendente dell’AR (Kollara et al., 2003). Allo stesso modo, I’azione trofica degli
androgeni sembra essere mediata dallo stroma attraverso la secrezione di IGF-1 (Orio
Jr. et al., 2002). La progressione verso I’androgeno-indipendenza € stata associata
all’elevata espressione del’mRNA di IGF-1, alla riduzione dell’espressione di
IGFBP-3 e all’incremento della fosforilazione di IGF-1R (Nickerson et al., 2001).
Recenti dati hanno documentato un cross-talk tra I’AR e la via di segnale di IGF-1,
cosa che potrebbe portare ad una over-attivazione dell’ AR attraverso bassi livelli degli
androgeni (Pollak et al., 2004).

Nuove terapie ormonali combinate con gli analoghi della somatostatina, il
glucocorticoide desametasone (Dex) e la terapia di ablazione degli androgeni sono in
grado di ridurre i livelli sierici di IGF-1 e reintroducono un obiettivo clinico al
trattamento del cancro prostatico androgeno-indipendente. Inoltre, recenti ricerche
hanno rilevato che I’inibizione di IGF-1R potrebbe avere un’attivita antineoplastica
significativa grazie all’incremento dei processi apoptotici, rendendo, quindi, IGF-1R

un target per la terapia anticancro (Mutaguchi et al., 2003).
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Il sistema HGF-SF/c-Met

L’Hepatocyte growt factor/scatter factor (HGF/SF), in differenti tessuti, svolge
numerose funzioni chiave per la progressione, invasione e metastatizzazione del
cancro prostatico. Vari studi hanno dimostrato che le attivita dell’HGF/SF e del suo
recettore c-Met sono legate alla progressione della malattia in numerose forme
tumorali.

Il comportamento biologico e la storia naturale del cancro alla prostata € molto
variabile; diversi fattori sono noti svolgere un ruolo nella cascata di eventi che portano
alla formazione di metastasi, un processo che coinvolge numerose e complesse
interazioni tra il tumore e le cellule ospiti. L’adesione cellulare, la motilita e
I’invasione sono componenti chiave nel processo dinamico della metastatizzazionee
I’HGF/SF possiede attivita in tutti i diversi passaggi (Parr & Jiang, 2001).

L’Hepatocyte growt factor activator (HGFA) é [I’attivatore principale
dell’HGF/SF nel siero umano (Miyazawa et al., 1996). La Matriptasi, una serino
proteasi di degradazione della matrice promuove la conversione del pro-HGF/SF alla
sua forma biologica attiva (Lin et al., 1999). Altri fattori incluso I’eparina, il tPA e
I’UPA stimolano la conversione dal pro-HGF/SF ma con minor efficacia rispetto
al’HGFA (Naldini et al., 1992; Mars et al., 1996). L’HGFA é attivato dalla trombina
e questa via di segnale lega HGF/SF con la cascata di coagulazione, un meccanismo
fondamentale nei processi di danneggiamento e riparazione dei tessuti. | livelli di
MRNA per HGFA aumentano durante la risposta infiammatoria acuta ad un danno,
suggerendo che HGFA possa agire da proteina di risposta anche in fase acuta
(Okajima et al., 1997).

HGF/SF media i suoi numerosi effetti biologici legandosi ad uno specifico
recettore di membrana, c-Met che é stato identificato in numerosi tumori umani tra cui
anche il cancro prostatico (Humphrey et al., 1995). L’espressione di c-Met viene
indotta da numerosi fattori tra cui HGF/SF, EGF, I1-1, TNF, estrogeni, progesterone e
desametasone (Boccaccio et al., 1994; Chen et al., 1994; Moghul et al., 1994).
Mutazioni di c-Met sono stati identificati nel carcinamo papillare renale (Fischer et al.,
1988) ed ¢ possibile che diverse isoforme di c-Met esistano in differenti tumori.

HGF/SF inibisce I’apoptosi in numerose linee cellulari (Bardelli et al., 1996) ed

e un potente fattore angiogenetico (Bussolino et al., 1992). Gli effetti dell’azione
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dell’lHGF/SF su proliferazione cellulare, migrazione, morfogenesi ed angiogenesi
sono essenziali per la crescita e lo sviluppo dei tessuti normali. HGF/SF regola le
funzioni cellulari di un’enorme varieta di tessuti tumorali (Jiang et al., 1999) e
manifesta numerosi effetti nei tumori al rene, alla vescica ed alla prostata.

HGF/SF regola I’espressione delle integrine e le proteine del citoscheletro
(Giancotti & Mainiero, 1994); inoltre ha un ruolo anche nella degradazione della
matrice e nell’invasione, attraverso la stimolazione di uPA e tPA (Morimoto et al.,
1994), stimola la produzione di collagenasi-1 e stromelisina-1 (Dunsmore et al.,
1996). HGF/SF stimola la dissociazione cellula-cellula inibendo I’adesione cellulare,
I’azione di caderina (Pasdar et al., 1997) e promuovendo la rottura dei complessi di
adesione cellula-cellula (Hiscox & Jiang, 1998).

Le cellule prostatiche stromali secernono HGF/SF mentre quelle epiteliali
esprimo il recettore dell’HGF/SF, c-Met (Krill et al., 1997). Nella prostata I"HGF/SF
sintetizzato dalle cellule stromali agisce sulle cellule epiteliali, funzionando quindi
come un fattore di crescita paracrino. L’espressione dell’HGF/SF nelle cellule di
cancro prostatico e indotto dalla deprivazione degli androgeni e c-Met €
preferenzialmente up-regolato nelle cellule metastatiche androgeno-indipendenti
(Humphrey et al., 1995). Tali osservazioni suggeriscono una possibile relazione tra
I’espressione di c-Met e la progressione del carcinoma prostatico. Davies et al. (2000)
hanno dimostrato un’espressione differente di c-Met in diverse linee cellulari di
carcinoma prostatico; infatti elevati livelli di c-Met sono presenti nelle linee di cancro
prostatico con elevato potere invasivo DU145 e PC3, rispetto ai moderati livelli
misurati nelle linee cellulari con basso potere invasivo LNCaP, CAHPV10 e
PZHPVT.

L’HGF/SF provoca un’ampia gamma di effetti biologici sulle cellule tumorali e
gioca un ruolo essenziale nella progressione tumorale. Il recettore c-Met e espresso
dalle cellule di carcinoma prostatico ma non da quelle interstiziali; al contrario
HGF/SF ¢ espresso dalle cellule interstiziali ed il livello di espressione € maggiore nei
tumori ormono-trattati rispetto a quelli non trattati. Quindi I’espressione di HGF/SF
potrebbe essere legata allo stato ormonale del tumore prostatico. Inoltre, mentre il
tumore prostatico in fase precoce e caratterizzato dalla presenza di c-Met sulla

membrana plasmatica, nel tumore in fase avanzata, c-Met € presente soprattutto nella
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porzione citoplasmatica suggerendo una internalizzazione o una down-regolazione del
recettore (Kurimoto et al., 1998). Sembra percio evidente che la relazione tra HGF/SF
ed il suo recettore venga influenzata dallo stato ormonale e dal grado di
differenziazione del cancro prostatico.

HGF/SF e espresso nelle linee di carcinoma prostatico umano androgeno-
indipendenti DU145 e PC3 ma non in quelle androgeno-dipendenti LNCaP; inoltre
I’HGF/SF aumenta il potenziale invasivo e la motilita cellulare della cellule DU145
(Nishimura et al., 1998). Gli stessi autori sottolineano che HGF/SF agisce come un
para ormone via c-Met, aumentanto il potenziale invasivo e metastatico delle cellule
DU145. Tali osservazioni suggeriscono che [I’attivita invasiva delle cellule di
carcinoma prostatico DU145 si manifesti attraverso interazioni tumorali e stromali
insieme; le stesse osservazioni sono inoltre supportate da ulteriori sperimentazioni
secondo cui I’HGF/SF, prodotto dalle cellule stromali prostatiche, agisca come un
fattore di crescita paracrino che stimola la crescita delle linee cellulari di carcinoma
prostatico androgeno-indipendenti (Nakashiro et al., 2000).

L’HGF/SF e quindi un mediatore della propagazione del cancro prostatico;
attraverso il suo recettore c-Met modula la proliferazione, le interazioni cellula-
cellula, la migrazione, le adesioni cellula-matrice, I’invasione e I’angiogenesi delle

cellule di carcinoma prostatico.

Il sistema FGF/FGFR

La famiglia dei geni umani FGF consiste all’incirca di 23 differenti geni che
codificano per i relativi polipeptidi. Gli FGFs sono espressi in tutti i tessuti e giocano
un ruolo importante in diversi processi normali e patologici, incluso lo sviluppo, la
cicatrizzazione e la trasformazine neoplastica. Alcuni FGFs, come FGF2 possiedono
una potente azione angiogenica e sono implicati, come promotori, nell’angiogenesi
tumorale. Gli FGFs sono anche responsabili dell’aumento della motilita e
dell’invasivita di numerose linee cellulari. Gli FGFs hanno un ampio raggio di attivita
biologiche e svolgono un ruolo importante nella tumorigenesi. Gli FGFs interagiscono
con una famiglia di 4 diversi recettori tirosin-chinasici ad alta affinita FGFR-1,-2,-3,-4
(Johnson & Williams 1993). Inoltre, FGFR-1,-2,-3 possono subire uno splicing

alternativo (I1lb, I1ic) che danno diverse isoforme dei recettori con un’affinita di
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legame drasticamente alterata. Il sistema FGF é sintetizzato anche dalla matrice extra
cellulare (ECM) e dalle proteine secrete che aiutano a mobilizzare gli FGFs. |
proteoglicani eparina ed eparin-solfato facilitano i segnali FGF mediati dai recettori
FGF, sebbene vi siano opinioni controverse riguardanti I’esatto modo attraverso cui
questo si verifica (Powers et al., 2000). Il legame FGF/FGFR induce I’attivazione dei
recettori che, a loro volta, inducono la traduzione del segnale attraverso diverse vie
che includono la fosfolipasi Cy (PLCy) (Burgess et al., 1990) il fosfatidilinositolo 3-
chinasi (PI3K) (Hart et al., 2001) le MAP chinasi (Hadari et al., 2001) ed il segnale
trasduttore ed attivatore della trascrizione (STATS) (Deo et al., 2002, Udayakumar et
al., 2002). Tutte queste vie di segnale sono up-regolate nel cancro prostatico, in piu vi
sono forti evidenze che tali vie di segnale siano legate all’iniziazione e progressione
del cancro prostatico.

L’FGF1 ha un forte potenziale mitogenico sul cancro prostatico ed € in grado di
legarsi ad ogni isoforma e tipo di recettore per FGF (Ornitz et al., 1996). Piu dell’80%
dei cancri prostatici esprime FGF1 ed un’elevata espressione € correlata all’aumentare
della scala Gleason (Dorkin et al., 1999a). I livelli di FGF1 sono anche aumentati
nella neoplasia intraepiteliale prostatica (PIN); le linee cellulari di cancro prostatico
umano PC3 e LNCaP esprimono FGF1 (Payson et al., 1998).

FGF2 e espresso in molti tumori umani incluso il cancro prostatico; esso €
presente a concentrazione piu elevate nel tessuto tumorale prostatico rispetto al tessuto
normale (Giri et al., 1999a). Kwabi-Addo et al. (2004) hanno evidenziato che il
carcinoma prostatico presenta aumentati livelli di interleuchina-8 (IL-8) e che IL-8
induce I’espressione di FGF2 (Giri & Ittmann, 2001); IL-8, secreto dalle cellule
tumorali, e quindi il mediatore dell’induzione dell’espressione di FGF2 nelle cellule
stromali. Alti livelli di espressione di FGF2 sono presenti nelle cellule di cancro
prostatico umano androgeno-indipendenti DU145 e PC3 (Cronauer et al., 1997).
Inoltre, e stato dimostrato che pazienti con carcinoma prostatico hanno alti livelli
sierici di FGF2 (Cronauer et al., 1997). Percio sembra che FGF2 sia espresso
inizialmente come fattore paracrino dalle cellule stromali nel cancro prostatico
organo-confinato, mentre, durante la progressione tumorale, vi € il passaggio ad

un’espressione autocrina.
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Anche FGF6 & molto espresso nel cancro prostatico e nel PIN di grado elevato
(Ropiquet et al., 2000b); esso ha un ruolo particolare nel cancro prostatico poiché
agisce come un fattore paracrino secreto dalle cellule basali residue nel PIN e supporta
la crescita delle cellule epiteliali luminali displastiche. Nella maggioranza dei cancri
prostatici I'FGF6 secreto dalle cellule tumorali, ha un’azione autocrina.

I livelli sierici di FGF7 sono piu bassi negli uomini con cancro prostatico
rispetto a quelli con BPH (Mehta et al., 2000a).

Circa il 50% dei tumori organo confinati esprime I’FGF8 mentre I’esprimono
I’80% dei tumori in fase avanzata. Dorkin et al. (1999b) hanno osservato una stretta
correlazione tra I’espressione di FGF8, il grado tumorale e la sopravvivenza del
paziente. FGF8 sembra essere I’isoforma maggiormente presente nel carcinoma
prostatico ed é espresso nel linee cellulari di tumore prostatico LNCaP, DU145 e PC3
(Tanaka et al., 1998).

FGFR-1 é espresso nei tumori poco o moderatamente differenziati mentre non €
stato evidenziato nelle forme tumorali ben differenziate (Giri et al., 1999a).

FGFR-1 Illc lega sia FGF2 che FGF6, entrambe presenti in maggior
concentrazione nei tessuti tumorali prostatici. Di conseguenza si puo ipotizzare che
FGFR-1 promuove la progressione del CaP. Naimi et al (2002) hanno evidenziato una
diminuzione dell’espressione di FGFR-2 111b e Illc nei tessuti di CaP.

FGFR-3 e presente nell’epitelio prostatico normale e continua ad essere espresso
nei tessuti di CaP nell sua isoforma I11B che lega FGF1 e FGF9 (Kwabi-Addo et al.,
2001).

FGFR-4 é espresso nel tessuto prostatico normale, nelle linee cellulari di CaP e
nelle linee cellulari prostatiche umane epiteliali immortalizzate PNT1A (Kwabi-Addo
et al., 2001).

| proteoglicani eparina ed eparinsolfato esercitano un ruolo critico nelle vie di
segnale di FGF ma poco e noto di come queste molecole vengano modulate durante
iniziazione e progressione del CaP. Sidecan-1 é un eparin solfato proteoglicano che
puo potenzialmente modulare I’attivita di FGFR-1. Sydecan-1 puo interagire sia con le
proteine di matrice sia con numerosi fattori di crescita. Percio una via potenziale in cui
le proteasi possono incrementare la progressione tumorale e proprio attraverso il

rilascio locale degli FGFs.
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Numerose evidenze sperimentali dimostrano che la via di segnale mediata dai
recettori per FGF e aumentata nel CaP da diversi meccanismi che includono un
aumento dell’espressione dei ligandi e dei loro recettori, un aumento della
mobilitazione degli FGFs dalla ECM e la perdita della regolazione negativa della via
di segnale degli FGF. Questo aumento di segnale da parte dei recettori per FGF porta
all’attivazione di diverse vie di traduzione del segnale che, nel CaP, induce: aumento
della proliferazione, resistenza alla morte cellulare, incremento di motilita ed
invasivita, aumento dell’angiogenesi e dei meccanismi di metastatizzazione processi
che insieme portano ad un aumento della progressione e dell’aggressivita clinica del
CaP.

Gli FGFs svolgono un’azione importante nei meccanismi di cicatrizzazione che
sono caratterizzati da proliferazione e migrazione cellulare (Ortega et al., 1998).

Culig et al. (1994) hanno dimostrato che FGF7, IGF-1 ed EGF attivano la
trascrizione androgeno-dipendente dell’AR nel CaP. E’ ormai noto che numerosi
fattori di crescita e citochine possono attivare la trascrizione androgeno-dipendente
dell’AR, ma non é chiaro attraverso quale meccanismo accada. Un meccanismo
potenziale & quello dell’attivazione di coattivatori dell’AR attraverso la via delle
MAPK (Debes et al., 2003; Rowan et al., 2000). Sono necessari ulteriori studi per
capire meglio il crosstalk tra le vie di segnale degli FGFR e [I’attivita dell’AR.
Comunque, stabilito che le vie di segnale degli FGFR sono aumentate nel CaP
avanzato, é possibile che gli FGFs contribuiscano significativamente all’attivita
dell’ AR nel CaP androgeno-indipendente.

| recettori per la Somatostatina

La somatostatina (SST) é un peptide prodotto a livello ipotalamico che controlla,
in maniera inibitoria, la secrezione, da parte della ghiandola pituitaria, di ormoni della
crescita. La SST e presente anche in tessuti extra ipotalamici come le cellule
neuroendocrine del pancreas e del tratto gastrointestinale. In queste aree la SST
manifesta un ruolo endocrino attraverso il controllo autocrino/paracrino del tratto
digestivo, con I’inibizione della secrezione di numerosi ormoni inclusi glucagone ed
insulina. 1l peptide ha numerose funzioni incluse la modulazione immunologica e la

neurotrasmissione; e un inibitore endogeno della proliferazione cellulare e
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dell’angiogenesi; spesso il target della SST € lo stesso tessuto in cui il peptide viene
prodotto. Cellule immunoreattive per la somatostatina sono state evidenziate anche
nella ghiandola prostatica umana (Di Sant'Agnese & De Mesy Jensen, 1984).

L’effetto della SST si pensa sia mediato da recettori specifici per la
somatostatina (SSTRs). A tutt’oggi, nei tessuti umani, sono stati identificati e clonati
cinque diversi sottotipi di recettore (Hejna et al., 2002; Patel et al., 2004). Mentre tutti
i 5 sottotipi del recettore mostrano un’affinita similare per la SST, esistono numerose
differenze nel legame tra gli analoghi della somatostatina ed i vari tipi di SSTR
(Pollak & Schally, 1998; Lamberts & van der Lely, 2002). L’utilizzo clinico della SST
ha I’inconveniente dell’estrema brevita della sua emivita nel plasma (circa 2 minuti).
Osservazioni cliniche hanno evidenziato come vari analoghi della SST siano piu
efficaci nel trattamento di numerosi tumori endocrini (Schally 1988; Schally & Nagy,
2003). L’octreotide € I’analogo della SST piu utilizzato; mostra un’elevata affinita per
il SSTR2 ed una significativa azione anti neoplastica nei tumori che esprimono
SSTR2 (Reubi et al., 2000). 1 SSTRs sono tipicamente over espressi in numerosi
tumori di varia origine con una specificita di sotto tipo per ogni tipo istologico (Reubi
et al., 2001).

Dizeyi et al. (2002) hanno identificato SSTR1 nelle cellule cancerose e
neuroendocrine di CaP, mentre SSTR2 e stato individuato nello stroma. Gli stessi
autori hanno anche trovato che i livelli di espressione del mRNA per SSTR2 sono
molto bassi nelle linee cellulari di CaP PC3, DU145 e LNCaP (Dizeyi et al., 2002).
Hansson et al. (2002) hanno confermato che ’'mRNA per SSTR2 é preferenzialmente
localizzato nel compatimento stromale, mentre SSTR4 é presente nelle cellule
epiteliali prostatiche. Nei tessuti prostatici umani benigni e maligni Reubi et al. (1995)
hanno notato che solo I’octotreotide si lega alla porzione stromale del tessuto
prostatico ma non alle cellule di CaP, suggerendo un’elevata espressione di SSTR2
solo nelle cellule fibromuscolari (Reubi et al., 1995). Lo stesso gruppo di ricerca ha
trovato che il CaP esprime in maniera predominante SSTR1, mentre SSTR2 é
espresso nello stroma del tessuto prostatico umano non neoplastico (Reubi, 1995).
Halmos et al. (2000) hanno studiato I’espressione dell’mRNA di 22 campioni di CaP
umano trovando che I’'mRNA per SSTR1 era presente nell’86% dei campioni, quello
per SSTR2 nel 14% e quello per SSTR5 nel 64%. Si puo quindi affermare che gli
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SSTRs sono presenti sia nel tessuto che nelle cellule di CaP, ma SSTR2 non € la
forma prevalente. Poiché SSTR2 é presente principalmente nello stroma della
prostata, esso potrebbe essere coinvolto nel controllo della proliferazione cellulare
tumorale attraverso il crosstalk tra tessuto stromale ed epiteliale

L’azione anti proliferativi degli analoghi della SST é stata dimostrata in vari
tumori inclusi quelli alla mammella, alla prostata, al colon ed al pancreas (Smith &
Solomon, 1988; Murphy et al., 1987). Dati presenti in letteratura sostengono che gli
analoghi della somatostatina agiscono con due diversi meccanismi d’azione: un effetto
citotossico diretto mediato dai recettori ed uno indiretto di inibizione del rilascio di
vari ormoni peptidici, fattori di crescita o fattori di crescita tumorale quali ad esempio
IGF-1 (Lamberts et al., 2002).

Il sistema GnRH

L’ormone GnRH ¢ un decapeptide il cui ruolo principale e quello di controllare
le funzioni riproduttive (Sherwood et al., 1993; Shupnik, 1996). Questo neurormone
viene sintetizzato nel citoplasma dei neuroni ipotalamici, racchiuso in granuli
nell’apparato del Golgi e trasportato, attraverso gli assoni, alle terminazioni nervose,
dalle quali viene rilasciato, in modo pulsatile, nei capillari del sistema portale-
ipofisario. Una volta raggiunta I’ipofisi anteriore, il GnRH interagisce con specifici
recettori (GnRH-r) presenti sulle cellule gonadotrope, stimolando la sintesi e il rilascio
delle gonadotropine LH e FSH nella circolazione sistemica (Stojilkovic & Catt, 1995).
LH e FSH agiscono nelle gonadi, regolando la gametogenesi e la sintesi degli steroidi
(Kalra, 1993).

