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1. INTRODUZIONE

1.1. Anatomia e funzioni dell ipofisi

L’ipofisi € un organo di piccole dimensioni localizzato in una piccola cavita ossea chiamata
sella turcica, coperta dal diaframma sellare, un’estensione della dura madre. La ghiandola ipofisaria
regola gli scambi di segnali fisiologici tra I'ipotalamo e gli organi periferici e I’'omeostasi corporea
durante lo sviluppo, la crescita, la riproduzione, il metabolismo e la risposta allo stress [1]. La
ghiandola e collegata funzionalmente e anatomicamente all'ipotalamo dall’eminenza mediana
tramite il peduncolo infundibolare che consente ai fattori secreti dall’ipotalamo di raggiungere
I'ipofisi. Questo organo e composto da due lobi principali distinti: ’adenoipofisi (o ipofisi anteriore)
e la neuroipofisi (o ipofisi posteriore) [2].

La neuroipofisi € composta principalmente dai terminali assonici dei neuroni magnocellulari
appartenenti ai nuclei ipotalamici sopraottico e paraventricolare e da cellule gliali specializzate, i
pituiciti, che possono contribuire alla regolazione della produzione degli ormoni neuroipofisari
ossitocina e vasopressina (ormone antidiuretico, ADH) [3].

L’adenoipofisi e divisa in tre regioni anatomiche: la pars tuberalis (nota anche come pars
infundibularis), un’estensione di alcuni strati di cellule che circondano la regione esterna del
peduncolo ipofisario inferiore; la pars intermedia (nota anche come lobo intermedio), che si trova in
una zona marginale tra l'ipofisi anteriore e posteriore, e che negli uomini e rudimentale e mal
definita; la pars distalis, che e la parte piu grande dell’adenoipofisi ed € anche conosciuta come lobo
anteriore comprendente 1'80% della ghiandola.

L’adenoipofisi e costituita da gruppi di cellule specializzate che agiscono come unita
funzionali, ciascuna delle quali produce e rilascia un particolare tipo di ormone: le cellule

corticotrope rilasciano 'ormone adrenocorticotropo (ACTH, corticotropina), le cellule tireotrope



I’ormone tiroidostimolante (TSH, tireotropina), le cellule somatotrope 1’'ormone della crescita (GH,
somatotropina), le cellule mammotrope la prolattina (PRL, lattotropina), le cellule gonadotrope
I’ormone follicolo stimolante e I'ormone luteinizzante (rispettivamente FSH e LH, gonadotropine).
Una piccola popolazione di cellule, dette somatomammotrope, produce sia GH che PRL.

Dal punto di vista istologico, nell’adenoipofisi si distinguono diversi tipi di cellule: le
cromofobe, con una colorazione tenue all’ematossilina-eosina, e le cromofile, con una colorazione
molto intensa che evidenzia la presenza di granuli secretori a livello citoplasmatico. A loro volta, le
cellule cromofile si dividono in acidofile, con colorazione rossa all’ematossilina-eosina (cellule
somatotrope e mammotrope), e in basofile, con colorazione blu (cellule gonadotrope, corticotrope e
tireotrope).

Queste cellule secernenti sono associate a cellule follicolo stellate, che non producono
ormoni, hanno piccole dimensioni, una forma irregolare ramificata con processi citoplasmatici
allungati e hanno la funzione di fornire una trama di supporto e un microambiente favorevole alle
cellule che producono gli ormoni [2].

La secrezione ormonale dell’ipofisi € regolata principalmente attraverso I'immissione in
circolo di fattori ipotalamici (releasing e inhibiting hormones) che raggiungono l'ipofisi grazie alla
circolazione portale ipofisaria. Tale sistema e costituito da capillari fenestrati, che consentono il
trasporto degli ormoni ipotalamici direttamente alle cellule adenoipofisarie specializzate. In questo
modo, i fattori di rilascio ipotalamici stimolanti ed inibenti, insieme ai segnali di feedback
provenienti dagli organi bersaglio (che includono gli ormoni circolanti in periferia e i
neurotrasmettitori non ormonali), convergono con i fattori autocrini e paracrini, per indurre la
regolazione della trascrizione, della traduzione e della secrezione degli ormoni ipofisari. Ognuno di

questi ormoni induce risposte specifiche nei tessuti periferici. Complessivamente, questi meccanismi



regolatori gestiscono in modo accurato e dinamico i processi omeostatici della ghiandola [4] (Figura

1).
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Figura 1. Rappresentazione semplificata dell’asse ipotalamo-ipofisario e dei differenti tipi cellulari che

secernono ormoni a livello ipofisario [5].