Nella maggior parte dei vertebrati, ogni singola specie possiede piu di
un’isoforma di GnRH. Tutti i peptidi GnRH-simili sono formati da 10 amminoacidi e
risultano strutturalmente correlati, con almeno il 50% di omologia di sequenza; le
differenze tra i vari peptidi riguardano le diverse sequenze amminoacidiche fra le

posizioni 5 e 8 (Tabella 1).
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Tabella 1: Struttura primaria di alcune isoforme del GnRH

Isoforme 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GnRH-I (mGnRH) p-Glu |His |Trp [Ser |Tyr |Gly |Leu |Arg [Pro |Gly-NH,
GnRH-1I (cGnRH-1I) |p-Glu |His |Trp |Ser |His |Gly |Trp |Tyr |Pro |Gly-NH,

cGnRH-I p-Glu [His |Trp |Ser |Tyr |Gly |Leu |GIn |Pro |Gly-NH,
rGnRH p-Glu |His |Trp [Ser |Tyr |Gly |Leu |Trp [Pro |Gly-NH,
IGnRH-I p-Glu [His |Trp |Ser |Leu |Glu |Trp |Lys |Pro |Gly-NH,
IGnRH-I1I p-Glu |His |Trp |Ser |His |Asp |Trp |Lys |Pro |Gly-NH,
sGnRH p-Glu [His |Trp |Ser |Tyr |Gly |Trp |Leu |Pro |Gly-NH,
cfGnRH p-Glu [His |Trp |Ser |His |Gly |Leu |Pro |Pro |Gly-NH,
dfGnRH p-Glu |His |Trp |Ser |His |Gly |Trp |Leu |Pro |Gly-NH,

m, mammiferi; c, pollo; r, anfibi; I, lampreda; s, salmone; cf, pesce gatto; df, pesce cane.

Tra le varie isoforme, una in particolare, individuata, per la prima volta, nel
cervello di pollo (e, per questo motivo, chiamata GnRH 11 di pollo) & universalmente
presente e altamente conservata dai Pesci ai Mammiferi (King & Millar, 1997; White
et al.,, 1998). In seguito a studi sulla struttura dei geni codificanti il GnRH, si é
ipotizzato che questo peptide potesse essere la conseguenza di una duplicazione
genica ancestrale. Vista la sua universalita, esso € stato definito, semplicemente,
GnRH 1I; il classico fattore neuroendocrino riproduttivo viene, invece, indicato come
GnRH I

Il GnRH si lega a specifici recettori appartenenti alla famiglia dei recettori a
sette domini transmembrana (GPCRs, recettori accoppiati a proteine G
eterotrimeriche) presenti sulle cellule gonadotrope. La presenza di una seconda
isoforma di GnRH (GnRH I1) in tutti i vertebrati ha stimolato la ricerca di una seconda
isoforma di recettore (GnRH-r I1) che, recentemente, € stata identificata anche nei
primati.

GnRH-r | € accoppiato ad una proteina Gq, la cui stimolazione determina
I’attivazione di una fosfolipasi C (PLCB1), con conseguente formazione di secondi
messaggeri: DAG (diacilglicerolo) e IP3 (inositolo-1,4,5-trifosfato). Il DAG attiva la
protein chinasi C (PKC), mentre IP3 e responsabile del rilascio di ioni calcio dai pools
intracellulari. Entrambi gli eventi portano all’attivazione di MAP chinasi, che
controllano la biosintesi e la secrezione di LH e FSH (Stojilkovic et al., 1994; Kaiser
etal., 1997).
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Mediante I’impiego di anticorpi contro il dominio EC3, localizzato nel loop
extracellulare 3, di GnRH-r Il umano, e stato possibile individuare la sua presenza a
livello dell’ipofisi e del cervello, non solo dell’uomo, ma anche in vari pesci
(Carassius auratus, Illing et al., 1999) e in altri mammiferi come la scimmia
(Callithrix jacchus, Millar et al., 2001 e Macaca mulatto, Neill et al., 2001), la pecora
e il topo.

Da un punto di vista strutturale, GhnRH-r Il presenta elevata omologia piu per il
GnRH-r | che per altri GPCRs, ma I’identita di sequenza con il recettore umano di tipo
I € solo del 41%. L’omologia e conservata da sequenze chiave (Troski et al., 2000),
come i ponti disolfuro tra il primo e il secondo loop extracellulare e la sequenza
amminoacidica coinvolta nel legame del ligando e delle molecole effettrici. Ci sono,
tuttavia, importanti differenze strutturali: per esempio, la funzionalita del recettore di
tipo | dipende dall’interazione tra Asn®” e Asp®*® nelle regioni transmembrana Il e VII;
questi residui non sono conservati nel recettore di tipo Il, dove &, invece, presente il
motivo Asp/Asp, tipico dei recettori di tipo | recentemente clonati degli organismi
non-mammiferi (Tensen et al., 1997; Wang et al., 2001). La differenza principale
rimane, sicuramente, I’assenza della coda C-terminale nel GnRH-r di tipo I; fino ad
0ggi, si riteneva che questa struttura fosse presente in tutti i recettori accoppiati a
proteine G, come dimostrato in tutti i GPCRs finora identificati. Inoltre, da tempo €
noto che la coda C-terminale dei recettori GPCRs controlla il turn-over del recettore,
attraverso una rapida desensitizzazione (Millar et al., 2001). Un’altra differenza
importante fra i recettori GnRH-r | e GnRH-r Il & che la sequenza LSD/EP del loop
EC3 nei recettori di tipo I, importante per la selettivita nel legame del ligando (Sealfon
et al., 1997; Flanagan et al., 1994), e sostituita da una sequenza VVPPS, presente anche
nei recettori di tipo 11 di Rettili ed Anfibi (Troskie et al., 1998).

Probabilmente, sono proprio queste differenze nella sequenza che rendono il
recettore di tipo Il piu affine al GnRH II, visto che tutti gli altri siti di legame
conosciuti sono conservati (Sealfon et al., 1997).

Per meglio chiarire le specificita di legame dei due recettori GnRH-r | e GnRH-r
I, Millar et al. (2001) hanno effettuato studi in cui le cellule COS-7 venivano
transfettate con i rispettivi cDNA per il GnRH-r I (umano) e GnRH-r 11 (di scimmia).

Si &, cosi, potuto verificare che il GnRH Il possiede elevata affinita per il recettore di
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tipo 1l (tale affinita risulta essere 40-80 volte maggiore rispetto a quella evidenziata
dal GnRH 1 sullo stesso recettore) e porta alla formazione di IP; come secondo
messaggero. Nello stesso studio, si &€ anche potuto stabilire che il GnRH Il possiede
un’affinita di legame al recettore di tipo | piuttosto modesta.

Da tali evidenze sperimentali € pertanto possibile dedurre che i decapeptidi
GnRH I e Il hanno maggiore affinita per i recettori | e I1, rispettivamente.

Gli studi condotti nelle cellule COS-7 da Millar et al. (2001) hanno, inoltre,
permesso, di ottenere informazioni riguardo la trasduzione del segnale. Sia GhnRH-r |
umano che GnRH-r Il di scimmia sono in grado di attivare le tre classi principali di
MAP chinasi (ERK, JNK, p38) nelle cellule COS-7. GnRH | & molto piu potente di
GnRH Il nell’attivare ERK2 quando si lega a GnRH-r I, mentre GnRH 1l € piu potente
di GnRH | se consideriamo il recettore di tipo Il. Inoltre, nelle cellule COS-7 che
esprimono GnRH-r |1, gli antagonisti hanno un’attivita simile a quella degli agonisti;
al contrario, se ad essere espresso nelle cellule COS-7 € GnRH-r I, il peptide GnRH |
e molto piu efficace dell’antagonista nel fosforilare ERK2. Per quanto riguarda la
chinasi p38a, sembra che la sua attivazione sia indotta stimolando il GnRH-r 11 con
GnRH Il ma non attivando il recettore di tipo I con GnRH I; inoltre, il tempo
necessario per I’attivazione di p38a € considerevolmente piu lungo di quello
necessario per I’attivazione di ERK2 da parte dei recettori | e 1l.

Inoltre sembra che il GnRH-r I manifesti una velocita di internalizzazione e
desensitizzazione ridotta, con un numero ridotto di vie di segnalazione attivate rispetto
al recettore di tipo II.

L’espressione di mMRNA codificante per il GhnRH-r é stata osservata in diversi
tumori maligni, come quello alla prostata (Limonta et al., 1993; Dondi et al., 1994;
Bahk et al., 1998; Halmos et al., 2000), al seno (Kakar et al., 1994; Kottler et al.,
1997), all’endometrio (Imai et al., 1994; Chatzaki et al., 1995) ed all’ovario (Irmer et
al., 1995; Yin et al., 1998). La sequenza nucleotidica dell’mRNA per GnRH-r in
questi tumori sembra essere identica a quella ipofisaria.

Limonta et al. (1999), mediante analisi Western Blotting e I’utilizzo di uno
specifico anticorpo monoclonale contro GnRH-r ipofisario umano (Karande et al.,
1995), hanno dimostrato la presenza della banda proteica del GnRH-r il cui peso

molecolare e identico a quello determinato precedentemente per GnRH-r ipofisario
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umano (Karande et al., 1995), in campioni ottenuti da membrane di cellule tumorali
prostatiche.

Nonostante queste osservazioni sembrano confermare I’ipotesi che il GnRH-r
dei tessuti tumorali corrisponde a quello ipofisario, almeno in termini di sequenza
nucleotidica e peso molecolare, risultati divergenti sono stati riportati per quanto
riguarda la capacita di legame del GnRH-r tumorale. Limonta et al. (1992) e Dondi et
al. (1994) hanno individuato, nelle cellule di tumore prostatico, siti di legame per
GnRH con ridotta affinita per gli analoghi di questo neurormone; altri autori, invece,
hanno riportato la presenza di due tipi di siti di legame per GnRH, uno a bassa affinita
e I’altro ad alta affinita, nei tumori ginecologici (Emons & Schally, 1994; Emons et
al., 1996). Infine, nelle cellule del tumore all’endometrio e in quello ovarico, sono
stati individuati solo recettori ad alta affinita (Imai et al., 1994; Irmer et al., 1995).

Alcune di queste discrepanze potrebbero essere dovute alle diverse condizioni
sperimentali utilizzate nei saggi di binding, oppure a mutazioni puntiformi nel
recettore o nella proteina G alla quale il recettore & accoppiato ed ulteriori studi
saranno necessari per chiarire questo problema.

La maggior parte dei dati sopra riportati si riferisce a cellule di tumori ormono-
dipendenti. Tuttavia, Dondi et al. (1994) hanno osservato I’espressione di GnRH-r
anche in cellule di carcinoma prostatico androgeno-indipendente, indicando che
questo recettore & ancora presente dopo che il tumore e progredito verso la fase di
androgeno-indipendenza, divenendo anche poco responsivo alle terapie tradizionali.

Il GnRH ipotalamico non ¢ in grado di raggiungere i tessuti periferici, perché é
degradato rapidamente a livello ipofisario; la presenza, quindi, di GnRH-r nelle cellule
tumorali ha portato ad ipotizzare che siano le cellule tumorali stesse a produrre GnRH,
che agirebbe localmente come fattore autocrino/paracrino. In effetti, immunoreattivita
per il GNRH e stata riscontrata nei tumori al seno (Butzow et al., 1987), alla prostata
(Qayum et al., 1990) e ovarico (Ohno et al., 1993).

Queste osservazioni sono state successivamente confermate da diversi studi che
dimostrano I’espressione di mRNA per GnRH nel tumore prostatico umano, sia in
fase di ormono-dipendenza (Limonta et al., 1993; Irmer et al., 1995; Kottler et al.,

1997) che in cellule di cancro prostatico androgeno-indipendenti (Dondi et al., 1994).

30



L’osservazione che il GnRH e i suoi recettori sono espressi nelle cellule
tumorali, suggerisce I’esistenza di un sistema autocrino/paracrino deputato al controllo
locale della crescita del tumore. Questa ipotesi € stata confermata da diversi lavori.

E stato dimostrato che gli agonisti del GnRH esercitano un effetto inibitorio
dose-dipendente sulla proliferazione delle cellule di cancro prostatico, sia androgeno-
dipendenti (Limonta et al., 1992) che androgeno-indipendenti (Dondi et al., 1994).
Inoltre, un’attivita antiproliferativa degli agonisti del GnRH é stata riportata anche per
il tumore al seno (Miller et al., 1985; Keri et al., 1991), all’endometrio (Emons et al.,
1996) e per quello ovarico (Emons et al., 2000).

Queste osservazioni sono state, ulteriormente, confermate da studi in vivo, che
mostrano come gli agonisti del GnRH possono contrastare significativamente la
crescita di cellule tumorali trapiantate in topi nudi (Loop et al., 1995; Dondi et al.,
1998).

Il sistema GnRH presente a livello delle cellule tumorali sembra partecipare alla
regolazione della crescita tumorale inibendo la proliferazione cellulare.

Per quanto riguarda il pathway di traduzione del segnale nelle cellule tumorali
prostatiche, sia androgeno-dipendenti che androgeno-indipendenti, & stato osservato
che I’effetto anti-proliferativo degli agonisti del GnRH ¢ annullato dalla tossina della
pertosse. Inoltre, gli agonisti del GnRH antagonizzano la ribosilazione, catalizzata
dalla tossina della pertosse, di una proteina G; (inibitoria). In fine, gli analoghi del
GnRH contrastano, in modo significativo, I’aumento dei livelli intracellulari di CAMP
indotti dalla forskolina (Limonta et al., 1999). Questi dati indicano che il recettore per
GnRH a livello del tumore prostatico potrebbe essere accoppiato ad un pathway di
trasduzione del segnale G;-CAMP.

I meccanismi molecolari che seguono [I’attivazione di G; e che portano
all’inibizione della proliferazione delle cellule tumorali sono poco conosciuti.
Tuttavia, esistono dati secondo i quali gli agonisti del GnRH interferiscono con gli
stimoli proliferativi di fattori di crescita come EGF o IGF. Questi farmaci
antagonizzano la proliferazione delle cellule tumorali indotta dai fattori di crescita
(GFs), riducono la concentrazione dei recettori per i GFs e contrastano alcuni degli
eventi intracellulari attivati dai GFs (per esempio, la fosforilazione del recettore a

livello di un residuo di Tyr e I’induzione di c-fos) (Emons et al., 1997; Moretti et al.,
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1996; Montagnani Marelli et al., 1999). Si pensa che alcuni di questi meccanismi
siano mediati dall’attivazione di una fosfotirosina/fosfatasi, responsabile della
defosforilazione dei recettori per EGF, con conseguente soppressione dell’attivazione
di proteine MAP chinasi e, quindi, della proliferazione cellulare (Emons et al., 1996).
Piu recentemente, € stato proposto che la ridotta proliferazione di alcuni tumori,
indotta dal GnRH, potrebbe essere conseguenza di un aumento dell’apoptosi. Il
sistema Fas-Fas ligando sembra essere correlato all’attivazione di GnRH-r e sembra
essere uno dei possibili mediatori dell’apoptosi indotta da GnRH (Imai & Tamaya,
2000). Nel cancro prostatico, tuttavia, non & stato osservato alcun segno di morte

cellulare programmata dopo trattamento con gli agonisti del GnRH.

3. Meccanismi coinvolti nella formazione delle metastasi tumorali

La formazione delle metastasi € un processo in cui le cellule tumorali si staccano
dal tumore primario e si dirigono, attraverso la circolazione sanguigna, verso un
organo bersaglio, dove formano un tumore secondario. Le metastasi, generalmente,
non si formano nelle immediate vicinanze del tumore primario, ma vanno a colpire
uno specifico organo bersaglio. Sono stati proposti tre diversi meccanismi per spiegare
questa selettivita. 1l primo prevede una crescita selettiva: le cellule migrano in diverse
direzioni, ma crescono solo nell’organo che ha fattori di crescita o ambiente
extracellulare adatti. Il secondo meccanismo consiste nell’adesione selettiva alla
superficie luminale dell’endotelio solo a livello dell’organo bersaglio. 1l terzo sembra
essere il piu importante, ed € caratterizzato da una chemiotassi selettiva che attrae le
cellule tumorali circolanti verso I’organo che produce i fattori chemiotattici stessi.

Il processo di metastatizzazione puo essere suddiviso in quattro diversi steps: 1)
distacco dal tumore primario e invasione dei tessuti circostanti; 2) ingresso e
sopravvivenza nel torrente circolatorio; 3) allontanamento dal torrente circolatorio e
penetrazione in un organo o tessuto secondario; 4) sopravvivenza e proliferazione nel
sito secondario. Da studi clinici e sperimentali, € noto che la metastatizzazione e un
processo inefficiente; infatti, se si iniettano delle cellule tumorali nel sistema
circolatorio di modelli sperimentali, meno dello 0,1% di queste cellule dara origine a
tumori secondari (Welch & Rinker-Schaeffer, 1999; Fidler, 1990). Le ragioni di

questa ridotta percentuale sono state attribuite al basso tasso di sopravvivenza delle
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cellule nel sistema circolatorio e alla ridotta velocitd di extravasazione in
corrispondenza del sito secondario (Chambers, 1990).

Il tumore prostatico, nella maggior parte dei casi, tende facilmente a sviluppare
metastasi a livello osseo, provocando sia osteolisi che metastasi osteoblastiche. Per
quanto riguarda I’osteolisi, puo trattarsi di un processo diretto dalle cellule tumorali
stesse, che, mediante il rilascio di serino-proteasi, cisteino-proteasi o metalloproteasi,
degradano la matrice extracellulare e provocano la lisi delle cellule ospiti, facilitando,
cosl, I’invasivita tumorale (processo non mediato da cellule) (Stetler-Stevenson et al.,
1993); puo trattarsi anche di un meccanismo cellula-mediato, con I’intervento degli
osteoclasti, cellule specializzate nella degradazione della matrice mineralizzata
dell’osso. Diversi fattori, rilasciati sia dalle cellule tumorali che dalle cellule del
sistema immunitario in risposta al tumore, hanno la capacita di stimolare I’attivita
degli osteoclasti; per esempio, il TGF-a, I’EGF, citochine come IL-1 e IL-6, il TNF-a
e le prostaglandine E (Mundy & Yoneda, 1996); inoltre, diversi tipi di tumore
producono il PTHRP (peptide correlato all’ormone paratiroideo) (Henderson et al.,
1990), che agisce sugli osteoblasti stimolando, indirettamente, I’attivita osteoclastica.

Le metastasi osteoblastiche consistono nella formazione di lesioni in seguito a
deposizione di nuovo tessuto osseo. Lo studio dei meccanismi molecolari alla base di
questo tipo di lesioni ha portato all’identificazione di alcuni fattori di crescita,
rilasciati dal tessuto prostatico e responsabili della stimolazione osteoblastica; tra
questi fattori, possiamo ricordare il TGF-B (Steiner & Barrack, 1992), I'FGF
(Mansson et al., 1989) e alcune proteine morfogeniche ossee (Harris et al., 1994).

Le cellule tumorali che metastatizzano devono essere in grado di attaccarsi ai
componenti della matrice extracellulare o ad altre cellule (dello stesso tipo o di tipo
diverso); le integrine, recettori transmembrana in grado di legare molecole della
matrice extracellulare, hanno un ruolo critico nell’adesione delle cellule tumorali alla
matrice stessa (Woodhouse et al., 1997).

L’invasione di cellule tumorali & un processo attivo di traslocazione attraverso le
barriere della matrice extracellulare e richiede proteolisi locale, estensione di
pseudopodi e migrazione cellulare (Liotta, 1986). La maotilita delle cellule tumorali e
un’altra componente importante dell’invasione. Alcuni fattori contribuiscono allo

sviluppo di metastasi stimolando la motilita; ci sono fattori prodotti dalle stesse cellule
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tumorali, tra cui HGF/SF (Gherardi & Stocker, 1991), IGF-II (El-Badry et al., 1990),
ATX (Autotaxina) (Stracke et al., 1992), fattori che corrispondono alle proteine della
matrice extracellulare (vitronectina, fibronectina, laminina, collagene di tipo | e 1V,
trombospondina) e fattori di crescita secreti dall’ospite (istamina, IGF-1 e IL-8).
Questi fattori di mobilita possono indurre cambiamenti di forma, riarrangiamenti del
citoscheletro e cambiamenti nell’adesione cellulare e/o nella fluidita di membrana
(Woodhouse et al., 1997).

Infine, la formazione di metastasi necessita la proliferazione del tumore nel sito
secondario, stimolata dalla presenza di fattori di crescita.

Inoltre la crescita tumorale richiede un aumento dell’apporto di sangue grazie
allo sviluppo di nuovi vasi sanguigni (Folkman, 1992). Le cellule tumorali rilasciano
fattori angiogenetici solubili che sono in grado di indurre la neovascolarizzazione
(Folkman & Klagsbrun, 1987).

L’Angiogenesi

Le cellule tumorali possono overesprimere i fattori angiogenetici o alterare la
regolazione dei fattori angiogenetici endogeni provocando uno squilibrio tra i fattori
pro- ed anti-angiogenetici (Liotta et al., 1991). La vascolarizzazione tumorale €
differente rispetto a quella presente nel tessuto normale. | recettori del Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) sono up regolati nei nuovi vasi sanguigni (Feng et
al., 2000) e la presenza delle integrine aVP3 e aVP5 € molto elevata nei tessuti
tumorali rispeto a quelli normali (Brooks et al., 1994). Gli endoteli di diversi tessuti
sono anche fenotipicamente distinti, variano in risposta a diversi regolatori
angiogenetici (Pasqualini & Ruoslahti, 1996), e sono regolati dall’espressione di
citochine e fattori di crescita tessuto-specifici del microambiente tumorale (Fidler,
2001). Sia i fattori endogeni che i farmaci somministrati possono regolare
I’angiogenesi direttamente o indirettamente. Per esempio, gli inibitori terapeutici
dell’angiogenesi possono esercitare un diretto effetto citostatico e citotossico
indirettamente, attraverso I’utilizzo di fattori secondari che regolano i processi
angiogenetici. Terapie combinate con agenti antiangiogenetici e citotossici hanno

evidenziato una certa efficacia nei trials preclinici.
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Il VEGF e stato descritto per la prima volta nel 1983 (Senger et al., 1983). Il
gene che codifica per VEGF risiede sul cromosoma 6p21.3 con una regione codificane
di circa 14.000 basi. Il gene di VEGF umano contiene otto esoni. Almeno sei isoforme
della proteina sono frutto di splicing alternativo dell’lRNA messaggero. Tutti i sei
mMRNASs sono omologhi per gli esoni 1-5 e 8, ma variano per gli esoni 6 e 7. Le
isoforme di VEGF vengono rilasciate como omodimeri della superfamiglia delle
cisteine e mostrano somiglianza con la famiglia delle Platelet-derived Growth Factor
(PDGF) (Muller et al., 1997). Durante I’angiogenesi le cellule endoteliali passano da
uno stato inattivo ad una rapida crescita indotta da fattori secreti dalle cellule tumorali
stesse (Folkman et al., 1989). In numerose biopsie di tumori umani era presente
un’aumentata espressione di mMRNA per VEGF e dei recettori per VEGF nelle cellule
endoteliali adiacenti. L’annullamento dell’attivita di VEGF grazie all’utilizzo di
anticorpi monoclonali anti VEGF sopprime completamente I’angiogenesi del CaP e
blocca la crescita tumorale nella fase di crescita pre-vascolarizzata (Borgstrom et al.,
1998). L’espressione di VEGF e mediata da fattori esterni quali ipossia, fattori di
crescita e citochine. La regolazione di VEGF puo avvenire a livello trascrizionale
(Mazure et al., 1996), post-trascrizionale (Levy et al., 1996) e traduzionale (Akiri et
al., 1998). Le citochine, i fattori di crescita e le gonadotropine che non stimolano
I’angiogenesi direttamente possono modulare I’angiogenesi grazie all’alterazione
dell’espressione di VEGF in specifici tipi cellulari oltre ad esercitare effetti anti-
angiogenetici diretti ed indiretti (Fidler, 2001). | fattori che possono potenziare la
produzione di VEGF includono I’FGF-2 (Seghezzi et al., 1998), I’FGF-4 (Deroanne et
al., 1997), il platelet derived growth factor (PDGF) (Finkenzeller et al., 1992), il
tumor necrosis factor (TNF) (Giraudo et al., 1998), il TGF-3 (Pertovaara et al., 1994),
I’IGF-1 (Warren et al., 1996), I’interleukin 1p (IL-1B) (Li et al., 1995) e IL-6 (Cohen
etal., 1996).