1.2. Somatostatina e recettori della somatostatina

La somatostatina (somatotrophin release-inhibiting factor, SRIF) € un ormone polipeptidico
prodotto in varie sedi dell'organismo, in particolare dall'ipotalamo dove inibisce la secrezione
ipofisaria di GH (ma anche di TSH, ACTH e prolattina), dal pancreas dove inibisce il rilascio di
insulina e glucagone, dal tratto gastro-intestinale dove inibisce la secrezione di acido cloridrico e
gastrina nello stomaco e da cellule del sistema APUD [6].

Esistono due forme biologicamente attive di questo ormone, una di 14 amminoacidi e una di
28, derivate da processi proteolitici a partire dai precursori prepro-somatostatina e pro-
somatostatina.

La SRIF esercita i suoi effetti biologici, attraverso il legame con cinque sottotipi recettoriali
specifici definiti SST1s [7-9]. Tali recettori vengono codificati da differenti geni localizzati sui
cromosomi 4, 17, 22, 20 e 16. Esistono due varianti di splicing per SST: che differiscono nella
lunghezza del terminale carbossilico: una variante lunga di 369 aminoacidi (SST24a) e una corta di 346
aa (SST2s) [7,8]. I tessuti umani esprimono quasi esclusivamente la variante SS5T2a, mentre i roditori
esprimono entrambe le forme [10]. Recentemente sono state identificate due isoforme tronche di
SSTs (SSTsTMD4 e SSTsTMDS5) presenti sia nell'uomo che nel topo [11].

Tutti i SST appartengono alla famiglia dei recettori a sette domini transmembrana accoppiati
a proteine G (GPCRs) [12], che mediano la maggior parte delle risposte a segnali extracellulari. In
generale, tutti i GPCR hanno una struttura simile, che consiste in una singola catena polipeptidica
divisa in tre regioni: una regione extracellulare, che comprende la porzione N-terminale ed i loop
extracellulari e forma la tasca di interazione con il ligando; una regione transmembrana, che
attraversa sette volte il doppio strato lipidico e interagisce con le proteine G; una regione

intracellulare con la porzione C-terminale, importante per la regolazione del segnale [13].



Tutti i GPCR interagiscono con il ligando sul versante extracellulare e questa interazione
provoca un cambiamento conformazionale nella regione transmembrana ed intracellulare che si
traduce nell’attivazione di specifiche vie di trasduzione del segnale intracellulare.

Le molecole implicate nella trasduzione del segnale sono le proteine G, composte da tre
subunita proteiche (o, e Y) che hanno attivita differenti. Il tipo di segnale che viene attivato dipende
dalla subunita a; ne esistono infatti diverse tipologie raggruppate in 4 classi: Gas attiva l'enzima
adenilato ciclasi (AC), Gaq attiva la fosfolipasi C, Gai e Ga0 inibiscono 'enzima AC.
L’associazione dei SST con le differenti proteine G e alla base della modulazione dell’attivita di
diversi enzimi chiave [14], come I’ AC coinvolta nella secrezione ormonale e la fosfotirosin-fosfatasi

(PTPasi) implicata nella regolazione del ciclo cellulare (Figura 2).
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Figura 2. Rappresentazione schematica delle vie di trasduzione del segnale intracellulare innescate dal legame
della SRIF ai suoi recettori [15]. Attivita antisecretiva (A), antiproliferativa ed apoptotica (B) indotte dalla SRIF.
[Frecce verdi: vie di trasduzione del segnale intracellulare attivate; frecce rosse: vie di trasduzione del segnale

intracellulare inibite].



Per quanto riguarda I’AC, questo enzima viene regolato in modo negativo dal legame della
SRIF con i suoi recettori di membrana, portando ad una diminuzione nella produzione dell’”AMP
ciclico (cAMP) con conseguente inibizione della secrezione ormonale, causata anche da un minor
flusso di Ca?* intracellulare e dall'iperpolarizzazione della membrana cellulare dovuta
all’attivazione dei canali del K* [16,17].

Per quanto riguarda la famiglia delle PTPasi, in particolare sono coinvolti tre enzimi: le
fosfatasi omologhe a Src di tipo 1 (SHP-1) e di tipo 2 (SHP-2), e la tirosin-fosfatasi PTPR] (o PTPn)
[18]. La SHP-1 sembra attivare in modo significativo i segnali pro-apoptotici intracellulari, attraverso
I’attivazione delle caspasi, I'induzione di p53/Bax e I'inibizione degli effetti anti-apoptotici di JNK,
mediata dall’attivazione di NF-kB. La SHP-2 attiva la tirosin-chinasi Src, la quale induce la
fosforilazione di PTPR]J, che a sua volta defosforila PI3K/Akt e le protein-chinasi attivate da mitogeni
(MAPK), come ERK1/2, alterando la proliferazione cellulare [19]. Queste cascate intracellulari
inducono una up-regolazione degli inibitori della chinasi ciclina-dipendente (CDKI), come p27kip1
e p2lcipl/wafl [20-22], e del soppressore tumorale Zacl [23] portando ad un aumento dell’effetto
citostatico.

La PTPasi ha quindi un potenziale antiproliferativo che dipende anche dalla capacita di
modificare il segnale indotto dai fattori di crescita (growth factors, GF) attraverso defosforilazioni
selettive e inattivazioni di recettori per fattori di crescita come PDGF-R, VEGF-R2, recettore
dell’insulina e EGFR [18].

Oltre ad innescare questa complessa cascata di segnali, il cambiamento conformazionale del
recettore, indotto dalla sua attivazione, recluta le GPCR chinasi (GRK), le quali fosforilano i residui
di serina e treonina presenti nella parte intracellulare del GPCR. Queste modifiche reclutano delle
specifiche proteine citoplasmatiche, chiamate 3-arrestine, che determinano il distacco del recettore

dalle relative proteine G e mediano I’endocitosi dei GPCR attraverso l'attivazione della via delle



clatrine, proteine coinvolte nella formazione delle vescicole di endocitosi. Le 3-arrestine innescano
quindi un processo di desensibilizzazione-internalizzazione bloccando il complesso recettore-
proteine G [24]. A questo punto, il complesso internalizzato puo andare incontro a due processi:
essere defosforilato e riespresso sulla membrana plasmatica, oppure essere degradato in differenti

compartimenti intracellulari [25] (Figura 3).
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Figura 3. Rappresentazione semplificata delle principali cascate di segnalazione intracellulare associate
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all’attivita antisecretiva, antiproliferativa ed apoptotica, indotte dal legame SRIF-SST, e alla fosforilazione,
internalizzazione, degradazione e riciclo dei SST [26]. [AC, adenilato ciclasi; PTPase, fosfotirosino-fosfatasi;
NSF, fattore sensibile alla N-etilmaleimide; GASP, proteina di smistamento associata a GPCR; SNX-1, proteina

di smistamento nexina-1; pHi, pH intracellulare].



1.3. Tumori ipofisari neuroendocrini e loro trattamento

A livello del tessuto ghiandolare ipofisario possono svilupparsi neoplasie, prevalentemente
di natura benigna, definite tumori ipofisari neuroendocrini (pituitary neuroendocrine tumor, pitNET).
Queste neoplasie rappresentano circa il 15% dei tumori intracranici [27] e raramente possono
presentare comportamento invasivo, aggressivo o maligno con sviluppo di metastasi [28].