Il VEGF puo anche stimolare direttamente le cellule di tumore prostatico tramite
meccanismi autocrini e/o paracrini dipendenti dal VEGFR-2 (Jackson et al., 2002), e
la stimolazione autocrina del VEGF pud coincidere con la progressione verso un
fenotipo maligno (Soker et al., 2001). Inoltre, la privazione androgenica delle cellule

di cancro prostatico androgeno-dipendente LNCaP in vitro ha portato ad un
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decremento di incidenza del VEGF sia a livello di mRNA, che proteico, almeno in
parte dovuto ad una destabilizzazione della trascrizione dell’mRNA.

La trascrizione del VEGF puo anche essere regolata dalle interazioni cellula-
cellula o cellula-ECM. La via di regolazione che media tali effetti coinvolge fattori
quali le focal adhesion kinase (FAK), Src, fosfatidilinositolo 3 kinase (PI3K), Raf e le
MAPK chinasi attraverso una via Ras-indipendente (Sheta et al., 2000).

Le cellule di CaP umano in fase metastatica mostrano un’aumentata produzione
di VEGF e di vascolarizzazione tumorale rispetto alle cellule di CaP con basso
potenziale metastatico (Balbay et al., 1999).

In un recente studio é stata valutata I'espressione di VEGF nelle cellule LNCaP,
che non esibiscono un fenotipo metastatico, e di due sue linee cellulari derivate:
LNCaP-Pro5 (leggermente metastatiche) e LNCaP-LN3 (estremamente metastatiche)
dopo impianto ortotopico in topi nudi atimici. In vitro, la produzione di VEGF da
parte delle LNCaP-LN3 era significativamente piu alta di quella delle cellule LNCaP e
LNCaP-Pro5. In vivo, i tumori LNCaP-LN3 esibivano livelli piu alti di VEGF sia
come mMRNA che come proteine cosi come erano maggiori i livelli proteici del
recettore VEGFR-2 e la densita di microvascolarizzazione rispetto ai tumori LNCaP o
LNCaP-Pro5.

Gli androgeni sono coinvolti nella regolazione del flusso sanguigno in vivo nella
prostata normale e tumorale dei ratti. La castrazione inibisce I’espressione di VEGF e
induce apoptosi nelle cellule endoteliali anticipando I’apoptosi delle cellule tumorali
in vivo (Jain et al., 1998). Altri studi hanno dimostrato che la castrazione inibisce la
produzione tumorale di VEGF, ma non ha effetti su altri fattori angiogenetici (Joseph
& lIsaacs, 1997).

Le cicloossigenasi sono coinvolte nell’ipossia angiogenetica indotta attraverso le
interazioni con il VEGF. Alcune evidenze suggeriscono che I’inibizione di questo
fattore potrebbe anche indurre apoptosi nelle cellule di CaP, sebbene le relazioni con
I’angiogenesi non siano ben definite (Hsu et al., 2000). Nel cancro, I’espressione
stromale di COX-2 & inalterata, ma [I’espressione delle cellule tumorali é
significativamente piu alta. Inoltre I’espressione dei COX-2 ¢ significativamente piu

alta nei tumori scarsamente differenziati. L’espressione di COX-2 nel cancro sembra
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essere maggiore rispetto a quella nell’iperplasia prostatica benigna (Madaan et al.,
2000).

L’angiogenesi & un passaggio critico per la proliferazione locale e metastatica
del CaP. La terapia antiangiogenetica €, quindi, di particolare interesse per i numerosi
target terapeutici, tenendo anche conto di come la regolazione dell’angiogenesi

tumorale sia estremamente multifattoriale.

La degradazione della Matrice Extracellulare

L’invasione e la metastasi tumorale sono processi che richiedono sia la
formazione che la distruzione delle interazioni cellula-cellula e cellula-ECM, ma
anche la degradazione delle componenti di ECM, poiché costituiscono una barriera
fisica ai processi di migrazione e invasione.

Le interazioni cellula-cellula e cellula-ECM sono mediate da recettori di
adesione cellulare, che interagiscono con specifiche proteine di ECM o con proteine
presenti sulla superficie di altre cellule. Queste interazioni possono essere stabili (per
esempio, tra cellule epiteliali), oppure transitorie e altamente regolate (come quelle tra
i leucociti e I’endotelio vascolare).

Per poter degradare la matrice extracellulare, le cellule esprimono una varieta di
proteasi, con diverse attivita e specificita di substrato. L’attivita di queste proteasi e
localizzata e regolata mediante la loro interazione con le componenti di ECM e con
una varieta di inibitori specifici e recettori della superficie cellulare.

Lo stroma interstiziale ¢ formato da varie proteine: collagene, proteoglicani,
gelatine, laminina e fibronectina e puo essere degradato da quattro classi di enzimi
proteolitici: cisteino-proteasi, aspartico-proteasi, serino-proteasi e metalloproteasi
(Birkedal-Hansen et al., 1993).

Le cisteino-proteasi e le aspartico-proteasi sono delle proteasi endo/lisosomiali
appartenenti alla famiglia delle catepsine; fino ad ora, sono state identificate due
aspartico-proteasi e sette cisteino-proteasi; alcune sono espresse in modo ubiquitario,
altre hanno un pattern di espressione tipico di alcuni tessuti. E dimostrato che le
catepsine sono coinvolte in numerosi processi, compresi lo sviluppo del tumore e la
metastasi (Blasi & Stoppelli, 1998).
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Le Metalloproteasi della matrice

Le metalloproteasi della matrice (MMPs) sono enzimi appartenenti ad una
famiglia di endopeptidasi neutre, zinco-dipendenti. Da un punto di vista strutturale,
questi enzimi presentano un dominio catalitico, contenente il sito di legame, altamente
conservato, per lo ione Zn*"; un peptide segnale; un pro-peptide, essenziale per il
mantenimento della pro-MMP nella forma latente; una regione cerniera, ricca in
proline, e un dominio che determina la specificita del substrato di ciascuna proteasi.
Fino ad ora, sono state identificate 18 diverse MMPs e, a seconda della struttura e
della specificita di substrato, sono state divise in sottogruppi: collagenasi,
stromelisine, gelatinasi, membrane-type MMPs e altre MMPs (Nagase & Woessner,
1999).

La maggior parte di questi enzimi non é costitutivamente espressa dalle cellule,
ma la sua espressione € indotta da segnali esogeni quali citochine, fattori di crescita,
ormoni steroidei, contatti alterati tra cellula e matrice e tra cellula e cellula (Birkedal-
Hansen et al., 1993; Kahari & Saarialho-Kere, 1997).

L’espressione delle MMPs é regolata a livello trascrizionale, sebbene sia stata
documentata una modulazione dell’emivita dei relativi mRNA da parte di fattori di
crescita e citochine.

L’attivita proteolitica delle MMPs e regolata da un’attivazione enzimatica e
dall’inibizione da parte di inibitori specifici (TIMPs, Inibitori Tissutali delle
Metalloproteasi) e non specifici (a2-macroglobulina) (Johansson et al., 2000).

Diversi studi hanno dimostrato una correlazione positiva tra espressione di
MMPs e potenziale invasivo e metastatico nei tumori maligni, compreso il carcinoma
della prostata (Shapiro, 1998; Kahari & Saarialho-Kere, 1999). Nei tumori maligni, la
maggior parte delle MMPs é prodotta da cellule dello stroma non maligne e non dalle
cellule tumorali (Basset et al., 1997). Queste ultime possono, pero, secernere fattori,
come I’induttore extracellulare delle MMPs (EMMPRIN) che promuove I’espressione
di alcune di esse da parte dei fibroblasti (Guo et al., 1997). Inoltre, diversi fattori di
crescita e citochine secrete da cellule infiammatorie infiltrate nel tumore o da cellule
stromali sono in grado di modularne I’espressione.

E interessante il fatto che alcune MMP (MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-12)

sono in grado di generare angiostatina partendo dal plasminogeno; la loro espressione
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nell’area periumorale, quindi, serve per limitare I’angiogenesi indotta dal tumore
(Dong et al., 1997; Patterson & Sang, 1997; Lijnen et al., 1998a).

Il componente principale della membrana basale é il collagene di tipo 1V; le due
gelatinasi MMP-2 (gelatinasi A) e MMP-9 (gelatinasi B), essendo in grado di
degradare il collagene di tipo IV, svolgono, quindi, un ruolo importante nella
formazione di metastasi.

E stata valutata I’espressione di MMP-2 e dell’inibitore TIMP-2 in tessuti
prostatici benigni e maligni. | risultati suggeriscono che uno sbilanciamento tra
I’espressione di MMP-2 e TIMP-2 a favore delle proteasi potrebbe essere un fattore
critico nella progressione e nella formazione di metastasi nel tumore prostatico;
ulteriori studi sono necessari per esaminare il valore prognostico del rapporto tra i
livelli serici di questi fattori (Still et al., 2000).

MMP-9 non é espressa da tessuti prostatici normali, mentre & presente in
quantita elevata nel tessuto prostatico trasformato (Stearns & Wang, 1993).

Infine, si € rilevato che tumori prostatici invasivi esprimono maggiori quantita di

MMP-7 (detta anche Matrilisina) rispetto al tessuto normale (McDonnel et al., 1991).

Il Sistema Attivatore del Plasminogeno

Il sistema attivatore del plasminogeno é coinvolto in numerosi processi quali
trombolisi, inflammazione, migrazione cellulare, ovulazione, embriogenesi,
angiogenesi, rimodellamento, desmoplasia (ovvero la stimolazione della
proliferazione dei fibroblasti e della sintesi di proteine della matrice extracellulare)
(Dvorak et al., 1995; Hanahan & Folkman, 1996; Tremblay, 1979; Nagy et al., 1989).
Di particolare interesse ai fini di questa trattazione, € il suo ruolo nel meccanismo di
invasione tumorale e di formazione di metastasi.

Gli attivatori del plasminogeno sono costituiti da serino-proteasi prodotte e
rilasciate dalle cellule tumorali che catalizzano la conversione da plasminogeno a
plasmina; quest’ultima, a sua volta, possiede attivita proteasica diretta contro le
proteine della membrana basale e della matrice extracellulare (ECM), eventi cruciali
nei processi di invasione di cellule tumorali nei tessuti circostanti (Mignatti & Rifkin,
1993; Werb, 1997; Dang et al., 1985).
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Esistono due tipi di attivatori del plasminogeno ed entrambi sono in grado di
catalizzare le medesime reazioni: I’uPA (urokinase-type plasminogen activator) e il
tPA (tissue-type plasminogen activator). | due sistemi si differenziano in quanto I’uUPA
sembra essere piu importante nel rimodellamento dei tessuti e nella biologia dei
tumori, mentre il tPA sembra agire prevalentemente attivando la plasmina a livello dei
vasi sanguigni per permettere il processo di fibrinolisi. A differenza di altre proteasi,
UPA ha una specificita di substrato piu ristretta.

Il sistema attivatore del plasminogeno comprende un recettore di membrana,
chiamato uPAR (recettore per I’'uPA), che localizza I’attivazione del plasminogeno
sulla superficie cellulare, e due inibitori principali appartenenti alla famiglia delle
serpine (inibitori di serino-proteasi), il PAI-1 e il PAI-2 (plasminogen activator
inhibitor-1 e -2) (Mignatti & Rifkin, 1993).

L’intero sistema ha un ruolo primario nella crescita, invasivita e capacita
metastatica del tumore intesa come rimodellamento tissutale diretto dalle cellule
cancerose, come evidenziato da diverse prove sperimentali, riscontrate in modelli
animali; infatti, I’inibizione dello stesso uPA e/o della sua interazione con uPAR
previene e riduce le metastasi in tali modelli. Inoltre, la sovraespressione dei diversi
componenti del sistema uPA in cellule non metastatiche, ne aumenta il potenziale
metastatico.

Il diverso livello di espressione dei componenti del sistema uPA risulta quindi
essere correlato sia col potenziale metastatico di linee cellulari in vitro, sia con la
progressione dei tumori e la sopravvivenza dei pazienti in vivo. Un’ulteriore evidenza
di questo e data dal fatto che la crescita e la progressione del tumore sono piu lente nei
topi mutati geneticamente per essere privi dei geni che codificano per i vari
componenti del sistema attivatore del plasminogeno (Sidenius & Blasi, 2003).

Una correlazione importante esiste inoltre fra il sistema dell’uPA e la
progressione della patologia tumorale in tumori ormono-dipendenti come quello
prostatico, della mammella (Mangel et al., 1988), dell’endometrio (Fujimoto et al.,
1996) e ovarico (Amin et al., 1987), ma anche in altri tipi di tumore, ad esempio quelli
gastrointestinali (Duffy & Duggan, 2004).

40



- UPA

Il gene che codifica per I’'UPA é presente in un’unica copia localizzata sul
braccio lungo del cromosoma 10 e contiene 11 sequenze esoniche. Esistono differenze
genomiche specie-specifiche , probabilmente dovute a varianti alleliche, che perd non
sono associate a variazioni nella sequenza aminoacidica.

Il promotore del gene dell’uPA contiene tre sequenze GGGCGG, comprese tra
CAAT-box e TATA-box, che sembrano necessarie per la modulazione esercitata da
ormoni e fattori di crescita sul gene stesso (Riccio et al., 1985).

La serino-proteasi UPA é sintetizzata in forma inattiva come precursore, (pro-
uPA), una glicoproteina a catena singola con un’attivita di circa 250 volte inferiore
rispetto all’uPA a catena doppia, che rappresenta la forma piu attiva della proteasi
(Petersen et al., 1988). L’uPA ha un peso molecolare di 50-54 kDa, e le due catene
polipeptidiche, A e B, sono unite da un ponte disolfuro. La catena A rappresenta la
porzione ammino-terminale e contiene un “growth factor domain” (GFD), di struttura
simile all’EGF, un dominio “kringle” (dominio autonomo, probabilmente importante
per I’attivita proteolitica) e una regione “linker” di connessione tra questi due domini;
la catena B, carbossi-terminale, contiene invece il dominio serino-proteasico.

Pro-uPa e UPA legano un recettore specifico, UPAR, con la stessa affinita (Kd
dell’ordine delle nanomoli) (Cubellis et al., 1986). La conversione del precursore nella
forma piul attiva avviene per taglio proteolitico del singolo legame peptidico tra Lys"®
e lle™®
Andreasen et al., 1997).

La molecola di uPA puo subire altri tagli proteolitici da parte di altre

catalizzato dalla serino-proteasi plasmina e da altre proteasi (Dang et al., 1985;

metalloproteasi della matrice, per esempio a livello della regione linker; da questo
taglio, si originano il frammento ammino-terminale ATF, che comprende il growth
factor domain e il dominio kringle, e uPA a basso peso molecolare (LMW-uPA, ossia
Light Molecular Weight uPA), che include il dominio serino-proteasico e parte della
regione linker (Rabbani et al., 1992) (Figura 1).

Il plasminogeno é il precursore a singola catena della plasmina, ed ha un’attivita
inferiore a questa di circa 10*-10° volte; la conversione avviene per taglio proteolitico
di un singolo legame peptidico tra Arg™ e Val®* esercitato da uPA o tPA. La

plasmina, in seguito a questo taglio, risulta essere costituita da due catene
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polipeptidiche unite da ponti disolfuri, del peso molecolare complessivo di 90 kDa
circa; la catena A costituisce I’estremita amino-terminale e contiene cinque domini
kringle, la catena B € invece la porzione C-terminale e contiene il tipico dominio
serino-proteasico responsabile dell’attivita catalitica dell’enzima (Dang et al., 1985;
Mignatti & Rifkin, 1993; Collen, 1980). La plasmina catalizza I’idrolisi di legami

peptidici in corrispondenza dell’estremita C-terminale di residui di Lys o Arg.

Pro-uPA HMW-uPA ATF + LMW-uPA
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Figura 1: Il precursore a singola catena, pro-uPA, viene tagliato (=) e si crea una molecola formata da
due catene polipeptidiche (A e B) chiamata uPA ad alto peso molecolare (HMW-uPA). Le due catene
A e B di HMW-uPA sono collegate da un ponte disolfuro (S-S). La catena A di HMW-UPA pud essere
ulteriormente tagliata a dare uPA a basso peso molecolare (LMW-uPA) e un frammento amino-
terminale (ATF) che contiene un “Growth Factor Domain” (GFD).

Pro-uPA legato a UPAR viene attivato rapidamente a uPA che puo cosi iniziare
la sua azione catalitica a livello pericellulare, attivando plasminogeno a plasmina, che
€ una proteasi aspecifica responsabile della degradazione di fibrina e di altre proteine
della ECM (Andreasen et al.,, 1997). La plasmina, inoltre, & responsabile
dell’attivazione di TGF-p latente e del rilascio di bFGF dai suoi siti di legame presenti
sulla ECM (Mignatti & Rifkin, 1993). Infine, essa pud contribuire all’attivazione di
metalloproteasi a partire dai precursori, in particolare MMP-3, MMP-9 e MMP-13
(Matrisian, 1992), mentre la regolazione dell’attivita di MMP-2 sembra essere piu

complessa (Carmeliet et al., 1997; Lijnen et al., 1998b).
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- PAI-1 e PAI-2

L’attivita del sistema attivatore del plasminogeno & controllata dalla presenza
degli inibitori PAI-1 e PAI-2. Essi appartengono alla famiglia delle serpine (inibitori
delle serino-proteasi) e agiscono reprimendo I’interazione tra uPA e UPAR ed i suoi
effetti. Al fine di tale meccanismo inibitorio, & essenziale un segmento di circa 20
aminoacidi, definito “reactive center loop” (RCL), il quale si lega al sito attivo della
proteasi formando un complesso stabile che impedisce il legame di uPA al suo
recettore; questa reazione avviene in rapporto stechiometrico 1:1 (Carrel & Stein,
1996; Gils & Declerck, 1998).

PAI-1 ¢ pero in grado di bloccare uPA anche quando questo € gia legato al
recettore. 1l legame di PAI-1, infatti, modifica le caratteristiche del recettore, poiché il
complesso UPA/PAI-1 che si forma rivela anche un sito di legame per il related-
peptide del recettore per LDL (LRP).

Attraverso un’azione combinata su UPAR e LRP, PAI-1 promuove
I’internalizzazione nella cellula del complesso uPA/PAI-1/uPAR, dopo aver causato il
distacco del recettore dalle integrine della ECM; con un meccanismo di tipo
endosomico, UPA e PAI-1 vengono degradati dagli enzimi litici della cellula, mentre
UPAR viene riciclato sulla superficie cellulare. Quindi, PAI-1 controlla non solo
I’attivita proteolitica sulla superficie della cellula, ma anche la disposizione fisica del
recettore sulla membrana plasmatica (Cubellis et al., 1989). Questa, perd, non dipende
unicamente dal riciclo del recettore indotto da PAI-1, ma anche dalla mobilizzazione
di uPAR sulla membrana stessa stimolata dall’interazione col ligando uPA (Myohanen
etal., 1993).

PAI-1, che e I’inibitore principale del sistema ed é regolato da diversi ormoni,
citochine e fattori di crescita, lega con elevata affinita anche la vitronectina (\Vn), in
competizione con UPAR e integrine, perché i siti di legame sulla Vn per questi tre
ligandi sono molto vicini. Per questo motivo, I’inibitore interferisce con I’adesione, il
distacco e la migrazione cellulare (Deng et al., 1996a; Montuori et al., 2002; Czekay
& Loskutoff, 2004). PAI-1 legato alla VVn e ancora in grado di inattivare uPA, ma il
complesso uPA/PAI-1 che si forma perde affinita per la Vn e viene rilasciato
rapidamente (Deng et al., 1996b). Infatti, cellule trattate con PAI-1 mostrano un

rapido riarrangiamento del citoscheletro di actina, una perdita di adesioni focali e
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un’assunzione del fenotipo migratorio (Czekay & Loskutoff, 2004). Questo evento si
riscontra, pero, solo in cellule che esprimono il complesso uPA/UPAR/integrine.

PAI-1 interagisce rapidamente sia con uPA che con tPA (Andreasen et al.,
1997), mentre non & noto se PAI-1 € in grado di interagire col SUPAR.

PAI-2 interagisce con gli stessi ligandi ma, rispetto a PAI-1, la reazione € piu
lenta con entrambe le proteasi (Duffy & Duggan, 2004).

Un ultimo inibitore e correlato a questo sistema; si tratta dell’a.2-antiplasmina,
inibitore primario della plasmina che ne riduce I’emivita nel sangue e nei tessuti e,
quindi, anche I’effetto proteasico.

I componenti del sistema uPA sono target potenziali di una terapia anti-invasiva
e anti-metastatica. L’obiettivo consiste nel cercare di bloccare selettivamente e
specificamente I’attivita enzimatica di uPA senza coinvolgere tPA, cioe evitando di
influenzare il processo fibrinolitico (Ke et al., 1997).