Clinicamente queste neoplasie vengono distinte, in rapporto alla secrezione ormonale, in
tumori funzionanti, se determinano un aumento dei livelli plasmatici di uno specifico ormone
ipofisario (tumori GH-, PRL-, ACTH-, TSH-, FSH- e LH-secernenti) e tumori non funzionanti (non-
functioning pituitary adenomas, NFPAs) se non modificano la normale concentrazione plasmatica
degli ormoni ipofisari; in base alle loro dimensioni, in microadenomi, se presentano un diametro <10
mm, e macroadenomi se il diametro € >10 mm; in base all’infiltrazione delle strutture adiacenti, in

invasivi e non invasivi [28] (Figura 4).
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Figura 4. Patogenesi dei tumori ipofisari [27]. I tumori ipofisari hanno origine da una cellula differenziata che
esprime uno, nessuno o pilt ormoni. Il fenotipo clinico e determinato dalla cellula di origine e dalla presenza

o assenza di ipersecrezione ormonale. La prevalenza dei differenti sottotipi tumorali e stimata.

Secondo la classificazione del 2017 dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (WHO, World
Health Organization), i pitNET vengono distinti in rapporto alle cellule progenitrici dalle quali hanno
origine le diverse tipologie di tumori. Possiamo quindi identificare lesioni che esprimono il fattore
di trascrizione POU1F1 (o Pit-1), riscontrabile nei progenitori delle cellule somatotrope, lattotrope e
tireotrope; tumori che presentano il fattore SF-1, che regola il differenziamento cellulare

gonadotropo; oppure neoplasie che esprimono il fattore di trascrizione T-pit, che guida il



differenziamento corticotropo. Le linee lattotrope e tireotrope sono associate, rispettivamente,
all’espressione del recettore per gli estrogeni (ER) e del fattore di trascrizione GATA2 [29].

Inoltre, alcuni pitNET sono in grado di secernere pit1 ormoni contemporaneamente, come ad
esempio i tumori somatomammotropi, caratterizzati dalla co-localizzazione di GH e PRL nelle stesse
cellule, mentre altri pitNET si definiscono clinicamente silenti in quanto non secernono alcun
ormone pur presentando immunoreattivita per determinati ormoni, come ACTH o GH [27,28].

Infine, nel 2013 Trouillas e colleghi hanno proposto una classificazione clinicopatologica dei
pitNET che prende in considerazione il diametro del tumore, l'istotipo e il grading basato su
invasivita e proliferazione. L’invasivita viene valutata sulla base dei segni istologici e/o radiologici
(alla risonanza magnetica della sella turcica) di invasione del seno cavernoso o sfenoidale, mentre la
proliferazione viene determinata in base alla presenza di almeno 2 su 3 marker di proliferazione
(numero di mitosi >2 per 10 high power fields (HPF), Ki-67 maggiore o uguale al 3%, positivita per
p53 presente in >10 nuclei per 10 HPF). Considerando questi parametri, questa classificazione
suddivide i pitNET in 5 gradi: 1a, tumore non invasivo e non proliferativo; 1b, tumore non invasivo
e proliferativo; 2a, tumore invasivo e non proliferativo; 2b, tumore invasivo e proliferativo; 3, tumore
metastatico (metastasi cerebrospinali o sistemiche) [30].

Dal punto di vista istologico e citologico, i differenti sottotipi di pitNET vengono classificati,
in base alla colorazione all’ematossilina-eosina, in acidofili, basofili o cromofobi e, in base alla
distribuzione dei granuli, in sparsamente o densamente granulati [31].

Tra i vari marcatori espressi sul tessuto ghiandolare ipofisario, sia normale che tumorale,
sono presenti anche i SST. In particolare, a livello del tessuto ipofisario tumorale, i sottotipi
recettoriali maggiormente espressi sulle cellule adenomatose sono SSTz e SSTs, seguiti da SST1 e SSTs
[32-35] e questa condizione rappresenta il razionale per l'utilizzo degli analoghi della somatostatina

(somatostatin receptor ligands, SRL) nel trattamento medico dei pitNET.



Infatti, se nella maggior parte dei casi il trattamento di prima linea ¢ rappresentato dalla
rimozione chirurgica della lesione mediante adenomectomia transfenoidale, soprattutto nei pazienti
che presentano una massa tumorale superiore ai 10 mm, un’estensione extrasellare, oppure effetto
massa dovuto ad una compressione delle strutture anatomiche circostanti da parte del tumore [27],
nel caso in cui il trattamento chirurgico non sia indicato oppure si presenti una recidiva di malattia,
e previsto un trattamento medico (trattamento di seconda linea) basato sull'utilizzo degli SRL.
Questi composti sintetici, disegnati basandosi sulla struttura primaria della SRIF, sono
metabolicamente stabili e con emivita piu lunga rispetto alla SRIF endogena, la quale non e
utilizzabile nella pratica clinica [36].

Gli SRL di prima generazione sono octapeptidi con struttura ciclica in cui € sempre presente
il ponte disolfuro, gia presente nella SRIF endogena, e che presentano il D-Trp al posto del Trp per
aumentarne la stabilita. Tra gli SRL di prima generazione, il primo octapeptide che e stato sviluppato
e I'octreotide (OCT) [37], con emivita di 90-120 minuti dopo somministrazione sottocutanea, seguito
dal lanreotide (LAN) [38], con emivita plasmatica simile (Figura 5). Entrambi i composti hanno
elevata affinita di legame per SST, il sottotipo recettoriale maggiormente espresso nel tessuto
ipofisario [32-35]. OCT presenta anche una moderata affinita per SSTs e una debole affinita per SSTs,
mentre LAN possiede un’affinita per SSTs superiore alllOCT. Contrariamente alla molecola
endogena, entrambi i composti non legano SST1 e SST4 [8].

Attraverso l'interazione ligando-recettore, gli SRL esercitano un effetto antisecretivo,
antiproliferativo ed apoptotico in molti tessuti tumorali [7,39-41], rappresentando uno strumento

fondamentale nella terapia dei pitNET.
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Figura 5. Sequenza amminoacidica di OCT e LAN [42].

Ad oggi sta emergendo il concetto secondo il quale la miglior risposta farmacologica
potrebbe essere raggiunta attraverso 1’attivazione simultanea di tutti i sottotipi di SST. Sulla base di
questo principio, sono stati sviluppati composti di seconda generazione in grado di legare piu
recettori contemporaneamente, come il pasireotide (PAS).

Dal punto di vista strutturale, il PAS e un cicloesapeptide con un’emivita di circa 24 ore,
anch’esso sintetizzato sulla base della struttura della SRIF nativa (Figura 6), e presenta un’elevata
affinita di legame per tutti i SST tranne SST: (SSTs > SST. > SSTs > SSTi) nell’ordine della
concentrazione nanomolare: SST5 (ICso: 0.2 nM), SST2 (ICso: 1 nM), SSTs (ICso: 1.5 nM) e SST1 (ICs0: 9.3

nM) [43].
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Figura 6. Sequenza amminoacidica del PAS [44].

In relazione alla sua elevata affinita di legame, in particolare per SSTs, il PAS e stato

approvato dall’Agenzia Europea del Farmaco (EMA) e dalla Food and Drug Administration (FDA)



per l'utilizzo nella pratica clinica dei pitNET ACTH-secernenti caratterizzati da una elevata
espressione di questo sottotipo recettoriale.

Diversi studi hanno dimostrato che, oltre alle diverse affinita per i vari SST, gli SRL di prima
e seconda generazione mostrano proprieta funzionali distinte. In dettaglio, il PAS si distingue dai
precedenti analoghi in quanto attiva vie di trasduzione di segnale intracellulare diverse, ed agisce
inoltre in maniera differente sul processo di internalizzazione dei SST.

Per quanto riguarda I'attivazione delle vie di trasduzione del segnale intracellulare, a seguito
del loro legame con il recettore SST2a, OCT e LAN attivano le medesime vie attivate dalla molecola
naturale, che portano ad un’inibizione dell’enzima adenilato ciclasi (AC) e ad un aumento del Ca?
intracellulare e della fosforilazione di ERK. Analogamente a OCT e LAN, il PAS inibisce 1'enzima
AC ma, in alcuni modelli cellulari, antagonizza gli altri due effetti biologici [45].