Altri potenziali target consistono nell’inibizione delle interazioni uPA/UPAR,
Vn/uPAR e integrine/uPAR. E’ stato identificato un antagonista peptidico, all’interno
di una libreria fagica, dell’interazione uPA/UPAR, che, legandosi al recettore tra i
domini D1 e D3, compete con uPA per il legame al recettore stesso (Goodson et al.,
1994). L’interazione tra VVn e UPAR, espressi ad alti livelli in glioblastomi e in
carcinomi epatocellulari, induce riarrangiamenti nel citoscheletro e un aumento della
mobilita cellulare (Kjgller & Hall, 2001) e, quindi, potrebbe contribuire al fenotipo
fortemente maligno di questi tumori. Infine, dai risultati di uno studio condotto in vivo
su cellule tumorali MDA-MB231, transfettate stabilmente con un peptide (peptide 25)
capace di bloccare I’interazione integrine/uPAR, si €& osservata una significativa
riduzione della progressione tumorale a livello osseo nell’animale (Wei et al., 1996).

Altra strategia terapeutica consiste nell’inibizione della biosintesi dei
componenti del sistema uPA mediante I’utilizzo di oligonucleotidi antisenso (Schmitt
etal., 1997).

- Il recettore per I’'uPA (UPAR)

Il gene del recettore per I'UPA, € stato localizzato sul braccio lungo del
cromosoma 19 (Vagnarelli et al., 1992), e codifica per una sequenza aminoacidica che
puo essere suddivisa in tre domini: D1 (N-terminale), D2 e D3 (C-terminale). A
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livello del dominio D3, il recettore presenta un residuo di glicosil fosfatidil inositolo
che lo lega alla membrana cellulare (ancora-GPI). Il sito primario di interazione con il
ligando uPA é costituito dal dominio D1, mentre D2 e D3 sono siti di legame
accessori; I’intera struttura del recettore € comunque essenziale per un efficiente
legame all’uPA (Montuori et al., 2005). L’affinita di legame é assicurata dal dominio
EGF-like di uPA e il legame stesso e stabilizzato dal dominio kringle del ligando. Nel
dominio D3 risiede invece I’attivita proteolitica del recettore.

Nella Figura 2 é illustrato, il sistema attivatore del plasminogeno nei suoi vari

componenti.
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Figura 2: Rappresentazione schematica del sistema attivatore del plasminogeno. Sulla superficie della
membrana cellulare, a livello dell’estremita rivolta nella direzione di migrazione, uPAR lega
I’urochinasi inattiva (pro-uPA), convertendola nella forma attiva (UPA). L’uPA proteoliticamente attiva
converte il plasminogeno (inattivo) in plasmina (attiva), che pud degradare la matrice extracellulare o
attivare alcuni fattori di crescita latenti come il TGF-B1 (Transforming Growth Factor $1). La plasmina
pud anche degradare I’ECM indirettamente, attraverso [I’attivazione delle pro-MMPs (pro-
metalloproteasi della matrice) (Blasi & Carmeliet, 2002).

Oltre ad uPA, UPAR interagisce con un altro ligando, la vitronectina (\Vn),
proteina prodotta dal fegato e presente in alte concentrazioni nel plasma e in molte
forme di ECM (Preissner, 1989).
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UPAR interviene inoltre in funzioni indipendenti dall’attivita proteasica. E’ stato
infatti dimostrato che UuPAR lega integrine mediante interazioni laterali sulla
membrana cellulare, in particolare integrina 2, ma anche p1 e 3 (Wei et al., 1996);
in tal modo, uPAR é direttamente implicato nei meccanismi di adesione cellulare e di
comunicazione cellula-cellula e cellula-ECM.

Il legame con uPAR determina un accumulo di pro-uPA e di uPA sulla
superficie della cellula. Infatti i complessi pro-uPA/UPAR e uPA/UPAR risultano
spesso concentrati in siti specifici a livello dei punti di contatto cellula-substrato che,
in diversi tipi cellulari, principalmente di origine fibroblastica, corrispondono ai
contatti focali, dove le integrine clusterizzano e interagiscono con i filamenti di actina
del citoscheletro cellulare (Andreasen et al., 1997). A quest’accumulo di uPA in siti
specifici sulla superficie cellulare, sembrano contribuire le interazioni integrine/uPAR
e Vn/uPAR.

Ad esempio, in cellule di fibrosarcoma umano HT-1080, I’uPA legato a UPAR &
localizzato in corrispondenza dei contatti focali in colture il cui substrato & VVn, ma
non in quelle in cui il substrato e fibronectina (Ciambrone & Mckeown-Longo, 1990);
nelle stesse cellule, uPAR co-localizza con le subunita integriniche 1, mentre e
variabile la sua co-localizzazione con le integrine B3, a3, a5, a6 e aV, in funzione
della crescita cellulare su substrati di Vn, fibronectina o laminina (Xue et al., 1997).

Il recettore per I’'UPA puo subire due diverse modificazioni covalenti, indotte da
altrettanti tagli proteolitici, che alterano profondamente la funzionalita del recettore
stesso.

La prima modificazione consiste in un taglio a livello della regione linker che
unisce i domini D1 e D2. Diverse proteasi, rilasciate in loco, attraverso meccanismi
paracrini e autocrini, possono operare questo taglio, come elastasi, MMPs, plasmina e
UPA stessi (Resnati et al., 1996; Beaufort et al., 2004); da cio, risulta il rilascio del
frammento D1 dal resto del recettore. uPA puo rimuovere il dominio D1 da uPAR sia
in vivo che in vitro (Montuori et al., 2002). Questa modificazione porta ad un drastico
cambiamento delle proprieta biochimiche del recettore, rendendo impossibile il
legame del ligando uPA al suo recettore (Hgyer-Hansen et al., 1992 e 1997); tale
evento fa supporre che plasmina e uPA possano operare una sorta di controllo di tipo

inibitorio dell’attivita di uPAR (Montuori et al., 2005). In ogni caso, il taglio
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proteolitico indotto da uPA e da altre proteasi, ha efficienza limitata e puo risultare
insufficiente per ridurre I’attivita di uUPAR.

Il frammento D2-D3 che resta legato alla membrana cellulare, & stato
individuato in vivo (Wahlberg et al., 1998) ed é attivo nell’indurre chemiotassi e,
quindi, migrazione cellulare se, dopo il taglio proteolitico, conserva la sequenza
aminoamicida 88-92, chiamata SRSRY (Montuori et al., 2005).

La tossina della pertosse inibisce la chemiotassi indotta da uPA o dal frammento
D2-D3, il che significa che in questo meccanismo é implicato un recettore accoppiato
a G-protein (GPCR). E’ stato identificato il recettore FPRL1 (omologo del Formyl
Peptide Receptor, noto anche come recettore della lipossina A4, LXA4), che traduce
I’attivita chemiotattica del complesso uUPA-UPAR attivato. Per I’interazione con questo
recettore & essenziale la sequenza SRSRY. uPA sembra indurre un cambiamento
conformazionale in uPAR che scopre la sequenza SRSRY, permettendogli di
interagire con FPRL1 (Montuori et al., 2005). Per questo motivo, anche I’'uPAR che
subisce reazione di taglio, con distacco del dominio D1, ma che mantiene la sequenza
88-92, conserva I’attivita chemiotattica ma non €& piu in grado di interagire con
integrine (Montuori et al., 2005).

La seconda modificazione proteolitica che uPAR puo subire viene chiamata
“shedding” e consiste nel taglio proteolitico del recettore in prossimita dell’ancora-
GPI, oppure direttamente nel taglio idrolitico della stessa ancora ad opera di una
fosfolipasi D (PLD) (Pedersen et al., 1993; Sier et al., 1998) (Figura 3).
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Figura 3: L’'uPAR é formato da 3 domini (D1, D2, D3) ed € ancorato alla membrana cellulare per
mezzo di un residuo di glicosil fosfatidil inositolo (ancora-GPI). uPAR solubile (SUPAR) é rilasciato
dalla membrana plasmatica mediante il taglio dell’ancora-GPI (Blasi & Carmeliet, 2002).
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L’effetto di questo taglio consiste nel rilascio dell’intero recettore dalla
superficie cellulare, senza cambiamenti nelle proprieta di legame dei suoi due ligandi
principali (UPA e vitronectina). Questo recettore solubile viene appunto chiamato
soluble UPAR (suPAR), ed e stato individuato nel mezzo condizionato di diverse
colture cellulari tumorali (Lau & Kim, 1994) e nei fluidi biologici di pazienti malati di
cancro (Sier et al., 1998; Mustjoki et al., 2000; Garcia-Monco et al., 2002). suPAR
pud anche essere generato da splicing alternativo dell’mRNA di uPAR (Jo et al.,
2003b).

La rimozione del dominio D1 causa, quindi, la perdita della possibilita di
interazione laterale di uPAR con integrine, con conseguente riduzione dei suoi effetti
adesivi (Hgyer-Hansen et al., 1992; Montuori et al., 2002; Sidenius & Blasi, 2000).

Infine, il frammento tagliato D2-D3 ancorato alla membrana cellulare, poiché
conserva il residuo GPI, puo ancora subire I’azione della fosfolipasi D ed essere
tagliato (Jo et al., 2003a,b).

Tutti questi prodotti possono rappresentare intermedi del metabolismo di uPAR
oppure molecole attive con funzioni distinte, regolate in modo indipendente e
coinvolte in migrazione e adesione cellulare in modo differente (Montuori et al.,
2005).

I livelli della porzione solubile del recettore (SUPAR), presente comungue nel
plasma di individui sani, aumentano drammaticamente in pazienti affetti da varie
forme di tumore, tra cui cancro alle ovaie, al colon, al polmone, alla mammella, alla
prostata e nella leucemia (Pappot et al., 1997; Riisbro et al., 2002; Brunner et al.,
1999).

Sebbene ancora oggi il ruolo svolto dal suPAR in pazienti affetti da patologia
tumorale sia lungi dall’essere completamente chiarito, recenti evidenze sperimentali
suggeriscono che questa molecola possa intervenire nel controllo dell’attivita del
sistema attivatore del plasminogeno.

Da studi effettuati in topi nudi xeno-trapiantati, sembra che suPAR riduca
crescita e metastasi tumorali di cellule di cancro alla mammella e di cancro all’ovaio
(Kriiger et al., 2000; Lutz et al., 2001).
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Figura 4: 1l frammento D2-D3 solubile & generato da due tagli proteolitici consecutivi dell’'uPAR: il
primo a livello dell’ancora-GPI (suPAR), il secondo all’altezza della regione linker tra D1 e D2. E’
posta in evidenza la sequenza aminoacidica 88-92 SRSRY, essenziale per I’interazione con FPRL1
(Blasi & Carmeliet, 2002).

I meccanismi attraverso i quali il suPAR agirebbe da “antagonista” nella
progressione metastatica non sono stati ancora ben identificati. Inoltre la letteratura e
discorde riguardo il suo ruolo ed i suoi effetti.

Secondo le ipotesi piu accreditate, il SUPAR potrebbe agire da “scavenger” per
uUPA (Resnati et al., 1996, 2002), prevenendo la sua interazione con uPAR ancorato
alla membrana e rimuovendo, cosi, la causa della degradazione proteolitica
pericellulare, come si & potuto osservare in vivo mediante I’utilizzo di suPAR
ricombinante (Kriiger et al., 2000; Wilhelm et al., 1994). 1l suPAR blocca, percio, la
via di segnale di uPAR in maniera uPA dipendente, riducendo I’invasione in modo
significativo. Alti livelli di suPAR inibiscono la crescita di un tumore primario
ortotopico e di metastasi in vivo ed in vitro.

Al contrario, il SUPAR sembra funzionare da parziale agonista in cellule che non
esprimono UPAR (Le et al., 2002; De Paulis et al., 2004). Esso acquista funzione
agonista anche in seguito al taglio proteolitico con rimozione del dominio D1, sempre
a condizione che mantenga la sequenza 88-92, poiché la reazione di taglio lascia
sequenze variabili all’estremita N-terminale (Resnati et al., 1996; Andolfo et al., 2002;
Beaufort et al., 2004) (Figura 4).
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Sono state avanzate ipotesi alternative sul ruolo del suPAR: esso potrebbe
limitare in maniera diretta la progressione metastatica, modulando ed inibendo
I’attivazione di ERK, come riportato in studi effettuati su cellule di tumore alla
mammella (Jo et al., 2003a). Elevati livelli di uPA-uPAR agiscono da segnale
autocrino per la fosforilazione di ERK. Infatti, in cellule A1 MEF, ottenute da
embrioni k.o. per il gene di uUPAR, viene meno questo segnale autocrino e i livelli di
ERK fosforilato risultano essere estremamente bassi; invece, in cellule MDA-MB231
derivate da un tumore alla mammella e che, quindi, esprimono elevati livelli di uPA e
UPAR, I’attivazione basale di ERK é molto elevata. Trattando le cellule MDA-MB231
col suPAR, si & riscontrata una riduzione della fosforilazione di ERK; questa
diminuzione, probabilmente causata dallo spostamento competitivo del complesso
UPA/UPAR ancorato alla membrana, sembra essere dose-dipendente (Jo et al., 2003a).

Il sSUPAR compete con uPAR nel legame a uPA, vitronectina (Vn) e integrine
(Resnati et al., 1996, 2002); esso pud comunque attivare le integrine, inducendo la
fosforilazione di ERK in cellule che hanno il sistema uPA-uPAR quiescente, anche se
in misura minore che in cellule uPAR-positive (Wei et al., 1996).

Il suPAR sembra anche promuovere la morte cellulare programmata (apoptosi)
in cellule nelle quali blocca I’attivazione di ERK.

Infine, Piironen et al. (2006) hanno evidenziato come I’analisi delle differenti
forme di UPAR presenti nel siero di pazienti colpiti da CaP, aumentino la capacita di
discriminare tra i diversi stadi di malignita del CaP stesso. Questi autori hanno
osservato infatti che i livelli sierici della porzione D1, cosi come la porzione D2-D3
dell’uPAR, siano piu elevati in pazienti con tumori maligni rispetto ad individui con
forme non maligne. Secondo questi autori le differenti forme dell’'uPAR potrebbero
quindi essere utilizzate come markers diagnostici e prognostici piu potenti rispetto alla
forma intatta del recettore con i domini D1-D2-D3 ed in maniera complementare

rispetto all’analisi dei livelli di PSA.
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SCOPO DELLARICERCA

Il carcinoma della prostata (CaP) e un tumore invasivo la cui crescita e
inizialmente sotto il controllo del testosterone (T) e del suo pit importante metabolita
5-alpha ridotto, il diidrotestosterone (DHT). Il trattamento terapeutico d’elezione é
rappresentato, oltre che da farmaci antiandrogeni, dal trattamento con agonisti ed
antagonisti del GnRH; tali farmaci sono in grado di indurre il loro effetto antitumorale
attraverso il blocco dell’attivita dell’asse ipofisi-testicolo. Tuttavia, tale terapia non é
risolutiva. Infatti, dopo un’iniziale responsivita al trattamento con bloccanti ormonali,
una quota significativa di CaP sfugge all’androgeno-dipendenza, progredisce e d’
luogo a metastasi. | processi d’invasione e metastasi risultano strettamente correlati
con fenomeni di degradazione controllata della matrice extracellulare (ECM) indotti
da attivita proteasiche rilasciate dalle cellule tumorali. In particolare, molte ricerche
suggeriscono un forte coinvolgimento del sistema attivatore del plasminogeno (uPA,
gli inibitori PAI-1/2 ed il recettore per I'UPA, uPAR) nella progressione e
nell’invasione del CaP. Dati presenti in letteratura hanno evidenziato la presenza di
recettori per il GnRH anche a livello del tessuto di carcinoma prostatico umano, in
campioni di ipertrofia prostatica, oltre che in diverse linee di carcinoma prostatico
umano. Nella prima parte di questa tesi sono riportati i risultati relativi al ruolo di
agonisti ed antagonisti del GnRH nei meccanismi di progressione ed invasione del
CaP in fase di androgeno-indipendenza.

Per tali studi sono state utilizzate le linee di carcinoma prostatico umano
androgeno-indipendente DU145 e PC3. Nei surnatanti e negli estratti cellulari delle
cellule DU145 e PC3 si e studiato I’effetto di un analogo agonista (Leuprolide) ed un
antagonista (Cetrorelix) del GnRH sulla proliferazione cellulare, sulla modulazione
dell’attivita dell’uPA e del suo inibitore PAI-1, Si & inoltre studiato I’effetto degli
analoghi del GnRH sulle capacita migratorie ed invasive delle cellule di CaP in
risposta a stimoli aptotattici.

Successivamente, utilizzando tecniche di immunofluorescenza e Western
Blotting, si e studiata I’espressione dell’'uPAR nelle cellule DU145 e PC3 trattate con
agonisti ed antagonisti del GnRH. Inoltre, poiché & noto che il recettore per ’'EGF

(EGFR) gioca un ruolo fondamentale nelle vie di trasduzione uPAR-dipendenti,
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abbiamo valutato anche I’effetto del trattamento con gli analoghi dell’GnRH
sull’espressione e sulla fosforilazione di EGFR e di ERK1/2.

Dati presenti in letteratura suggeriscono che il trattamento con la porzione
solubile del recettore dell’uPA sia in grado di antagonizzare la progressione
metastatica di vari tipi di tumori fra cui mammella ed ovaio. Tuttavia il meccanismo
attraverso cui il SUPAR agisce in vivo e ancora poco chiaro. Pertanto, nella seconda
parte di questa tesi sono riportati i relativi studi effettuati per approfondire il ruolo del
SUPAR nei processi di proliferazione, migrazione ed invasione delle cellule di CaP.

Inoltre sono stati condotti studi per valutare la fosforilazione di ERK1/2 in

cellule di CaP umano androgeno-indipendenti DU145.
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MATERIALI E METODI

Prodotti chimici
Il medium di coltura RPMI 1640, la L-glutammina, la tripsina/EDTA (0.05%-

0,02%), il PBS senza calcio e magnesio sono stati acquistati dalla Biochrom K.G.

(Berlino, Germania). Il siero fetale bovino (FBS), gli antibiotici (Penicillina G sodica

e streptomicina) sono stati ottenuti dalla GIBCO Laboratories (USA).

1) Gli analoghi GnRH-A (Leuprolina acetato) e GnRH-ANT (Cetrorelix) per i
trattamenti cellulari sono stati acquistati, rispettivamente, da Takeda Chemical
Industries, LTD (Osaka, Giappone) e da Asta Medica AG (Francoforte); essi sono
stati disciolti in RPMI privo di FBS.

2) Il suPAR umano ricombinante é stato acquistato presso la R&D Systems
(Minneapolis, USA); esso € stato dissolto in tampone PBS sterile contenente

albumina sierica bovina (0,1%), per preparare una soluzione di stock di 20 ug/ml.

Colture cellulari

Le linee cellulari DU145 e PC3 sono state fornite dall’American Type Colture
Collection (Rockville, MD, USA). Le cellule DU145 sono state ottenute da una
metastasi cerebrale di tumore prostatico umano androgeno-indipendente (Stone et al.,
1978; Hartley-Asp & Gunnarson, 1982), le cellule PC3 da una metastasi ossea di
tumore prostatico umano androgeno-indipendente (Kaighn et al., 1979; Tang et al.,
1998). Le cellule sono state fatte crescere in monostrato e mantenute in incubatore a
37°C, con atmosfera modificata, ed in presenza del 5% di CO..

Le cellule sono state propagate nel medium RPMI 1640 a cui sono stati aggiunti:
100 mg/ml di streptomicina solfato, 100 U.l./ml di penicillina G potassica, L-
glutammina 1 mM e siero fetale bovino al 5%.

Il mezzo di coltura veniva cambiato ogni 2/3 giorni, e le cellule venivano
tripsinizzate, utilizzando una soluzione allo 0.5% (p/v) di tripsina e allo 0.02% (p/v) di

EDTA, con frequenza settimanale.
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Studi di proliferazione cellulare

Trattamenti con gli analoghi del GnRH

Le cellule DU145 e PC3 sono state seminate in piastre da 100 mm alla densita di
10.000 cellule/10ml di RPMI 1640, addizionato col 5% di FBS. Il giorno successivo,
le cellule, suddivise a gruppi, sono state trattate con diverse concentrazioni di GnRH-
A (10™-10%-10°M) o GnRH-ANT (10%%-10%-10°M). I trattamenti sono stati
effettuati a giorni alterni per un periodo di 6 giorni. Al termine dei suddetti
trattamenti, le cellule sono state raccolte e contate con emocitometro. | dati ottenuti
dagli studi di proliferazione cellulare sono stati confrontati con quelli ottenuti da
cellule di controllo non trattate e, poi, analizzati secondo il test di Tuckey dopo analisi
della varianza (ANOVA).

Trattamenti con il SUPAR ricombinante umano

Le cellule DU145 sono state seminate in piastre da 100 mm alla densita di
10.000 cellule/10ml di RPMI 1640, completato col 5% di FBS. Il giorno successivo,
le cellule, suddivise in gruppi, sono state trattate con diverse concentrazioni di SUPAR
(10°-10°M). Al termine dei trattamenti, le cellule sono state raccolte e contate con
emocitometro. | dati ottenuti dallo studio di proliferazione cellulare sono stati
confrontati con quelli ottenuti dalle cellule di controllo, non trattate, e
successivamente analizzati secondo il test di Tuckey, dopo analisi della varianza
(ANOVA).

Incorporazione di [*H] Timidina

Per valutare la capacita proliferativa delle cellule DU145 trattate col SUPAR
rispetto a quelle non trattate, & stato eseguito un test di incorporazione di timidina
marcata radioattivamente. Le cellule DU145, tripsinizzate, centrifugate e risospese,
sono state seminate in multiwell da 24 pozzetti (50.000 cellule/500ul di medium
RPMI 1640 in ciascun pozzetto). Raggiunta la confluenza desiderata, le cellule sono
state trattate con dosi crescenti di SUPAR (10°-10°M). La multiwell & stata
successivamente posta in incubatore a 37°C, in atmosfera umidificata ed in presenza
del 5% di CO,. 100ul di soluzione di timidina marcata con trizio (*H), preparata

diluendo 50ul della soluzione madre di timidina triziata (1.0mCi/ml) in 2450ul di
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RPMI senza siero, sono stati addizionati a ciascun pozzetto. La multiwell € stata,
quindi, incubata a 37°C per le ultime 6 ore di trattamento. Successivamente, sono stati
esequiti, nell’ordine, un lavaggio in tampone fosfato PBS con Ca®* e Mg,
un’incubazione con TCA a 4°C per 30 minuti, un secondo lavaggio con etanolo, fino a
completa evaporazione di quest’ultimo, e un’altra incubazione con NaOH 0,2N a 37°C
per 30 minuti. Le cellule sono state poi staccate meccanicamente dal fondo dei
pozzetti, trasferite, in soluzione, nelle apposite “vials” contenenti il liquido di
scintillazione (Instagel Plus®) e, infine, si & effettuata la misurazione della radioattivita

(cpm), mediante I’utilizzo di un Beta counter (Packard®).

Analisi FACScan (analisi del ciclo cellulare ed apoptosi)

Le cellule DU145 sono state tripsinizzate, raccolte insieme al supernatante
cellulare contenente le cellule apoptotiche e centrifugate. Le cellule (1x10°) sono state
lavate in PBS e fissate con I’aggiunta di 1ml di etanolo al 70%. Dopo 30 minuti di
fissazione le cellule sono state centrifugate (720g X 5 minuti), e risospese in 1ml di
una soluzione di colorazione del DNA (PBS contenente 200mg/ml di RNasi A,
20mg/ml propidio ioduro piu 0.1% Triton X-100) e lasciate per 1 ora a temperatura
ambiente. Tutte le cellule sono state contate con un FACScan flow cytometer (Becton
Dickinson, UK) con un laser all’argon con lunghezza d’onda di eccitazione di 488nm,
quindi analizzate usando il software Cell Quest (Becton Dickinson). Tutte le analisi
del flusso citometrico sono state effettuate con lo stesso strumento di settaggio; sono
state misurate circa 10.000 cellule in ogni campione. Le cellule apoptotiche sono state
quantificate analizzando I’area sottesa alla curva della fase Go/G; il cui picco
corrispondeva alla luce rossa emessa dai nuclei diploidi delle cellule. I risultati sono
espressi come percentuale di cellule DU145 in apoptosi a seguito del trattamento per

24 ore con SUPAR (10®M) rispetto alle cellule di controllo non trattate.

Analisi dell’attivita enzimatica dell’attivatore del plasminogeno

Le analisi sugli attivatori del plasminogeno sono state condotte in multiwells da
96 a fondo piatto (Nunc Denmark), utilizzando S-2251 (H-D-Val-Leu-Lys-p-
nitroanilide diidrocloruro, Sigma) come substrato della plasmina. Il mezzo

condizionato proveniente dalle colture di cellule (10ul) é stato incubato per 4 ore a
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temperatura ambiente, in un tampone contenente Tris-HCI 100mM, pH 8.8, e Triton
X-100 allo 0.5%, a cui sono stati aggiunti 2.8ug di plasminogeno. Il saggio
sull’attivita della plasmina ¢ stato avviato aggiungendo 50ug del substrato S-2251 ad
un volume finale di 100ul. Il cambiamento di assorbanza a 405nm é stato monitorato
con un lettore di piastre multiscan Titertek (BioRad). L’attivitd enzimatica é stata
determinata sottraendo i valori trovati per i medium condizionati incubati senza
plasminogeno da quelli ottenuti incubando con plasminogeno. Un inibitore della
plasmina (D-Val-Phe-Lys-CMK, Sigma) e stato utilizzato per confermare che la
degradazione del substrato dipendesse effettivamente dall’attivazione del
plasminogeno. Ogni campione e stato dosato in triplicato ed i risultati sono stati

espressi come media £ SD di 6 campioni.

Trattamenti con gli analoghi del GnRH

Le cellule DU145 e PC3 sono state piastrate in multiwell da 24 (NUNC) ad una
densita di 150.000 cellule/pozzetto in 500ul di RPMI 1640 addizionato con 5% di
FBS. Dopo 24 ore veniva rimosso il medium dalle colture cellulari ed aggiunto 1ml di
RPMI-1640 questa volta privo di FBS. Dopo 24 ore di trattamento con dosi diverse di
GNnRH-A (10%-10°M) 0 GNnRH-ANT (10®8-10°M), i surnatanti delle cellule sono stati
raccolti, centrifugati (13.000rpm x 10minuti) ed utilizzati per I’analisi dell’attivita di
PA.

Dosaggio immunoenzimatico di uPA

Per quantificare I’ammontare dei livelli di uPA nel mezzo condizionato delle
cellule é stato utilizzando un saggio immunoenzimatico specifico. Il metodo da noi
utilizzato ci ha permesso di dosare sia il pro-uPA che I’'UPA attivo presente nel mezzo
condizionato delle cellule.

Micropiastre da 96 pozzetti sono state rivestite con 2ug/ml di anticorpo
monoclonale contro uPA (MoAb#3689; American Diagnostica), in un tampone
contenente NaHCO3 0.1 M, pH 9.8, per 18 ore, a 4°C. L’anticorpo non legato é stato
rimosso e i siti di legame in eccesso sono stati bloccati aggiungendo 1’1% di BSA
(Albumina di Siero Bovino) al tampone bicarbonato. Le piastre sono state lavate tre
volte con un tampone contenente sodio fosfato 50mM, pH 7.2, NaCl 0.1 M e 0.05%
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Tween 20. Nelle piastre cosi preparate sono stati aggiunti i mezzi condizionati delle
cellule trattate e non per 48 ore; ogni campione e stato dosato in triplicato.

Le piastre sono state incubate per 2 ore a 37°C e, successivamente, lavate.

Il pro-uPA e stato convertito in uPA attivo tramite incubazione con la plasmina.
In seguito all’addizione del plasminogeno, I'UPA totale & stato misurato con il

substrato cromogenico S-2251 come gia illustrato precedentemente.

Trattamenti con gli analoghi del GnRH

L’analisi € stata effettuata sui surnatanti delle cellule DU145 e PC3, trattate e
non con dosi crescenti di GnRH-A (108-10°M) 0 GhnRH-ANT (10-10°M), dopo 8 e
24 ore di trattamento.

Analisi zimografica di uPA

L’analisi zimografica dell’uPA secreto nel mezzo condizionato delle cellule é
stata effettuata mediante I’impiego di gel di poliacrilamide-SDS (7.5%), co-
polimerizzati con caseina priva di lattosio (0.1%) (Sigma, St Louise, MO, USA), in
condizioni non riducenti, in presenza di 15ug/ml di plasminogeno umano per
I’espressione dell’attivita urochinasica. 1 campioni, in triplicato, normalizzati come
concentrazioni di proteine, sono stati diluiti in un tampone di caricamento per SDS-
PAGE in condizioni non riducenti e senza bollitura. Dopo elettroforesi, i gel sono stati
lavati tre volte, per 5 minuti, in una soluzione contenente Tris 50mM, pH 7.5, 2%
Triton X-100 e risciacquati tre volte in Tris 50mM a pH 7.5. | gel sono stati poi
incubati in un tampone contenente Tris 50mM, NaN3; 0.02%, pH 7.5, per 4 ore a 37°C
in ambiente modificato. | gel sono stati colorati con Blue Coomassie R 250 (Bio Rad
Hercules, CA, USA) allo 0.1%, in una miscela di metanolo: acido acetico: acqua
(3:1:6) per 1 ora e decolorati nella stessa miscela priva di colorante (destain). Le
bande di attivita enzimatica sono state evidenziate come bande bianche su uno sfondo
scuro di caseina colorata non degradata e ciascuna di esse e rappresentativa di tre
campioni. La specificita dell’analisi zimografica era assicurata da un gel di
poliacrilamide-SDS co-polimerizzato con caseina ma senza plasminogeno o

utilizzando inibitori della serino proteasi addizionati al tampone di incubazione.
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Trattamenti con gli analoghi del GnRH

L’analisi & stata effettuata sui surnatanti delle cellule DU145 e PC3, trattate e
non con dosi crescenti di GnRH-A (108-10°M) 0 GnRH-ANT (103-10°M), dopo 8 e

24 ore di trattamento.

Analisi Western Blotting

I medium delle cellule € stato concentrato mediante diafiltrazione con provette
Microcon 30000 (Amicon Centricon); le cellule sono state raccolte in tampone RIPA,
addizionato di inibitori delle proteasi. Nel surnatante, ottenuto da centrifugazione, é
stata determinata la concentrazione proteica mediante metodo Bradford. Le proteine
sono stare sottoposte a separazione elettroforetica su gel di poliacrilammide al 7.5-
10% (SDS-PAGE), per 1,5 ore a 110 Volt. Quindi le proteine sono state trasferite su
membrana di nitrocellulosa, mediante utilizzo di un Trans Blot semi-dry (BIO-RAD).
A seguito di lavaggi in TBST 1X (10mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 0,1% Tween 20),
la membrana é stata immersa in una soluzione di blocco (5% p/v latte in TBST 1X) e
quindi incubata con anticorpo primario (PAI-1 1:100, Oncogene; uPAR 1:50, FL-290,
Santa Cruz, CA; P-EGFR 1:50, Tyr 1173, Santa Cruz, CA; EGFR 1:100, 1005, Santa
Cruz, CA; P-ERK, 1:150, E-4, Santa Cruz, CA; ERK1/2, 1:1000, K-23, Santa Cruz,
CA) o/n a 4°C; I’anticorpo primario riconosce entrambe le isoforme, P-ERK/ERK 1/2.
Dopo I’incubazione, la membrana € stata lavata con TBST 1X e incubata per un’ora
con un anticorpo secondario anti-rabbit HRP (Horse Radish Peroxidase, Santa Cruz,
CA). Le bande immunoreattive sono state visualizzate usando un kit per detection che
amplifica la chemioluminescenza (ECL Plus Western Blotting Detection System,
Amersham Bioscience, UK). Tutti i dati ottenuti con I’analisi Western Blotting sono

stati normalizzati per actina.

Trattamenti con gli analoghi del GnRH

L’analisi & stato effettuata su lisati cellulari e su media concentrati di cellule
DU145 e PC3 trattate e non per 6 giorni con dosi crescenti di GnRH-A (108-10°M) o
GNRH-ANT (108-10°Mm).
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Trattamenti con il SUPAR umano ricombinante

L’analisi é stata effettuata sui lisati di cellule DU145, mantenute per 18 ore in
assenza di FBS, trattate con SUPAR 10® M per 2, 5 e 20 minuti per valutare il suo
effetto tempo-dipendente, e con suPAR 107°-10°-10® M per 5 minuti per accertare la

dose-dipendenza.

Immunofluorescenza per uPAR ed Actina

Le cellule DU145 e PC3 sono state tripsinizzate e seminate in multiwell da 24
pozzetti, su vetrini da 10 mm pretrattati con polilisina 1X (10.000 cellule/pozzetto in
500ul di RPMI 1640, addizionato del 5% di FBS). La localizzazione di uPAR é stata
valutata mediante I’utilizzo di un anticorpo policlonale anti-uPAR. Le cellule sono
state fissate con 4% paraformaldeide/2% saccarosio, lavate in tampone PBS,
permeabilizzate con 0,1% Triton X-100 e, infine, incubate con anticorpo primario
anti-uPAR (1:50; FL-290, Santa Cruz, CA), in presenza di blocking serum. Dopo i
lavaggi, le cellule sono state incubate con I’anticorpo secondario anti-rabbit verde
Alexa Fluor® 488 (1:2000; Molecular Probes, Eugene, OR).

Per I’analisi dell’actina, poiché la falloidina lega strettamente le subunita
polimerizzate di actina ma non i suoi monomeri, sono stati condotti studi di
fluorescenza in cui la quantita di falloidina legata riflette la quantita di filamenti
actinici. Le cellule sono state incubate con falloidina rossa TRITC 594 (1:1000,
SIGMA, St.Luis, USA), per 10 minuti ed a temperatura ambiente. Dopo tre lavaggi
con PBS, i vetrini sono stati fissati con Mowiol (Mowiol® 4-88 CALBIOCHEM). Le
immagini sono state ottenute usando un microscopio confocale Bio-Rad MRC-1024
(Carl Zeiss, Thorn Wood, NY, USA).

Immunofluorescenza doppia per uPAR ed EGFR

La colocalizzazione di uPAR con EGFR nelle cellule DU145 é stata studiata per
mezzo di immunofluorescenza doppia, utilizzando anticorpi policlonali. Le cellule
della linea DU145 sono state tripsinizzate e seminate in multiwell da 24 pozzetti su
vetrini da 10mm pretrattati con polilisina (15.000 cellule/500ul di RPMI addizionato
del 5% di FBS). Le cellule sono state fissate in una soluzione contenente
paraformaldeide al 4% e saccarosio al 2% per 5 minuti. Successivamente si & eseguito
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il bloccaggio dei siti non specifici usando 10% di goat serum per 1 ora. Le cellule
sono state poi incubate con I’anticorpo policlonale anti uPAR (1:50, FL-290, Santa
Cruz, CA) 1 ora a temperatura ambiente, lavate in PBS e poi esposte all’anticorpo
secondario anti rabbit FITC coniugato (Alexa-488, 1:2000, Molecular Probes Eugene,
OR) per 1 ora. | vetrini sono stati poi esposti over night al 10% di horse serum.
Successivamente le cellule DU145 sono state incubate con I’anticorpo policlonale
anti-EGFR (1:100, 1005, Santa Cruz, CA) per 1 ora a temperatura ambiente. La
visualizzazione di EGFR é stata ottenuta usando I’anticorpo secondario anti goat
TRITC-coniugato (Alexa-594, 1:2000 Molecular Probes Eugene, OR). In seguito i
vetrini sono stati fissati in Mowiol (Mowiol 488® Calbiocem). Gli anticorpi primari
sono stati omessi nei controlli negativi ed é inoltre stata verificata I’assenza di cross-
reattivita tra I’anticorpo primario e I’anticorpo secondario non corrispondente. Le
immagini dei vetrini sono state ottenute usando un microscopio confocale Biorad
MRC-1024.

Studi di Aptotassi indotti da Laminina

Per valutare I’effetto dei diversi trattamenti sulla capacita migratoria delle
cellule sono stai effettuati studi di aptotassi utilizzando la camera di Boyden.

La camera e costruita in materiale acrilico, e si possono distinguere tre diverse
parti. La parte inferiore presenta 48 pozzetti chiusi sul fondo, che vengono riempiti
con 28ul di fattore chemiotattico. Per i nostri esperimenti si & scelto di usare come
fattore aptotattico la laminina (0,2mg/ml in tampone PBS). La porzione intermedia é
costituita da una membrana porosa in policarbonato, i cui pori hanno un diametro di
8um (Biomap). La membrana & stata coattata nella porzione inferiore con laminina. E
stato poi posizionato un distanziatore in silicone dotato di 48 pozzetti, che permette la
tenuta tra le varie parti della camera. La porzione superiore, di materiale acrilico,
presenta 48 pozzetto aperti sul fondo e a diretto contatto con la membrana che
vengono poi riempiti con 50pl della sospensione cellulare. Dopo aver opportunamente
assemblato la camera si procede lasciandola in incubatore a 37°C con atmosfera
modificata ed in presenza del 5% di CO, per 4 ore (tempo necessario alla migrazione
delle cellule DU145 e PC3). Al termine dell’incubazione la camera € stata smontata e

la membrana, prelevata delicatamente, e stata lavata in tampone fosfato PBS senza
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calcio e magnesio (Dulbecco’s). Le cellule rimaste nella parte sovrastante della
membrana, relative ai pozzetti della porzione superiore della camera, rappresentano le
cellule non migrate e quindi sono state eliminate mediante raschiatura. A questo
punto, le cellule adese alla parte inferiore della membrana che rappresentano le cellule
effettivamente migrate, sono state fissate in metanolo e successivamente colorate
mediante I’ausilio del Kit Diff-QuickR (Biomap Italia). La membrana é stata quindi
lavata in acqua milliQ ed adagiata su un vetrino da istologia; mediante un microscopio
ad immersione sono stati contati i nuclei colorati delle cellule. I dati ottenuti sono stati
poi analizzati secondo il test di Dunnet (Dunnet, 1955) dopo analisi della varianza ad

una via.

Trattamenti con gli analoghi del GnRH

Le cellule DU145 e PC3, pretrattate e non per 6 giorni con GnRH-A (10°M) o
GnRH-ANT (10°M), sono state seminate nei pozzetti della camera di Boyden alla
densita di 757000 cellule/50pul di medium RPMI 1640 senza FBS.

Trattamenti con il SUPAR umano ricombinante

Le cellule DU145, pretrattate e non con SuPAR 10°M per 48 ore, sono state
seminate alla densita di 75.000 cellule/50pl di medium RPMI 1640, senza FBS.

Test di invasivita

Per valutare I’effetto dei diversi trattamenti sulla capacita invasiva delle cellule é
stato effettuato un test di invasivita. Tale analisi € stata condotta usando una multiwell
da 24 pozzetti con 12 camere d’invasione. Ciascuna di esse contiene una membrana
con pori da 8um ed un sottile strato di Matrigel™. Il Matrigel™ & una preparazione
che mima la matrice extracellulare presente in vivo e percio contiene gli stessi
componenti come laminina, collagene di tipo 1V, proteoglicani e fattori di crescita tra
cui TGFP. Lo strato di Matrigel™ ha la funzione di occludere i pori della membrana
bloccando la migrazione delle cellule non invasive attraverso la membrana stessa. Al
contrario, le cellule invasive (maligne e non maligne) sono in grado di attraversare lo
strato di Matrigel™ e la membrana.

Per effettuare questo tipo di analisi, si prepara la camera di invasione togliendo

la multiwell dal refrigeratore e portandola da —-20°C a temperatura ambiente. In

61



seguito si aggiungono 500ul di RPMI privo di FBS ed a 37°C sul fondo di ciascuna
camera di invasione e si mantiene la multiwell per 2 ore in incubatore con atmosfera
umidificata, a 37°C e al 5% di CO, per permettere la loro reidratazione.
Successivamente si rimuove con cura, senza rovinare lo strato di Matrigel™, il
medium e si procede all’analisi aggiungendo al di sotto di ogni camera 500ul di RPMI
addizionato del 5% di FBS, mentre all’interno di ogni camera di invasione sono state
seminate le cellule in sospensione. Le camere d’invasione sono state incubate per 22
ore in atmosfera umidificata, a 37°C e al 5% di CO,. Al termine dell’incubazione le
cellule non invasive sono state rimosse dalla parte superiore della membrana, mentre
quelle migrate sono state fissate in metanolo, colorate con eosina e blu di tiazina, e

contate con microscopio ad immersione.

Trattamenti con gli analoghi del GnRH

Le cellule DU145 e PC3, pretrattate e non per 6 giorni con GnRH-A (10°M) o
GnRH-ANT (10°M), sono state seminate alla densita di 75000 cellule/500ul di
medium RPMI 1640 privo di FBS.

Trattamenti con il SUPAR umano ricombinante

Le cellule DU145, pretrattate e non con suPAR 10°M per 48 ore, sono state
seminate alla densita di 75.000 cellule/500ul di medium RPMI 1640 privo di FBS.
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RISULTATI

Effetto del trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT sulla proliferazione
delle cellule DU145 e PC3

Nelle Figure 5 e 6 viene mostrato I’effetto del trattamento con GnRH-A e
GnRH-ANT sulla proliferazione delle cellule di CaP androgeno-indipendente DU145
(Figura 5) e PC3 (Figura 6).

Le cellule sono state trattate, a giorni alterni, per una durata totale di 6 giorni
con dosi scalari (10%°-10°M) di GnRH-A o GnRH-ANT. Al termine del trattamento,
le cellule sono state raccolte e contate con emocitometro. L’analisi statistica dei dati
ottenuti dimostra come sia il trattamento con GnRH-A che il trattamento con GnRH-
ANT inibiscono, in modo significativo alla dose 10® e 10°M la proliferazione sia
delle cellule DU145 che delle cellule PC3.

Effetto del trattamento con GnRH-A e GhRH-ANT sull’attivita enzimatica
degli Attivatori del Plasminogeno

Nella Figura 7 viene mostrato I’effetto del trattamento con GnRH-A e GnRH-
ANT sull’attivita enzimatica totale degli attivatori del plasminogeno (PA), misurata
nel mezzo condizionato delle cellule DU145 e PC3. Il PA totale & stato misurato
attraverso un saggio cromogenico per la plasmina che utilizza S2251 come substrato.

Dalla Figura 7 appare chiaro che la quantita di PA secreto nel mezzo
condizionato delle cellule PC3 risulta significativamente piu elevata rispetto a quella
riportata nelle cellule DU145. Inoltre, il PA totale secreto nel mezzo di coltura delle
cellule DU145 e PC3 trattate con GnRH-A e GnRH-ANT risulta inferiore rispetto a
quella rilevata nelle cellule di controllo non trattate.

L’effetto inibitorio del GnRH-A sulla secrezione di PA é significativo alla dose
di 10°M nelle cellule DU145, e per le dosi 10® e 10°M nelle cellule PC3; in modo
similare I’antagonista del GnRH inibisce in modo significativo, sia alla dose di 107

che di 10°M, il PA secreto da entrambe le cellule di CaP androgeno-indipendente.
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Effetto del trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT sull’espressione di
uPA nelle cellule DU145 e PC3

Dopo aver valutato I’effetto di GnRH-A e GnRH-ANT sulla liberazione di PA
totale, abbiamo analizzato, grazie ad un dosaggio immunoenzimatico, I’effetto di
agonisti ed antagonisti del GnRH sull’uPA secreto nel mezzo di coltura delle cellule
DU145 e PC3 trattate per 8 e 24 ore con GnRH-A e GnRH-ANT (10'8-10'6M).

Dalle Figure 8 e 9 risulta evidente che la secrezione di uPA da parte delle cellule
PC3 non trattate risulta essere significativamente piu elevata rispetto a quella misurata
nelle cellule DU145 di controllo. Inoltre appare chiaro che il trattamento con GnRH-A
induce una inibizione della secrezione di uPA sia nelle cellule DU145 che PC3. Tale
inibizione & significativa per la dose di 10°M, sia per il trattamento di 8 ore che 24
ore, per entrambe le linee cellulari. Nelle cellule PC3 I’uPA secreto dopo 24 ore di
trattamento sia con la dose di 10®M che di 10°M di GnRH-A risulta essere
significativamente piu basso. Anche I’antagonista GnRH-ANT inibisce, in modo
significativo, I’UPA secreto sia dalle cellule DU145 (alla dose di 10°M) sia quello
prodotto dalle PC3 (alle dosi 10® e 10°M) dopo un trattamento di 8 ore. L’effetto
inibitorio del GnRH-ANT sull’uPA secreto viene mantenuto dopo un trattamento di
24 ore e risulta significativo per le dosi di 10® e 10°M sulle cellule DU145 e per la
dose di 10°M sulle cellule PC3.