Per quanto riguarda i fenomeni di internalizzazione, e stato dimostrato che i SST possono
andare incontro ad un fenomeno definito desensitizzazione dopo esposizione agli SRL. Questo
processo, dovuto al disaccoppiamento del recettore dalle proteine G, risulta fisiologicamente
presente in seguito all’esposizione acuta agli SRL, mentre un’esposizione a lungo termine puo
portare alla diminuzione della risposta al trattamento dovuta ad una down-regolazione dei SST [25].
A questo proposito il PAS, a differenza di LAN e OCT, porta ad una minor internalizzazione,
dovuta, in parte, sia ad un diverso stato di fosforilazione della regione C-terminale del recettore, sia
ad un piu rapido recycling recettoriale [46-48]. Per queste caratteristiche il PAS, rispetto alla SRIF
nativa ed agli SRL di prima generazione, e definito “biased agonist” di SST-.

Infine, allo scopo di comprendere meglio I'importanza di ciascun sottotipo recettoriale nel
contesto tissutale in cui si trova, sono stati sviluppati nuovi composti sperimentali (BIM) con
funzione agonista o antagonista, al momento testati solo in vitro, che presentano affinita selettiva per

uno o piut SST contemporaneamente.



1.4. Tumori ipofisari GH-secernenti

In una alta percentuale di casi (superiore al 95%), i tumori ipofisari GH-secernenti
determinano nell’adulto acromegalia, una sindrome sistemica grave [27] caratterizzata da elevati
livelli plasmatici di GH e, di conseguenza, di IGF-I (insulin-like growth factor-1). Questa condizione si
associa ad un incremento della morbidita e della mortalita in questi pazienti [27] e, per questo
motivo, lo scopo principale nella gestione dell’acromegalia e il raggiungimento della
normalizzazione dei livelli di IGF-I per eta e dei valori di GH (GH <1 pg/L o <2.5 ug/L, in base alla
sensibilita dei metodi utilizzati) [7,49].

Nella maggior parte dei pazienti acromegalici il trattamento di prima linea e rappresentato
dalla terapia chirurgica, mediante adenomectomia transfenoidale, mentre la terapia medica viene
utilizzata nei casi in cui la chirurgia sia sconsigliata (o il paziente la rifiuti) e nei casi di patologia
persistente e/o di recidiva [50].

Ad oggi, il trattamento medico di prima linea nei pazienti acromegalici e rappresentato
dall’utilizzo degli analoghi della somatostatina di prima generazione (first generation somatostatin
receptor ligands, fg-SRL), OCT e LAN [7,51,52]. Come detto in precedenza, entrambi i farmaci
presentano un’affinita preferenziale per SST>, recettore maggiormente espresso nei tumori ipofisari
GH-secernenti [15,53]. A supporto dell’utilita di questi SRL nel trattamento dell’acromegalia, diversi
studi hanno dimostrato una correlazione positiva tra l'espressione di SST2 in questi tumori e
I'efficacia dei fg-SRL nel ridurre la secrezione ormonale sia in vitro che in vivo [54-59].

Tuttavia, nonostante I'espressione relativamente elevata di SST2 nei tumori somatotropi, &
stato evidenziato che circa la meta dei pazienti acromegalici rispondono solo parzialmente (o0 sono

completamente resistenti) alla terapia con fg-SRL [60].



Come riportato nell'introduzione, recentemente ¢ stato sviluppato il PAS, un panligando
utilizzato come farmaco di prima linea nel trattamento dei pitNET ACTH-secernenti con una elevata
affinita per SSTs (SSTs > SST2 > SSTs > SSTh) [15,43] e, da qualche anno, approvato anche nella pratica
clinica dell’acromegalia [43,51] .

Considerate le caratteristiche biochimiche di questo composto e I'elevata percentuale di
fallimento terapeutico associato all'utilizzo dei fg-SRL, ad oggi, le linee guida internazionali per il
trattamento dell’acromegalia hanno introdotto il PAS, come farmaco di seconda linea, nei pazienti
che mostrano una risposta parziale ai fg-SRL [7,51].