Effetto del trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT sull’espressione di
uPA e PAI-1

L analisi zimografica dell’uPA secreto nel mezzo condizionato delle cellule
DU145 e PC3 trattate e non con GnRH-A e GnRH-ANT (108-10°M) ¢ stata effettuata
mediante un gel di poliacrilamide-SDS co-polimerizzato con caseina, in presenza di
plasminogeno. Le bande di attivita enzimatica, situate ad un’altezza del gel
corrispondente ad un peso molecolare di 50-52 kDa, appaiono come bande bianche su
uno sfondo scuro di caseina colorata non degradata. L’analisi zimografica dell’uPA e
stata effettuata dopo 8 e 24 ore di trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT.

Come ¢ visibile nelle Figure 10 e 11, la proteolisi associata all’espressione di
UPA risulta essere ridotta sia dopo 8 che dopo 24 ore di trattamento, sia con I’agonista

che con I’antagonista nelle cellule DU145, mentre nelle cellule PC3 la riduzione
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risulta essere particolarmente evidente soprattutto dopo 24 ore di trattamento, sia con
GnRH-A che GnRH-ANT.

Nelle stesse Figure 10 e 11 sono riportati anche i livelli dell’inibitore PAI-1
dopo il trattamento con I’agonista e I’antagonista. Sia per le cellule DU145 che per le
cellule PC3, ad entrambi i tempi di osservazione (8 e 24 ore), I’espressione di PAI-1
secreto nel mezzo condizionato dalle cellule non trattate risulta essere particolarmente
bassa. Il trattamento di 8 e 24 ore, sia con GnRH-A che con GnRH-ANT, aumenta in

modo rilevante I’inibitore PAI-1 secreto sia dalle cellule DU145 che PC3.

Effetto del trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT sulla capacita
migratoria ed invasiva di cellule DU145 e PC3

Per valutare I’effetto di trattamenti con gli analoghi del GnRH sulla capacita
migratoria delle cellule di CaP umano DU145 e PC3 sono poi stati condotti studi di
aptotassi indotta da laminina in camera di Boyden. Tale metodica permette di valutare
la capacita migratoria delle cellule che attraversano una membrana porosa e migrano
verso un fattore aptotattico posto al di la della membrana stessa.

I dati ottenuti hanno permesso di confrontare la capacita migratoria delle cellule
DU145 e PC3 pretrattate per 6 giorni con GnRH-A (10°M) o GnRH-ANT (10°M),
rispetto alla migrazione delle cellule non trattate. I risultati ottenuti hanno permesso di
stabilire che il trattamento con gli analoghi del GnRH diminuisce, in modo
significativo, I’attivita migratoria delle cellule DU145 e PC3 (Figura 12, pannello A)
rispetto ai controlli non trattati.

Grazie a studi di invasione in Matrigel™ sono stati poi valutati gli effetti degli
analoghi del GnRH sulla capacita invasiva delle cellule di CaP umano DU145 e PC3.
Tali studi si sono avvalsi dell’uso di camere d’invasione ciascuna contenente una
membrana con pori da 8um rivestita, nel lato interno, di un sottile strato di Matrigel™
su cui sono state seminate le cellule DU145 e PC3 pretrattate con gli analoghi del
GnRH. Con questo metodo é possibile valutare la capacita invasiva delle cellule
DU145 e PC3 che, muovendosi attraverso la barriera del Matrigel™ fuoriescono dai
pori della membrana della camera per ancorarsi nella porzione inferiore della camera
dove, dopo fissazione e colorazione, possono venire contate. Dai risultati del test

d’invasione riportati nella Figura 12, pannello B e possibile evidenziare che le cellule
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DU145 e PC3 trattate con GnRH-A (10°M) e con GnRH-ANT (10°M) mostrano
un’evidente e significativa diminuzione della capacita invasiva della matrice di

Matrigel™ rispetto alle cellule di controllo non trattate.

Espressione di uPAR in cellule DU145 e PC3

La Figura 13 mostra la distribuzione di uPAR e di actina nelle cellule di CaP
umano androgeno indipendente DU145. Mediante tecniche di immunofluorescenza e
stato possibile evidenziare come I'UPAR abbia un’elevata espressione
intracitoplasmatica oltre ad essere diffuso su tutta la superficie della cellula (pannello
A). Nel pannello B si puo distinguere la disposizione dell’actina maggiormente
addensata nella porzione al di sotto della membrana plasmatica.

I pannelli C e D mostrano la localizzazione di uPAR rispetto alla distribuzione
delle fibre actiniche. In particolare, nel pannello D ¢ evidenziata la colocalizzazione di
UPAR con i filamenti di actina in alcuni domini citoplasmatici.

In Figura 14 é riportata la distribuzione di uPAR nelle cellule di tumore
prostatico umano androgeno indipendente PC3. Anche in questo caso I’'UPAR risulta
estremamente espresso a livello intracitoplasmatico, oltre ad essere diffuso su tutta la
superficie cellulare. La fluorescenza con falloidina mette in evidenza la disposizione
di actina organizzata ad anello al di sotto della membrana plasmatica, con la presenza
di lamellipodi e filipodi (pannello B). Anche per le cellule PC3, come riportato dal
pannello C, si evidenzia I’ampia distribuzione di uPAR rispetto alla componente
actinica; nel pannello D e riportata la colocalizzazione fra actina ed uPAR, risultante
da un’analisi computerizzata che mostra la sovrapposizione della maschera di

colocalizzazione applicata al merge in alcuni domini cellulari

Effetto del trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT sull’espressione di
UPAR in cellule DU145 e PC3

In seguito al trattamento con gli analoghi del GnRH, le cellule di tumore
prostatico androgeno indipendenti DU145 e PC3 ed i loro surnatanti sono stati raccolti
e sottoposti a studi Western Blotting per evidenziare I’espressione del recettore per
I’UPA. La Figura 15 mostra I’espressione di UPAR negli estratti cellulari e la presenza

della forma solubile dell’uPAR (suPAR) nei surnatanti di queste cellule. Dai risultati
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riportati nella Figura 15 appare evidente che, mentre il trattamento con GnRH-A (10°®-
10°M) e GnRH-ANT (10®%-10°M) non sembra alterare I’espressione di UPAR nei
lisati cellulari, nel surnatante delle cellule DU145 e PC3 é presente una banda di 55-
60kDa riferibile alla porzione solubile di uPAR; tale banda € completamente assente
nei surnatanti delle cellule DU145 e PC3 di controllo non trattate.

Colocalizzazione di uPAR ed EGFR in cellule DU145

Poiché & noto che il controllo delle capacita invasive di cellule di CaP é
direttamente correlato all’espressione ed all’attivita di uPAR ed EGFR sono stati
condotti studi di colocalizzazione di uPAR ed EGFR in uno dei modelli cellulari di
CaP androgeno-indipendente, le cellule DU145. Mediante una tecnica di
immunofluorescenza doppia, analizzata con microscopio confocale, € stato possibile
verificare che le cellule DU145 esprimono una elevata concentrazione di uPAR
(Figura 16). Tale espressione, evidenziata da immunofluorescenza verde, risulta essere
particolarmente presente sia nella zona periferica del cortex cellulare, che a livello
intracitoplasmatico (pannello A).

Il pannello B della Figura 16 riporta la distribuzione di EGFR nelle cellule
DU145 evidenziata come immunofluorescenza rossa. Come gia riportato da altri studi
effettuati su varie linee di CaP androgeno-indipendenti, I’espressione del’EGFR
risulta particolarmente elevata. | pannelli C e D mostrano la colocalizzazione di uPAR
ed EGFR evidenziata dalla sovrapposizione dell’immunofluorescenza verde (UPAR)
con quella rossa (EGFR). In particolare il pannello D evidenzia la colocalizzazione di
UPAR con il recettore per EGF risultante da un’analisi computerizzata che mostra la
sovrapposizione della maschera di colocalizzazione applicata al merge in alcuni

domini cellulari.

Effetto del trattamento cronico con GnRH-A e GnRH-ANT
sull’espressione di P-EGFR/EGFR in cellule DU145

Per valutare se gli analoghi del GnRH sono in grado di influenzare la
fosforilazione del recettore per P’EGF sono stati condotti degli studi di Western
Blotting. Dai risultati ottenuti riportati in Figura 17 appare evidente che il trattamento
di 6 giorni sia con GnRH-A (10®-10°M) che con GnRH-ANT & in grado di diminuire
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in maniera evidente la fosforilazione del recettore per I’EGF, come mostrato dalla
riduzione della banda dell’lEGFR fosforilato a 170 kDa. Non sembra invece che i
trattamenti con gli analoghi del GnRH alterino I’espressione del recettore EGFR in
cellule DU145. La Figura 17 mostra la tipica banda a 170 kDa di EGFR che non
sembra essere significativamente variata nei lisati di cellule di controllo e di cellule
trattate sia con GnRH-A che con GnRH-ANT.

Effetto del trattamento con GNnRH-A e GnRH-ANT sull’espressione di P-
EGFR, EGFR, P-ERK1/2 ed ERK1/2 in cellule DU145

Dopo aver osservato un’inibizione della fosforilazione di EGFR a seguito di
trattamenti a lungo termine (6 giorni) con analoghi del GnRH, si & analizzato I’effetto
di trattamenti a breve termine con analoghi del GnRH sia sul recettore per EGF che
sulla via di trasduzione del segnale delle MAPK osservando I’intermedio P-ERK-
ERK1/2. A tale scopo le cellule sono state trattate per tempi diversi con GnRH-A (10
®M) 0 GnRH-ANT (10°M) ed al termine del trattamento sono state raccolte e sugli
estratti cellulari ottenuti sono state eseguite analisi Western Blotting. La Figura 18
mostra I’effetto dei trattamenti a tempi brevi (10min e 40min) con GnRH-A
sull’espressione di P-EGFR, EGFR, P-ERK1/2 ed ERK1/2. Dai risultati ottenuti
riportati nella Figura 18 appare evidente una riduzione della fosforilazione del
recettore per EGF nelle cellule DU145 trattate rispetto a controlli non trattati; inoltre e
possibile osservare come la fosforilazione di ERK, parzialmente indotta dopo 10 min,
venga ridotta in maniera significativa 40 minuti dopo il trattamento con GnRH-A. Lo
stesso tipo di andamento é stato evidenziato quando le cellule DU145 sono state
trattate con GnRH-ANT. Dalla Figura 19 appare evidente che il trattamento di 10min
con il GnRH-ANT induce una riduzione della fosforilazione di EGFR ed un aumento
evidente dell’espressione della forma fosforilata di ERK. Dopo 40 minuti di
trattamento con I’antagonista la fosforilazione di EGFR risulata ancora ridotta,

tuttavia si riduce in maniera significativa anche la fosforilazione di ERK.
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Effetto del trattamento con GnRH-A e GNnRH-ANT sull’espressione di P-
ERK1/2 ed ERK1/2 in presenza o assenza dell’inibitore PD98059 in cellule
DU145

Abbiamo poi voluto studiare se I’attivazione di P-ERK a seguito del trattamento
con gli analoghi del GnRH fosse specifica. Abbiamo quindi valutato I’effetto del
trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT sulla fosforilazione di ERK1/2 in presenza e
assenza del suo inibitore specifico PD98059. Le cellule DU145 sono state pretrattate
per 1 ora con PD98059 (10°M) e quindi trattate per 10 minuti con GnRH-A (10°M) e
GNRH-ANT (10°M), mentre le cellule di controllo sono state trattate con il solo
veicolo DMSO (0.01%). I livelli di P-ERK1/2 e ERK1/2 sono stati analizzati tramite
analisi Western Blotting. In Figura 20 é possibile osservare che entrambe gli analoghi
del GnRH inducono, dopo 10 minuti I’attivazione della fosforilazione di ERK; tale
effetto risulta completamente abolito dal pretrattamento delle cellule DU145 con il
PD98059, inibitore specifico di ERK1/2.

Effetto del suPAR sulla proliferazione e sull’incorporazione di [*H]
Timidina delle cellule DU145

E’ stato poi studiato I’effetto del trattamento col suPAR ricombinante umano
(10°-10°M) sulla proliferazione delle cellule DU145. Cellule DU145 trattate e non
per 48 ore con il di SUPAR sono state raccolte e contate con emocitometro. Dai
risultati mostrati in Figura 21, pannello A, si evince che il trattamento con suPAR
determina una riduzione signifiactiva della proliferazione delle cellule DU145 rispetto
a cellule controllo non trattate. L’effetto antiproliferativo del suPAR sulle cellule
DU145 diventa significativo alla concentrazione di 10°M. E’ stato poi studiato
I’effetto del trattamento con suPAR sull’incorporazione di timidina radiomarcata con
trizio [°H] in cellule di CaP androgeno-indipendente DU145.

Le cellule, seminate in multiwell da 24 pozzetti, sono state trattate per 48 ore
con dosi scalari di SUPAR ricombinante umano (10°-10®°M); nelle ultime 6 ore di
trattamento, & stata aggiunta la soluzione di timidina alla concentrazione di
1.0mCi/ml.
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I risultati, mostrati in Figura 21, pannello B dimostrano che il trattamento con
SUPAR induce una riduzione dell’incorporazione di [*H] timidina in cellule DU145;
tale effetto diventa significativo alla dose di SUPAR di 10°°M.

Effetto del trattamento con suPAR sul ciclo cellulare di cellule DU145
analisi FACScan

A seguito dell’osservazione che il trattamento con il SUPAR induce nelle cellule
di CaP androgeno-indipendente DU145 un’inibizione della proliferazione e
dell’incorporazione di [*H] timidina, abbiamo voluto indagare se, nelle cellule trattate
con suPAR, si verificavano alterazioni del ciclo cellulare. Sono state condotte analisi
FACScan volte sia a quantificare il numero delle cellule DU145 presenti in ogni
singola fase del ciclo cellulare che a valutare la percentuale di cellule in apoptosi.
Nella Figura 22 e possibile notare che il trattamento con sUPAR induce una riduzione
della popolazione di cellule in fase Go/G; (dal 71.33% delle cellule di controllo non
trattate, al 66.19% delle cellule trattate), accompagnata da un aumento delle cellule in
fase Go/M (dal 13.59% delle cellule di controllo non trattate, al 18.94% delle cellule
trattate), mentre la popolazione di cellule in fase S risulta essenzialmente invariata.
Inoltre I’effetto del trattamento di 24 ore con suPAR (10®M) induce un aumento
dell’apoptosi: dal 2% delle cellule di controllo non trattate, al 18% delle cellule
DU145 trattate con suPAR.

Modulazione dell’espressione di P-ERK/ERK1/2 in cellule DU145 indotta
dal suPAR

Poiché e noto che la via di trasduzione del segnale uPAR-dipendente prevede
I’attivazione di vari sistemi, tra cui quello del sistema di chinasi EGFR-ERK, si €
voluto analizzare, mediante studi di Western Blotting, I’effetto di trattamenti col
SUPAR sulla via di trasduzione del segnale delle MAPK, ponendo [I’attenzione
sull’intermedio ERK 1/2.

In Figura 23, pannello A, vengono mostrati gli effetti del trattamento di cellule
DU145 col suPAR (10®M) per 2, 5 e 20 minuti, sull’espressione e sulla fosforilazione
di ERK1/2.
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Dai risultati ottenuti, appare interessante evidenziare che le cellule DU145 non
trattate esprimono apprezzabili livelli di ERK1/2 fosforilato. Il trattamento con la
molecola sUPAR ricombinante induce, dopo 2 minuti, I’inibizione della fosforilazione
di ERK1/2; tale inibizione risulta piu marcata dopo 5 minuti di trattamento, mentre, a
20 minuti, I’inibizione risulta meno evidente.

Per valutare se I’effetto fosse specifico e dose-dipendente, sono stati poi condotti
studi in cui le cellule DU145 venivano trattate per 5 minuti con tre diverse
concentrazioni di SUPAR (10%%-10°-10°M). | risultati evidenziano un effetto
inibitorio dose-dipendente della fosforilazione di ERK che si manifesta all’aumentare
della concentrazione del suPAR (Figura 23, pannello B). | dati rappresentati in Figura
23 sono stati normalizzati rispetto all’espressione di ERK totale costitutivo presente
nelle cellule DU145.

Effetto del trattamento con suPAR e CsuPAR sull’espressione di P-
ERK/ERK1/2 in cellule DU145

La Figura 24 mostra I’effetto del trattamento con SuPAR e CsuPAR sulla
fosforilazione di ERK1/2 in cellule DU145. 1l CsuPAR é stato preparato incubando il
SUPAR (10M) con la chimotripsina (5ug/mL) per 7 ore a 37°C. Le cellule DU145
sono state trattate e non con suPAR (10®M) e CsuPAR per 5 minuti. | lisati cellulari
sono stati sottoposti ad analisi Western Blotting per determinare I’espressione di P-
ERK1/2 ed ERK1/2 totale. Dai risultati ottenuti é possibile osservare ancora una volta
che il sSUPAR ¢ in grado di inibire la fosforilazione di ERK1/2, mentre, tagliando la
molecola del sUPAR con la chimotripsina, il frammento ottenuto, il CsuPAR, non e

pill in grado di inibire I’attivazione di ERK.

Effetto del trattamento con suPAR sulla capacita migratoria ed invasiva di
cellule DU145

Per valutare I’effetto del SUPAR sulla migrazione delle cellule DU145, sono stati
condotti studi di aptotassi indotta da laminina in camera di Boyden. Tale strumento
consente di valutare la capacita migratoria delle cellule attraverso una membrana

porosa verso un fattore aptotattico (la laminina) posto al di la della membrana stessa.
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Le cellule DU145 sono state trattate per 48 ore col suPAR (10®M); al termine
del trattamento, le cellule sono state raccolte e seminate nella camera di Boyden.
Dopo 4 ore, le cellule migrate sono state fissate, colorate e contate ed i dati ottenuti
sono stati sottoposti ad analisi statistica.

Dai risultati ottenuti, mostrati in Figura 25, pannello A, si & potuto verificare che
il SUPAR induce una significativa riduzione del numero di cellule DU145 migrate
attraverso la membrana della camera di Boyden rispetto a cellule controllo non
trattate.

L’effetto del trattamento con suPAR é stato studiato anche sulla capacita delle
cellule di CaP androgeno-indipendente DU145 d’invadere una matrice extracellulare

sintetica come il Matrigel™

. Questi esperimenti sono stati eseguiti in camere
d’invasione, contenenti ciascuna una membrana con pori da 8um rivestita, sul lato
interno, da un sottile strato di Matrigel™ su cui sono state seminate le cellule DU145
pretrattate per 48 ore con suPAR.

La capacita invasiva viene valutata come numero di cellule che, muovendosi
attraverso la barriera del Matrigel™, fuoriescono dai pori della membrana della
camera per, poi, ancorarsi alla porzione inferiore di essa; qui, le cellule vengono
fissate, colorate ed i dati ottenuti sono sottoposti ad analisi statistica.

L’esito del test di invasione, riportato in Figura 25, pannello B, mostra
I’evidente e significativa inibizione della capacita invasiva delle cellule DU145

trattate con SUPAR (10M) per 48 ore rispetto alle cellule non trattate.
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DISCUSSIONE

Il tumore prostatico umano (CaP) e una patologia molto diffusa, le cui prime fasi
di sviluppo dipendono dalla presenza degli androgeni (Meikle et al., 1987; Geller &
Vik Franson, 1989).

Il trattamento terapeutico del tumore allo stadio iniziale prevede I’eliminazione
degli androgeni circolanti grazie all’impiego sia di anti-androgeni che di farmaci
agonisti del GnRH; il meccanismo di azione di questi ultimi farmaci implica il blocco
dell’attivita dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi, con conseguente riduzione della
produzione di testosterone. Attualmente, la terapia con agonisti del GnRH rappresenta
il trattamento d’elezione per pazienti affetti da cancro prostatico in fase avanzata e, nel
70% dei casi, questi farmaci, da soli o con anti-androgeni, sono scelti come
trattamento primario (Schally & Comaru-Schally, 2000).

Studi eseguiti negli ultimi anni hanno evidenziato che il CaP, come altri tumori
di natura endocrina, come il cancro alla mammella, all’endometrio esprimono recettori
per in GNRH; I’attivazione di tali recettori con analoghi del GnRH induce un’inibizine
significativa della proliferazione delle cellule tumorali. In particolare e stato
dimostrato che gli analoghi del GnRH inducono un’inibizione della proliferazione sia
su cellule di CaP androgeno-dipendenti che androgeno-indipendenti (Dondi et al.,
1994; Jungwirth et al., 1997).

Oltre agli agonisti, sono attualmente disponibili anche antagonisti del GnRH;
tali farmaci sono utilizzati in trials clinici per il trattamento di pazienti affetti da CaP
in quanto gli antagonisti inducono il blocco dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi che
porta all’inibizione della secrezione di testosterone senza indurre I’iniziale azione
stimolatoria (fenomeno del flare-up) tipica degli agonisti del GnRH.

Diversi sono i farmaci antagonisti del GnRH di ultima generazione impiegati
attualmente in trials clinici di fase I e Il per il trattamento di pazienti affetti da CaP
(Schally & Comaru-Schally, 2000) ed i risultati sembrano essere confortanti. Inoltre
anche gli antagonisti del GnRH come il Cetrorelix, sono in grado di esercitare un
effetto anti-proliferativo sulle cellule di CaP sia androgeno-dipendenti che androgeno-
indipendenti (Dondi et al., 1994; Limonta et al., 2001, 2003) oltre che su altre cellule
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tumorali di mammella (Miller et al., 1995; Keri et al., 1991), endometrio (Emons et
al., 1996), ovaio (Emons et al., 2000).

La progressione del CaP umano e caratterizzata dall’acquisizione di un
comportamento altamente invasivo e metastatico, e la conoscenza dei meccanismi che
contribuiscono a questi processi € di grande importanza sia per ragioni diagnostiche
che terapeutiche.

Nel carcinoma prostatico, il potenziale invasivo delle cellule tumorali e correlato
sia con I’attivita proteolitica associata alla cellula tumorale stessa, che porta alla
degradazione della ECM e della membrana basale, che alla capacita migratoria. In
particolare, il sistema attivatore del plasminogeno e il sistema delle metalloproteasi
sono coinvolti in questi processi che favoriscono lo sviluppo del tumore (Festuccia et
al., 1998).