Diversi autori hanno comparato I’efficacia di OCT e PAS in vivo, mostrando che il PAS & stato
piu efficace rispetto ad OCT nel normalizzare i livelli di IGF-I ed ugualmente efficace nel
normalizzare i livelli di GH [61]. In linea con questi risultati, alcuni studi in vitro hanno dimostrato
che OCT e PAS hanno un’efficacia complessivamente sovrapponibile nel ridurre la secrezione di GH
in colture primarie di tumori somatotropi [55,62,63]. Inoltre, in alcuni di questi, I'effetto inibitorio di
PAS sembra essere direttamente correlato all’espressione di SST2 (e non di SSTs) sulle cellule
tumorali [55,63]. In accordo con questi dati, uno studio recente ha mostrato che 'effetto del PAS in
vivo € prevalentemente mediato dall’espressione di SST2 nei pazienti acromegalici che rispondono
parzialmente ai fg-SRL [64].

Al contrario, altri autori supportano lipotesi secondo la quale SSTs giochi un ruolo
predominante nel mediare gli effetti del PAS nei tumori somatotropi, basandosi sulla sua affinita di
legame per il recettore [65,66]. Su questo argomento il dibattito € ancora aperto, anche se attualmente
le evidenze suggeriscono che nell’acromegalia il PAS eserciti la sua attivita biologica attraverso SSTs
solo nei tumori che presentano un’espressione di SST2 bassa (o nulla) [63-65].

Inoltre, altri studi in vitro, prevalentemente condotti su cellule transfettate con i SST,

suggeriscono che il PAS possa agire come un “biased agonist” su SSTz, in quanto determina una



differente internalizzazione recettoriale, un diverso trafficking, cosi come diversi effetti
sullaccumulo di calcio intracellulare e sulla fosforilazione di ERK1/2 (agonista
parziale/antagonista), rispetto ad OCT e alla SRIF endogena [45-47].

Pertanto, sulla base delle differenti caratteristiche biochimiche e funzionali attribuite al PAS,
un trattamento in combinazione con un composto che presenti un’affinita prevalente per SST2, come
OCT, potrebbe fornire informazioni utili su un possibile effetto sinergico/additivo dei due composti

nelle cellule di pitNET GH-secernenti.



2. SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo di questo studio e stato quello di valutare un potenziale effetto additivo e/o
sinergico del trattamento combinato con OCT (SRL di prima generazione) e PAS (SRL di seconda
generazione) sulla secrezione di GH in cellule somatotrope (colture primarie di tumori ipofisari
umani), confrontandolo con l'effetto prodotto da OCT e PAS testati singolarmente. L’effetto
inibitorio dei due composti, da soli o in combinazione, sul rilascio di GH in vitro, & stato
successivamente correlato all’espressione di SST2 e SSTs presente nei tessuti di questi tumori.

Inoltre, per chiarire meglio i meccanismi intracellulari che sono alla base dell’attivita
biologica di OCT, PAS e della loro combinazione, e stata utilizzata la linea cellulare GH4C1 come
modello dei tumori somatotropi [67]. In questo contesto, abbiamo studiato gli effetti dei due SRL
sulla proliferazione cellulare, cosi come sulla concentrazione di calcio intracellulare e sulla sintesi di
cAMP, che rappresentano le principali vie di trasduzione del segnale intracellulare a valle dei SST
coinvolti nella modulazione del rilascio ormonale nelle cellule neuroendocrine [9,68]. Infine,
l'utilizzo di un antagonista selettivo per SST>, il BIM-23627, da solo o in associazione con OCT e

PAS, ci ha consentito di identificare il ruolo di SST nelle risposte osservate.



3. MATERIALI E METODI

3.1. Composti

Octreotide (OCT), composto con affinita maggiore per SST>, e pasireotide (PAS), ligando in
grado dilegare tutti i SST (escluso SST4), sono stati forniti da Novartis Pharma A.G. (Basel, Svizzera).
Mentre I’antagonista selettivo per SST2, BIM-23627, € stato messo a disposizione da Biomeasure

Incorporated/IPSEN (Milford, Massachusetts).