Nella prima parte di questa tesi & stato studiato I’effetto di agonisti ed
antagonisti del GnRH sia sull’espressione e sull’attivita del sistema serino-proteasico
attivatore del plasminogeno che sulla capacita migratoria ed invasiva delle cellule
DU145, ottenute da una metastasi cerebrale di CaP androgeno-indipendente, e PC3,
derivate da una metastasi ossea di CaP androgeno-indipendente.

In una prima serie di esperimenti si & valutato se I’agonista Leuprolina acetato
(GnRH-A) e I’antagonista Cetrorelix (GnRH-ANT), oltre ad inibire la proliferazione
delle cellule di CaP umano androgeno-indipendenti DU145 e PC3, fossero anche in
grado di modulare I’attivita enzimatica e i livelli proteici di uPA e del suo inibitore
PAI-1.

I risultati riportati in questa tesi dimostrano chiaramente che sia I’agonista
GnRH-A che I’antagonista GnRH-ANT sono in grado di ridurre significativamente ed
in maniera dose-dipendente la proliferazione delle cellule DU145 e PC3.

Sembra, pertanto, che a livello delle cellule di CaP DU145 e PC3, I’antagonista
GnRH-ANT, che a livello ipofisario esercita la propria azione antagonista bloccando il
recettore per il GnRH, agisca come I’agonista GnRH-A nell’inibire la proliferazione
delle cellule di CaP; tale effetto € gia riportato in letteratura sia per il CaP (Limonta et
al., 2001, 2003; Emons et al., 1997; Grundker et al., 2002) che per altri modelli
cellulari di cancro umano. In particolare, mentre Jungwirth et al. (1997) hanno

verificato la riduzione dei livelli circolanti di LH e testosterone in seguito a trattamenti
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con il Cetrorelix in cellule DU145 xenotrapiantate in topi nudi, Emons et al. (1997)
hanno riportato che [I’antagonista Cetrorelix esercita una marcata azione anti-
proliferativa su cellule di tumore umano ovarico, endometriale ed alla mammella.
Yano et al. (1994) hanno studiato I’effetto dell’agonista Triptorelina e dell’antagonista
Cetrorelix sulla linea cellulare umana di tumore ovarico OV-1063 xenotrapiantata in
topi nudi. Questi autori hanno dimostrato una significativa inibizione della crescita
tumorale in seguito a trattamento cronico con il Cetrorelix, mentre il trattamento con
la Triptorelina non produce alcun effetto. Poiché entrambi gli analoghi sono in grado
di bloccare I’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi in modo equivalente, gli autori ipotizzano
che la differenza tra gli effetti della Triptorelina e quelli del Cetrorelix possa essere
spiegata in base al fatto che solo I’antagonista del GnRH sarebbe in grado di esercitare
un effetto antitumorale a livello del tessuto tumorale.

Ravenna et al. (2000) riportano invece dati secondo cui sia I’agonista
Triptorelina che I’antagonista Cetrorelix sarebbero in grado di inibire la proliferazione
delle cellule di CaP androgeno-dipendenti LNCaP ma solo I’antagonista del GnRH
sarebbe in grado di inibire la proliferazione delle cellule androgeno-indipendenti PC3;
questi differenti risultati potrebbero essere legati a differenze di colture e/o trattamenti
con gli analoghi del GnRH a cui le cellule di CaP sono state sottoposte rispetto alle
nostre condizioni sperimentali.

Nei nostri esperimenti, sia GnRH-A (Leuprolina acetato) che GnRH-ANT
(Cetrorelix) hanno dimostrato un effetto inibitorio sulla proliferazione delle cellule di
CaP androgeno-indipendenti DU145 e PC3.

Il fatto che il GnRH-ANT Cetrorelix, che € un antagonista dell’ormone a livello
ipofisario, induca, secondo noi ed altri laboratori, un effetto anti-proliferativo sulla
crescita tumorale, pud sembrare piuttosto strano. Ancora oggi, la ragione per cui il
Cetrorelix agisce da antagonista a livello delle gonadotrope e da agonista a livello
delle cellule tumorali non & chiara. E, tuttavia, lecito supporre che possano esistere
delle differenze molecolari fra il GnRH-r ipofisario e quello presente a livello del
tessuto tumorale.

Alcuni autori sostengono anche la possibilita che il Cetrorelix possa agire in
seguito all’attivazione di un diverso GnRH-r, per esempio, un recettore GnRH-r di

tipo Il che, pero, ad oggi, non € ancora stato evidenziato a livello del tessuto tumorale
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prostatico. Tale ipotesi risulta avvalorata da studi secondo cui gli antagonisti per il
GnRH-r di tipo | possono agire come farmaci agonisti per il recettore di tipo Il (Sun et
al., 2001; Grundker et al., 2002). Sono comunque necessari ulteriori approfondimenti
per chiarire I’eventuale presenza di un recettore di tipo Il per il GnRH nel tessuto
tumorale prostatico.

Numerosi studi hanno da tempo dimostrato che il sistema attivatore del
plasminogeno svolge un ruolo cruciale nel meccanismo di invasione e metastasi del
tumore prostatico umano (Crowly et al., 1993; Achbarou et al., 1994; Rabbani et al.,
1995). Le cellule di CaP variano notevolmente in termini di attivita netta del sistema
attivatore del plasminogeno (Heinert et al., 1988). Questa variabilita correla
positivamente con la capacita invasiva in vitro delle cellule di CaP e con il loro
potenziale metastatico in vivo (Lyon et al., 1995; Festuccia et al., 1995). Le due linee
celluleri di CaP androgeno-indipendente DU145 e PC3 esprimono elevati livelli di
UPA, mentre la linea di CaP androgeno-dipendente LNCaP non esprime livelli
rilevabili di uPA (Festuccia et al., 1998).

In questa tesi sono riportati i dati relativi all’effetto del trattamento con GnRH-A
0 ANT sui livelli di uPA rilasciati nel mezzo di coltura di cellule di CaP androgeno-
indipendenti DU145 e PC3. In una prima serie di esperimenti, si e valutato I’effetto di
agonisti ed antagonisti sulla quantita di PA totale secreto nel mezzo di coltura delle
cellule DU145 e PC3. Dai risultati ottenuti, appare chiaro che sia I’agonista che
I’antagonista del GnRH sono in grado di diminuire, in maniera dose-dipendente, i
livelli di PA totale rilasciato nel mezzo di coltura sia dalle cellule DU145 che dalle
cellule PC3. Si é poi indagato quale componente del sistema attivatore del
plasminogeno fosse maggiormente influenzata dal trattamento con agonisti ed
antagonisti del GnRH.

I surnatanti delle cellule DU145 e PC3, trattate e non con Leuprolina acetato e
Cetrorelix (108-10°M), per tempi diversi (8 e 24 ore) sono stati sottoposti a dosaggio
immunoenzimatico specifico per I’'UPA, il componente del sistema attivatore del
plasminogeno prodotto in maggiore quantita dalle cellule di CaP androgeno-
indipendenti. Dai risultati riportati in questa tesi, é evidente come sia I’agonista che

I’antagonista del GnRH riducano in maniera significativa ad entrambe i tempi di
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osservazione, la quantita di uPA rilasciata nel mezzo di coluta delle cellule DU145
che PC3, rispetto a quella rilevata nelle cellule non trattate.

Gli stessi mezzi condizionati provenienti da cellule DU145 e PC3 trattate con gli
analoghi del GnRH sono stati sottoposti ad analisi Zimografica per uPA e ad analisi
Western Blotting per I’inibitore PAI-1. Dai risultati riportati in questa tesi, € possibile
osservare come sia il trattamento con GnRH-A che quello con GnRH-ANT inducono
una diminuzione dei livelli di uPA secreto e, contemporaneamente, un aumento
significativo della liberazione di PAI-1 nel mezzo condizionato di cellule di CaP
DU145 e PC3.

Il coinvolgimento di uPA nella progressione del cancro prostatico e riportato da
diversi autori (Miyake et al., 1999; McCabe et al., 2000). Miyake et al. (1999) hanno
riportato queste osservazioni rilevando che i livelli serici di uPA e del suo recettore
sono superiori nei soggetti con cancro prostatico rispetto ai soggetti sani o colpiti da
BPH (iperplasia prostatica benigna) e che maggiori livelli di uPA e uPAR sono
associati ad una patologia non organo confinata e ad una minore aspettativa di vita.

Piu in generale, & stata dimostrata una maggiore attivita degli attivatori del
plasminogeno, dovuta ad uPA, nelle metastasi di tumore prostatico rispetto al tumore
primario (Kirchheimer et al., 1984) ed é stato evidenziato che i livelli plasmatici di
UPA sono piu elevati nei pazienti con metastasi rispetto a quelli con una patologia
localizzata (Pfluger et al., 1987). | nostri dati concordano con quanto riportato da altri
autori secondo cui la quota di uPA, prodotta dalle cellule DU145, & minore rispetto a
quella secreta dalle cellule PC3, piu aggressive ed invasive (Hoosein et al., 1991).

L’interazione fra GnRH e sistema attivatore del plasminogeno ¢ stata studiata in
modelli cellulari di citotrofoblasti extravillosi e in colture primarie di cellule stromali
isolate da tessuti deciduali umani provenienti dal primo trimestre di gestazione; infatti
I’'uPA e il suo inibitore endogeno PAI-1 sembrano rivestire un ruolo chiave negli
eventi di rimodellamento che avvengono nell’endometrio in preparazione della
gravidanza (Feinberg et al., 1989; Floridon et al., 1999; Schatz et al., 1999). Chou et
al. (2002) sostengono che sia il GnRH I che il GnRH 11 sono in grado di aumentare sia
I’'mRNA che i livelli proteici di uPA in cellule di tessuti stromali deciduali; tuttavia,
gli stessi ormoni sembrano comportarsi diversamente, in quanto il GnRH | aumenta

mentre il GnRH 1 diminuisce i livelli di PAI-1 nelle stesse cellule. In questo sistema,
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le due forme del GnRH secrete dalla placenta e dall’endometrio potrebbero agire
come elementi regolatori sulle proteasi responsabili della degradazione della matrice
durante la gravidanza.

Gli stessi autori sostengono anche che esposizioni prolungate al GnRH 1 sono in
grado di inibire in modo significativo i livelli di mRNA e proteici di uPA e di PAI-1
in colture primarie di cellule stromali deciduali. In modo analogo, gli effetti inibitori
del GnRH 1l su mRNA e livelli proteici di PAI-1 nelle stesse cellule si riducono
durante esposizioni prolungate del trattamento. Tale effetto bifasico potrebbe essere
attribuito ad una desensitizzazione del recettore GnRH-r in seguito a trattamenti
prolungati con GnRH.

Chou et al. (2003) riportano anche che il Cetrorelix e in grado di inibire, in
maniera dose-dipendente, gli effetti stimolatori del GnRH | su mRNA e livelli proteici
di uPA in cellule stromali deciduali in coltura. Tuttavia, gli stessi autori riportano che
nelle stesse cellule il Cetrorelix non sembra avere effetto sull’aumento di uPA (MRNA
e proteine) indotto dal GnRH II. L’abilita del Cetrorelix, un antagonista ritenuto
specifico per il GhnRH-r I, di inibire gli effetti indotti dal GhRH I ma non quelli indotti
dal GnRH 11 sull’uPA in cellule stromali deciduali, fornisce ulteriori evidenze che
I’azione biologica di questi due ormoni possa avvenire attraverso due distinti recettori
GnRH-r.

Negli esperimenti riportati in questa tesi, I’effetto inibitorio riportato su PA,
UPA e I’aumento dei livelli di PAI-1 indotti in seguito a trattamento con agonisti ed
antagonisti del GnRH non sembra essere legato al tempo di osservazione, in quanto
sia ad 8 che a 24 ore gli analoghi del GnRH inducono sul sistema attivatore del
plasminogeno risultati che sembrano andare nello stesso senso.

I nostri dati sembrano concordare anche con lo studio condotto anni fa da
Hierowski e Schally (1985) che evidenziarono come I’agonista del GnRH
Triptorelina, in ratti Dunning RT 3327H portatori di tumore prostatico producesse una
riduzione dell’attivita di PA totale rispetto ai ratti non trattati. | dati riportati in questa
tesi concordano con quelli ottenuti anni fa da Hierowski e Schally e avvalorano
I’ipotesi secondo cui i farmaci agonisti ed antagonisti del GnRH sono in grado di
inibire, in modo significativo, I’attivita dell’uPA nelle cellule di CaP androgeno-
indipendenti DU145 e PC3.
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Si é poi indagato se il trattamento con gli analoghi del GnRH fosse in grado di
influenzare la capacita migratoria ed invasiva delle cellule DU145 e PC3. Sono stati
pertanto condotti studi di aptotassi indotta da laminina in camera di Boyden su cellule
DU145 e PC3 pre-trattate con Leuprolina e Cetrorelix. | risultati ottenuti hanno
permesso di stabilire che il trattamento con gli analoghi del GnRH diminuisce, in
modo significativo, I’attivita migratoria delle cellule DU145 e PC3 rispetto ai controlli
non trattati. Inoltre, grazie a studi di invasione é stato possibile verificare che le cellule
DU145 e PC3 trattate con GnRH-A e con GnNRH-ANT mostrano un’evidente e

significativa diminuzione della capacita invasiva della matrice di Matrigel™

rispetto
alle cellule di controllo non trattate.

L’attivazione del sistema attivatore del plasminogeno e nota promuovere diversi
processi coinvolti nella migrazione cellulare in vivo, ed é un fattore fondamentale per i
meccanismi che controllano invasione e capacita di formare metastasi delle cellule
tumorali. L’osservazione che gli analoghi del GnRH riducono la loro capacita di
invadere una matrice ricostituita di ECM e di migrare in risposta ad uno stimolo
aptotattico fornisce un ulteriore supporto all’ipotesi che tali farmaci siano in grado di
antagonizzare il comportamento metastatico delle cellule di CaP. Yates et al. (2005)
hanno dimostrato che, nelle cellule DU145, il Cetrorelix aumenta I’espressione di
molecole di adesione cellulare quali E-cadherin, o e B catenina e p120 attraverso una
down-regolazione del sistema EGFR. Inoltre, € noto che il GnRH modula la capacita
invasiva sia delle cellule trofoblastiche che delle cellule deciduali stromali umane
attraverso il controllo dell’attivita di uPA e PAI-1 (Chou et al., 2002 e 2003).

Sulla base di queste osservazioni, nel nostro laboratorio si e ulteriormente
approfondito lo studio dell’interazione di GnRH-A e GnRH-ANT con il componente
del complesso attivatore del plasminogeno responsabile dell’attivazione del sistema: il
recettore per I’'uUPA (UPAR).

L’uPAR legandosi all’uPA & in grado di convertire il plasminogeno in plasmina
responsabile di eventi degradativi della matrice extracellulare da parte della cellula
tumorale. L’uPAR € una proteina ancorata alla membrana plasmatica grazie ad un
legame glicosil-fosfatidil-inositolo (GPI) ed oltre all’uPA & in grado di interagire con

altre molecole fondamentali come vitronectina (VN) e integrine, condizionando in
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maniera significativa le caratteristiche crescita, adesione ed invasivita della cellula
tumorale.

Attraverso tecniche di immunofluorescenza, abbiamo verificato la distribuzione
dell’uPAR nelle cellule di CaP androgeno-indipendente DU145 e PC3, rilevando
un’elevata espressione sia a livello della membrana che intracitoplasmatica del
recettore che colocalizza con filamenti actinici a livello della membrana plasmatica.

Tenendo conto di queste osservazioni, abbiamo voluto studiare, tramite analisi
Western Blotting, gli effetti di un trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT
sull’espressione del recettore per I’'UPA. I risultati ottenuti nei lisati cellulari di DU145
e PC3 mostrano che i livelli del recettore non sembrano essere modificati dal
trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT. Al contrario, il trattamento sia con I’agonista
che con I’antagonista del GnRH & in grado di aumentare I’espressione di UPAR
solubile rilasciato nel mezzo di coltura di cellule di CaP umano androgeno-
indipendente DU145 e PC3.

Il suPAR & generato dal taglio proteolitico dell’uPAR, catalizzato
specificamente dalla fosfolipasi D (Wilhelm et al., 1994) a livello dell’ancora glicosil
fosfatidil inositolica che lo lega alla membrana plasmatica delle cellule. Sia il
recettore integro che la porzione solubile possono, poi, subire un altro evento
proteolitico in corrispondenza della regione linker che unisce i domini D1 e D2,
liberando in tal modo I’estremita D1 dal resto del recettore (Resnati et al., 1996;
Beaufort et al., 2004).

In questi ultimi anni, sono stati pubblicati diversi lavori relativi allo studio della
presenza del SUPAR a livello del surnatante di vari tipi di tumore (all’ovaio: Riisbro et
al., 2002; al polmone: Stephens et al., 1997; tumori del colon e del retto: Riisbro et al.,
2002, Stephens et al., 1999, Fernebro et al., 2001), oltre alla sua rilevazione nel
sangue di pazienti affetti da carcinoma prostatico (CaP) (Andreasen et al., 1997), ma
ancora poco chiaro ¢ il ruolo di questa molecola nella patologia prostatica.

Molti autori si sono soffermati sul valore prognostico del dosaggio plasmatico
dei componenti del sistema attivatore del plasminogeno in molti tipi di tumore.
Particolarmente evidente é risultata 1’associazione tra gli alti livelli di espressione di
UPA, UPAR e dell’inibitore principale del sistema, PAI-1, e lo sviluppo sfavorevole di

tumori quali il cancro a mammella, ovaio, endometrio e tumori gastro-intestinali
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(Duffy & Duggan, 2004). La up-regolazione dei componenti del sistema uPA che si
manifesta in queste ed altre forme tumorali, sembra essere percio responsabile del
potenziamento degli effetti modulatori a livello di crescita, migrazione e adesione
cellulare e, quindi, della ridotta aspettativa di vita di pazienti che presentano queste
caratteristiche (Duffy & Duggan, 2004).

Un altro aspetto caratterizzante vari tipi di tumore € I’iperespressione di
numerosi recettori per fattori di crescita, la cui attivazione ligando dipendente o
indipendente € spesso responsabile della progressione della patologia tumorale. In
particolare I’EGFR, appartenente alla famiglia di recettori i cui ligandi sono
rappresentati dalla superfamiglia EGF (I’EGF, il TGF-$ e I’'HB-EGF), & molto spesso
up-regolato in tumori come il carcinoma alla prostata (Mamoune et al., 2004).

L’associazione dei ligandi con il dominio extracellulare di EGFR attiva il
recettore, che attraverso la fosforilazione di siti specifici nella porzione intracellulare
attiva vie di traduzione che portano all’attivazione o modulazione dei processi
cellulari come proliferazione, differenziazione, migrazione e sopravvivenza.

Il sistema EGF/EGFR é coinvolto nella progressione tumorale poiché é noto che
mutazioni, iperespressione ed alterazioni nella via di segnale del recettore portano ad
una trasformazione maligna (Grinwald & Manuel, 2003). L’attivazione del recettore
per EGF e in grado di promuovere la progressione tumorale sia attraverso eventi
epigenetici come la de-adesione e la riorganizzazione del citoscheletro, sia alterando il
profilo trascrizionale delle cellule cancerogene (Mamoune et al., 2004).

Dai dati sopra esposti sembra evidente che I’iperespressione e la mancata
regolazione dei sistemi EGFR ed uPAR porti alla promozione della progressione
tumorale ed esistono dati che sembrano suggerire la colocalizzazione e
I’interdipendenza dei due sistemi (Guerriero et al., 2004), anche se i meccanismi
molecolari con cui essa si attua sono ancora da chiarire.

Sulla base di tutte queste osservazioni abbiamo voluto valutare I’espressione dei
sistemi UPAR ed EGFR nelle cellule DU145. A tal fine, nella seguente trattazione
sono riportati studi di immunofluorescenza doppia che dimostrano I’ampia
colocalizzazione di uPAR con EGFR nelle cellule di CaP androgeno-indipendenti
DU145.

81



Diversi dati sostengono che gli analoghi del GnRH sono in grado di bloccare la
fosforilazione del recettore EGFR portando a down-regolazione della trasduzione dei
segnali mitogeni e della proliferazione cellulare (Grindker et al., 2000).

In questa tesi é riportato I’effetto del trattamento cronico con GnRH-A e GnRH-
ANT sull’espressione di P-EGFR/EGFR valutato attraverso analisi Western Blotting. |
risultati ottenuti mostrano che sia I’agonista che I’antagonista GnRH sono in grado di
inibire in modo significativo la fosforilazione del recettore per EGF.

Questi dati confermano quanto gia riportato da altri laboratori secondo cui gli
agonisti del GnRH interferiscono con gli stimoli proliferativi di fattori di crescita
come EGF o IGF, antagonizzando quindi la proliferazione delle cellule tumorali
(Emons et al., 1997; Moretti et al., 1996; Montagnani Marelli et al., 1999). Si ritiene
che alcuni di questi meccanismi siano mediati dall’attivazione di una fosfatasi,
responsabile della defosforilazione dei recettori per EGF, con conseguente
soppressione dell’attivazione di proteine MAP chinasi e, quindi, della proliferazione
cellulare (Emons et al., 1996).

Vari studi hanno dimostrato che le extracellular signal-regulated protein kinase
(ERK), membri della famiglia delle MAPK, giocano un importante ruolo nei segnali
intracellulari mediati dall’attivazione dell’lEGFR e I’inibizione dell’attivita di ERK1/2
produce una significativa diminuzione sia della proliferazione che della migrazione
cellulare (Mahabeleshwar et al., 2004). ERK1/2 gioca un ruolo importante anche nella
regolazione di AP-1, poiché la sua attivazione porta all’induzione di c-fos che puo
associarsi con c-jun per formare un complesso eterodimerico AP-1. Quest’ultimo é
noto controllare anche la regolazione del gene codificante I’'UPA (Mahabeleshwar et
al., 2004). Inoltre & noto che il recettore per I’'UPA attraverso I’interazione con le
integrine ed il recettore per I’EGF € in grado di controllare non solo I’adesione, ma
anche il differenziamento e la migrazione cellulare. Tale interazione é mediata tramite
I’attivazione di focal adhesion kinase (FAK), ERK e MAPK, e downregolazione di
p38 MAPK (Liu et al., 2002). Questi effetti dipendono dall’interazione diretta di
UPAR con le integrine, che in presenza di elevate concentrazioni di uUPAR causa una
costitutiva attivazione di ERK e del recettore per EGF (Aguirre-Ghiso et al., 2001).

E’ pertanto plausibile che uPAR moduli la via di ERK nel controllo di

migrazione e invasione cellulari. Tra le varie proteine responsabili della trasmissione
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del segnale oltre alle integrine, al recettore per la lipoxina A4, a caveolina ed alla
glicoproteina 130, I’interazione con I’EGFR sembra essere un evento fondamentale
per il controllo della migrazione cellulare (Aguirre-Ghiso et al., 1999; Yebra et al.,
1996; Jo et al., 2003a; Mazzieri & Blasi, 2005).

Poiche I’attivazione di ERK sembra essere un nodo cruciale della regolazione
dei due sistemi uPAR/EGFR abbiamo voluto valutare, I’effetto di un trattamento acuto
con analoghi del GnRH sia sul recettore per EGF che sulla via di trasduzione del
segnale delle MAPK osservando I’intermedio P-ERK-ERK1/2. A tale scopo le cellule
sono state trattate a tempi diversi a con GnRH-A a 0 GnRH-ANT ed al termine del
trattamento sono state eseguite analisi Western Blotting. Dai risultati ottenuti appare
evidente una riduzione della fosforilazione del recettore per EGF nelle cellule DU145
trattate rispetto a controlli non trattati; inoltre & possibile osservare come la
fosforilazione di ERK, parzialmente indotta dopo 10 minuti, venga ridotta in maniera
significativa 40 minuti dopo il trattamento con I’analogo agonista del GnRH. Lo
stesso tipo di andamento é stato evidenziato quando le cellule DU145 sono state
trattate con I’analogo antagonista del GnRH.

Dai risultati ottenuti appare chiaro che, nelle cellule DU145, sia I’agonista che
I’antagonista GnRH sono in grado di inibire, dopo una parziale induzione, la
fosforilazione di ERK, un elemento comune nella trasduzione dei segnali
UPAR/EGFR dipendente.

Per chiarire ulteriormente I’effetto sulla fosforilazione di ERK1/2 da parte degli
analoghi del GnRH le cellule di CaP umano androgeno-indipendente DU145 sono
state pretrattate per 1 ora con un inibitore specifico di MEK-1, il PD98059 (10°M), e
quindi successivamente trattate per 10 minuti con GnRH-A (10°M) e GnRH-ANT
(10°M). I livelli di P-ERK1/2 e ERK1/2 sono stati analizzati tramite Western
Blotting. Dai risultati ottenuti € possibile osservare che il pretrattamento con
I’inibitore PD98059 attenua completamente la fosforilazione di ERK1/2 indotta dagli
analoghi del GnRH nelle cellule di CaP androgeno-indipendenti DU145, mentre non
si osservano differenze significative nelle cellule trattate con il DMSO né nelle cellule
trattate con il solo PD98059. Questi risultati, ottenuti sulle cellule di CaP umano
androgeno-indipendenti DU145, sono in accordo con studi condotti su cellule di

carcinoma ovarico umano CaOV-3 nei quali Kim et al. (2005) hanno dimostrato che il
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GnRH 11 e in grado di indurre un effetto antiproliferativo attraverso I’attivazione sia di
ERK1/2 che di p38 MAPK responsabili a loro volta dell’attivazione di fattori di
traduzione Elk-1 ed AP-1. Dai dati qui presentati sembra di poter avanzare I’ipotesi
che gli analoghi del GnRH siano in grado di antagonizzare la proliferazione delle
cellule di CaP androgeno-indipendenti inibendo la fosforilazione di recettori per
fattori di crescita, come il recettore per ’EGF. Risulta inoltre importante sottolineare
che sia il sistema ERK1/2 che la p38 MAPK giocherebbero un ruolo fondamentale
nell’inibizione della crescita di cellule di CaP DU145. Va inoltre puntualizzato il
consistente effetto che gli analoghi del GnRH esercitano sul sistema attivatore del
plasminogeno nelle cellule di CaP androgeno-indipendenti. A tale proposito, risulta
interessante il fatto che gli analoghi del GnRH, oltre ad inibire la liberazione di uPA e
contemporaneamente ad aumentare i livelli di PAI-1 da parte delle cellule DU145,
inducono anche un aumento della porzione solubile del recettore per I’uPA.

Da studi riportati in letteratura, € noto che in pazienti affetti da CaP sono stati
rilevati elevati livelli circolanti di uPAR solubile; questi sembrano derivare dalle
cellule tumorali oppure dalle vicine cellule stromali (Miyake et al., 1999; McCabe et
al., 2000). Negli stessi pazienti, si e ritrovato a livello urinario sia il SUPAR che i suoi
prodotti di taglio proteolitico, i frammenti D1 e D2-D3 (Sidenius et al., 2000), ad alta
concentrazione. Questi frammenti derivano dal taglio di uPAR catalizzato da diverse
proteasi in aree distanti dell’organismo, in particolare in tessuti tumorali (Sidenius &
Blasi, 2003). Tuttavia, secondo Piironen et al. (2006) le varie forme solubili di uPAR
potrebbero rivestire importanza differente come marker di valore prognostico in
pazienti affetti da CaP. Sembra infatti che le forme piu avanzate di CaP esprimano
maggiormente le forme D1 e D2-D3 dell’uPAR rispetto alla forma intatta del recettore
con i tre domini D1-D2-D3. Per questo motivo sembra essere molto pit importante ai
fini diagnostici il dosaggio delle varie porzioni rispetto alla forma completa del
recettore per I’uUPA in rapporto con I’espressione del PSA nel sangue di pazienti affetti
da patologia tumorale (McCabe et al., 2000).

Nonostante il ruolo della porzione solubile dell’uPAR nella progressione del
CaP sia ancor oggi poco chiaro, recentemente sono comparsi lavori secondo i quali in
modelli animali xenotrapiantati di cellule tumorali ovariche ed di mammella

iperesprimenti la porzione solubile del recettore per I’uPA, si & osservata la riduzione
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della crescita e dell’invasivita tumorali (Kriiger et al., 2000; Lutz et al., 2001).
Pertanto, in una nuova serie di esperimenti abbiamo voluto indagare I’effetto del
trattamento con SUPAR ricombinante umano sulla proliferazione di cellule di CaP.

Per questo motivo, attraverso un saggio di incorporazione di timidina marcata
con trizio, un test di conta cellulare ed un’analisi FACScan si & potuto analizzare
I’effetto dell’uUPAR solubile sulla proliferazione delle cellule DU145. Il trattamento
con suPAR induce sia una riduzione dell’incorporazione di timidina che un’inibizione
significativa della crescita delle cellule DU145. La percentuale di inibizione rispetto ai
controlli non trattati si aggira nell’ordine del 20% sempre per la dose di SUPAR10®M.
Questi risultati confermano quanto altri autori hanno verificato in altri tipi di tumore
come i cancro ovarico e mammario (Kriger et al., 2000; Lutz et al., 2001).

In seguito all’osservazione che il trattamento con il sUPAR induce nelle cellule
di CaP androgeno-indipendente DU145 un’inibizione della proliferazione, abbiamo
voluto indagare se tale inibizione fosse associata ad alterazioni del ciclo cellulare. Dai
risultati ottenuti € possibile evidenziare come I’effetto del trattamento di 24 ore con
SUPAR induca un aumento dell’apoptosi dal 2% delle cellule controllo, al 18% delle
cellule DU145 trattate. Inoltre, a seguito del trattamento con SUPAR, si osserva una
riduzione della popolazione di cellule in fase Go/Gi, accompagnata da un aumento
delle cellule in fase G,/M, mentre la popolazione di cellule in fase S risulta
essenzialmente invariata. Questi risultati sembrano evidenziare come I’effetto del
trattamento con il suPAR sia in grado di indurre I’inibizione della capacita
proliferativa delle cellule DU145; tale inibizione probabilmente avviene attraverso un
meccanismo che coinvolge la modulazione dei segnali mitogenici che controllano la
regolazione del ciclo cellulare.

I risultati dei nostri esperimenti circa I’effetto del trattamento con suPAR sulla
proliferazione delle cellule DU145 sembrano essere in linea con la letteratura
(Magdolen et al., 2003; Lutz et al., 2001; Jo et al., 2003a,b).

Lutz et al. (2001) e Magdolen et al. (2003) hanno riportato gli effetti che la
transfezione del plasmide esprimente la forma solubile dell’uPAR (suPAR) in cellule
di carcinoma ovario e mammario produce sulla proliferazione. Gli elevati livelli di
sintesi del suPAR ricombinante inibiscono la proliferazione cellulare e riducono la

capacita di degradare la ECM delle cellule OV-MZ-6#8 e delle cellule di carcinoma
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mammario MDA-MB-231. Le cellule transfettate con il plasmide esprimente SUPAR
sono state poi impiantate in topi nudi ed e stato verificato che la sintesi di elevati
livelli di suPAR provoca una significativa riduzione della crescita tumorale nel
modello di topo xenotrapiantato. Pertanto sia Magdolen et al. (2003) che Lutz et al.
(2001) concludono che elevati livelli di suPAR in cellule tumorali ovariche e di
mammella, potrebbero agire da molecole “scavenger” per I’uPA prodotto dalle cellule
di CaP interferendo quindi con tutte le attivita in cui la serino proteasi UPA €
impiegata, dal controllo della proliferazione alla capacita migratoria ed invasiva.

Questa ipotesi € supportata anche da altri autori secondo cui il SUPAR ¢ in grado
di legare specificamente la serino proteasi UPA come un anticorpo ad alta affinita e
rendendo, in tal modo, meno disponibile I'uPA per il legame al recettore uPAR
(Resnati et al., 1996 e 2002; Kriger et al., 2000; Wilhelm et al., 1994). Inoltre, il
recettore UPAR in forma solubile sarebbe in grado di competere con lo stesso
complesso UPA/UPAR prodotto dalle cellule tumorali nell’interazione con integrine e
vitronectina, riducendo la capacita metastatica delle cellule tumorali (Resnati et al.,
1996 e 2002).

Il ruolo della porzione solubile del recettore per I’uPA sull’attivazione della
MAPK ERK1/2 ¢ stato riportato da Jo et al. (2003a,b). Secondo questo autore il
trattamento con SuPAR induce un effetto inibitorio sulla proliferazione,
sull’attivazione di ERK1/2 e sulla capacita migratoria di cellule di carcinoma
mammario MDA-MB-231 iperesprimenti il sistema uPA/uPAR. L’effetto della
porzione solubile dell’uPAR sarebbe invece di tipo stimolatorio sulla fosforilazione di
ERK1/2, agendo come parziale agonista, in cellule deprivate del recettore endogeno
dell’uPA, come evidenziato in cellule di fibroblasti embrionali murine silenziate
geneticamente per ’'uPAR.

Come gia detto in precedenza, la crescita cellulare & stimolata dall’attivazione
della via di segnale intracellulare indotta dal legame dell’uPA al suo recettore. Il
recettore per I’uPA, attraverso I’attivazione di ERK, FAK e MAPK, modula non solo
la proliferazione e I’adesione, ma anche il differenziamento e la migrazione cellulare
(Liu et al., 2002). Questi ultimi effetti, come gia discusso, dipendono dall’interazione

diretta di uUPAR con le integrine; in presenza di elevate concentrazioni del recettore,
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come accade in molti tipi di tumori, questa interazione causa una costitutiva
attivazione di ERK e del recettore a monte, EGFR (Aguirre-Ghiso et al., 2001).

La fosforilazione di ERK sembra essere, quindi, un nodo cruciale nei
meccanismi di progressione tumorale. Per questo motivo, si € pensato di valutare,
mediante I’analisi Western Blotting, I’eventuale modulazione dell’espressione della
forma attiva fosforilata di queste chinasi in seguito al trattamento delle cellule DU145
con suPAR. Negli studi effettuati in seguito al trattamento delle cellule DU145 con
SUPAR si e verificato che il sUPAR & in grado di diminuire, in maniera dose-
dipendente, i livelli di ERK fosforilato nelle cellule di CaP androgeno-indipendente
DU145.

L’effetto del suPAR sull’inibizione della fosforilazione di ERK sembra essere
specifica in quanto tagliando la molecola dell’uPAR solubile con proteasi aspecifiche,
come la chimotripsina, il frammento ottenuto, aggiunto alle cellule DU145, non ¢ piu
in grado di inibire I"attivazione di ERK.

Da ultimo, la nostra attenzione si e spostata sulla modulazione della capacita
invasiva e migratoria, quindi metastatica, esercitata dal suPAR in cellule di CaP
androgeno-indipendente DU145.

Questi meccanismi dipendono dalla capacita di uUPAR di associarsi lateralmente
con le integrine, presenti sulla stessa membrana plasmatica delle cellule tumorali, da
un lato (Woodhouse et al., 1997), e con componenti fondamentali della ECM, come la
vitronectina, dall’altro (Wei et al., 1994). In piu, & essenziale I’attivita proteolitica
esercitata dal sistema attivatore del plasminogeno sulla struttura proteica della stessa
ECM (Andreasen et al., 1997).

| risultati riportati in questa tesi relativi alla capacita del suPAR di inibire
migrazione ed invasivita delle cellule di CaP concordano con quanto diversi autori
hanno gia osservato in altri modelli tumorali come il cancro ovarico ed alla mammella
(Magdolen et al., 2003; Jo et al., 2003a,b).

In conclusione, i dati riportati in questa tesi suggeriscono I’ipotesi che sia gli
agonisti che gli antagonisti del GnRH sono in grado di inibire la capacita proliferativa
e di progressione metastatica delle cellule di CaP androgeno-indipendenti DU145 e
PC3. Tale effetto €, secondo i dati qui riportati, attribuibile all’azione che gli analoghi

del GnRH producono anche sull’attivita del sistema attivatore del plasminogeno,
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agendo sia sull’espressione e sull’attivita dell’uPA che a livello del recettore per
I’UPA. In aggiunta, gli studi effettuati nel nostro laboratorio hanno evidenziato che
anche il trattamento con la porzione solubile del recettore per I’UPA produce un
effetto antiproliferativo sulla crescita delle cellule di CaP androgeno-indipendente
DU145. Inoltre, la porzione solubile del recettore per I’'uUPA, aggiunto in coltura delle
cellule di CaP, e in grado di antagonizzare la progressione metastatica del cancro
prostatico umano attraverso un’inibizione della migrazione e dell’invasivita delle
stesse cellule. 1 complessi meccanismi molecolari attraverso i quali questa molecola
agisce risultano ancora non perfettamente chiariti, anche in considerazione del
significato discordante che diversi autori associano agli aumentati livelli del SUPAR e
dei suoi metaboliti in molti tipi di tumore e del significato prognostico che il SUPAR
riveste. Nonostante i dati riportati in questa tesi forniscano la base per poter avanzare
ipotesi concrete sul ruolo svolto dal suPAR nei processi proliferativi, migratori ed
invasivi del CaP, saranno, pertanto, necessari ulteriori studi per poter meglio delineare
il significato della porzione solubile del recettore per I’'UPA nel controllo dei

meccanismi molecolari che portano alla progressione tumorale.
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FIGURE

Cellule/piastra x 10°

GnRH-A GnRH-ANT

(Log dose M)

Figura 5: Effetto del trattamento di 6 giorni con diverse concentrazioni di GnRH-A e
GnRH-ANT sulla proliferazione della linea cellulare di carcinoma

prostatico androgeno-indipedente DU145. *p < 0.05 vs C, controlli.
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Figura 6: Effetto del trattamento di 6 giorni con diverse concentrazioni di GnRH-A e
GnRH-ANT sulla proliferazione della linea cellulare di carcinoma

prostatico androgeno-indipendente PC3. *p <0.05 vs C, controlli
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Figura 7: Effetto del trattamento di 24 ore con diverse concentrazioni di GhnRH-A e
GnRH-ANT sui livelli di PA secreto nel mezzo condizionato delle linee
cellulari di carcinoma prostatico androgeno-indipendente DU145 e PC3.
*p < 0.05 vs C, controlli
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Figura 8: Effetto del trattamento di 8 e 24 ore con diverse concentrazioni di GnRH-A
e GnRH-ANT sui livelli di uPA secreto nel mezzo condizionato di cellule

di carcinoma prostatico androgeno-indipendente DU145. *p < 0.05 vs C,

controlli
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Figura 9: Effetto del trattamento di 8 e 24 ore con diverse concentrazioni di GnRH-A
e GNRH-ANT sui livelli di uPA secreto nel mezzo condizionato di cellule
di carcinoma prostatico androgeno-indipendente PC3. *p<0.05 vs C,
controlli.
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Figura 10: Analisi zimografica di uPA e Western Blotting di PAI-1 secreti nel mezzo
condizionato delle cellule di carcinoma prostatico androgeno-indipendente
DU145 trattate con diverse concentrazioni di GnRH-A e GhnRH-ANT per 8

e 24 ore.
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Figura 11: Analisi zimografica di uPA e Western Blotting di PAI-1 secreti nel mezzo
condizionato delle cellule di carcinoma prostatico androgeno-indipendente
PC3 trattata con GnRH-A e GnRH-ANT per 8 e 24 ore.
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Figura 12: Effetto del pre-trattamento di 6 giorni con GnRH-A (10°M) e GhRH-ANT
(10°M) sulla capacita migratoria (pannello A) ed invasiva (pannello B)
delle cellule DU145 () e PC3 ().
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uPAR actina
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Figura 13: Distribuzione di uPAR (verde, pannello A) e di actina (rosso, pannello B)
in cellule di CaP androgeno indipendente DU145. Le immagini sono state
ottenute mediante tecniche di immunofluorescenza doppia. Nel pannello C
e visibile la localizzazione di uPAR rispetto ai filamenti actinici. Mentre
nel pannello D la maschera di colocalizzazione di uPAR-actina é

evidenziata in bianco.
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Figura 14: Distribuzione di uPAR (verde, pannello A) e di actina (rosso, pannello B)
in cellule di CaP androgeno indipendente PC3. Le immagini sono state
ottenute mediante tecniche di immunofluorescenza doppia. Nel pannello C
e visibile la localizzazione di uPAR rispetto ai filamenti actinici. Mentre
nel pannello D la maschera di colocalizzazione di uPAR-actina €

evidenziata in bianco.
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Figura 15: Analisi Western Blotting di uPAR nel surnatante e negli estratti cellulari
delle cellule di CaP DU145 e PC3 trattate e non per 6 giorni con dosi
diverse (10°%-10°M) di GnRH-A e GnRH-ANT.
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Figura 16: Distribuzione di uPAR (verde, pannello A) e di EGFR (rossa, pannello B)
in cellule di CaP androgeno-indipendenti DU145. Le immagini sono state
ottenute mediante tecniche di immunofluorescenza doppia. Nel pannello
C e visibile la colocalizzazione di uPAR ed EGFR evidenziata dalla
sovrapposizione dell’immunofluorescenza verde (UPAR) con quella rossa

(EGFR). Nel pannello D la maschera di colocalizzazione di uPAR-EGFR
e evidenziata in bianco.
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Figura 17: Analisi Western Blotting di P-EGFR/EGFR negli estratti cellulari di
cellule di CaP DU145 trattate e non per 6 giorni con GnRH-A (108-10°

°M) e GNRH-ANT (108-10°M).
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Figura 18: Analisi Western Blotting di P-EGFR, EGFR, P-ERK1/2 ed ERK1/2 negli
estratti cellulari di DU145 trattate per 10 e 40 minuti con GnRH-A 10°M.
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Figura 19: Analisi Western Blotting di P-EGFR, EGFR, P-ERK1/2 ed ERK1/2 negli
estratti cellulari di DU145 trattate per 10 e 40 minuti con GnRH-ANT

(10°Mm).
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Figura 20: Effetto del trattamento con GnRH-A e GnRH-ANT sulla fosforilazione di
ERK1/2 in presenza e assenza dell’inibitore PD98059. Le cellule DU145
sono state pretrattate per 1 ora con PD98059 (10°M) seguito da un
trattamento di 10 minuti con GnRH-A (10°M) e GnRH-ANT (10°M). Un
controllo é stato trattato con il solo veicolo. | livelli di P-ERK1/2 e

ERK1/2 sono stati analizzati tramite Western Blotting.
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Figura 21: Effetto del trattamento di 48 ore con suPAR (10°-10%M) sulla
proliferazione cellulare (pannello A) e sull’incorporazione di timidina
radiomarcata con trizio (pannello B) in cellule di CaP androgeno-
indipendente DU145.
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Figura 22: Effetto del trattamento di 24 ore con suPAR (10°M) sulla proliferazione
di cellule DU145. Analisi del ciclo cellulare tramite FACScan. Le cellule
sono state contate con un FACScan flow cytometer con un laser all’argon
con lunghezza d’onda di eccitazione di 488nm, quindi analizzate usando il

software Cell Quest.
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Figura 23: Effetto tempo-dipendente (pannello A) e dose-dipendente (pannello B) del
trattamento con suPAR sulla fosforilazione di ERK1/2 in cellule DU145.
Le cellule sono state piastrate in condizioni serum-free per 18 ore e,
successivamente, trattate con SuPAR (10°M) per 2, 5 e 20 minuti
(pannello A). In una seconda serie di esperimenti le cellule DU145 sono
state trattate per 5 minuti con dosi crescenti di SUPAR (107°-10°-10°M)
(pannello B). Gli estratti cellulari sono stati sottoposti ad analisi Western
Blotting per determinare I’espressione di P-ERK1/2 ed ERK1/2 totale.
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Figura 24: Effetto del trattamento con suPAR e CsuPAR sulla fosforilazione di
ERK1/2 in cellule DU145. Il CsuPAR é stato preparato incubando il
SUPAR con la chimotripsina (5ug/mL) per 7 ore a 37°C. Le cellule
DU145 sono state trattate con SUPAR (10°M) e CsuPAR per 5 minuti.
Gli estratti cellulari sono stati sottoposti ad analisi Western Blotting per
determinare I’espressione di P-ERK1/2 ed ERK1/2 totale.
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Figura 25: Effetto del trattamento (48 ore) con suPAR (10°®M) sull’aptotassi indotta

da laminina (pannello A) e sull’invasione in Matrigel™

(pannello B),
effettuato su cellule di CaP androgeno-indipendente DU145 in camera di
Boyden e con Matrigel™ Invasion Test. | risultati ottenuti sono stati

sottoposti ad analisi statistica (*p<0.05 vs C, controlli).
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