3.2. Pazienti e tumori

Nello studio sono stati inclusi 11 pazienti acromegalici, che sono stati sottoposti ad
adenomectomia mediante chirurgia trans-sfenoidale presso 1'Unita di Neurochirurgia del nostro
centro (IRCCS Ospedale Policlinico San Martino, Genova, Italia).

I criteri di inclusione dello studio erano: 1) disponibilita di una quantita sufficiente di cellule
vive in modo da poter allestire una coltura primaria; 2) numero adeguato di cellule per poter testare,
in un unico esperimento, almeno in triplicato, 'effetto antisecretivo di OCT e PAS (da soli o in
combinazione) dopo 72 ore di trattamento; e 3) disponibilita dei tessuti tumorali paraffinati per poter
eseguire 'immunoistochimica sia per SST2 che per SSTs.

L’unico criterio di esclusione, basato sulle caratteristiche dei pazienti o dei tumori, e stato
quello di considerare non idonei allo studio i campioni di pazienti sottoposti a radioterapia prima
dell’intervento chirurgico.

La diagnosi di acromegalia e stata basata sulle caratteristiche cliniche, sulle evidenze

biochimiche di ipersecrezione di GH (perdita di soppressione del GH al di sotto di 1 ug/L dopo 2



ore dal carico orale di glucosio), sui livelli di IGF-1 al di sopra del limite superiore di normalita per
eta (>1 xULN), e sulla presenza di un adenoma ipofisario alla risonanza magnetica (MRI).
Nella Tabella 1 sono riportate le caratteristiche generali, cliniche e biochimiche dei pazienti e

le informazioni istopatologiche dei tumori.

Tabella 1. Caratteristiche generali, cliniche e biochimiche dei pazienti al momento dell'intervento e

informazioni istopatologiche dei tumori.

Caratteristiche dei pazienti Caratteristiche dei tumori
. Sesso, . . Mitosi p53 . .
Paziente . GH IGF-1 IGF-1 SRLPre- Dimensione _ . Indice di SST: SSTs
Eta . Ki-67 (n/10 (+nuclei/ K .
no. . pug/L  pg/L xULN intervento del tumore proliferaziones (IRS) (IRS)
(anni) HPF) 10 HPF)

1 M, 54 2.7 454 2.02 Yes micro <3% 0/10 6/10 0 9 6
2 F, 54 8.4 453 1.90 Yes macro <3% 0/10 2/10 0 8 8
3 M, 49 10.9 394 1.53 No micro <3% 0/10 13/10 1 12 9
4 M, 54 13.9 509 2.50 No macro <3% 1/10 0/10 0 12 12
5 M, 39 62.0 989 4.10 No macro <3% 0/10 0/10 0 8 12
6 F, 52 15.2 833 3.30 No macro <3% 0/10 5/10 0 12 1
7 F, 21 51.1 858 2.30 No macro <3% 0/10 2/10 0 8 4
8 M, 16 11.8 562 0.93 Yes macro >3% 3/10 13/10 3 4 1
9 M, 50 8.0 469 1.89 No macro <3% 0/10 4/10 0 12 8
10 M, 57 14.0 571 2.86 No macro 3% 8/10 >10/10 3 6 4
11 F, 39 7.9 436 1.80 No macro <3% 2/10 9/10 0 6 1

Legenda: F, femmina; M, maschio; ULN, limite superiore di normalita; SRL, analoghi dei recettori della
somatostatina; HPF, campi ad alto ingrandimento; IRS, immunoreactivity score; micro, microadenoma
(massimo diametro <10 mm); macro, macroadenoma (massimo diametro 210 mm). 2Indice di proliferazione

basato sulla classificazione proposta da Trouillas e colleghi [30]. Le lesioni vengono definite altamente



proliferative in presenza di almeno due su tre dei seguiti criteri: Ki-67: 23 %, mitosi: n >2/10 HPF, p53: positiva

(10 nuclei fortemente positivi/10 HPF).

In breve, 4 pazienti (36.4%) erano di sesso femminile e 7 di sesso maschile (63.6%), I’eta media
al momento dell’intervento era 44.1 anni (intervallo d’eta 16-57). La maggior parte dei pazienti aveva
un macroadenoma (9/11, 81.8%), sebbene molte lesioni mostrassero un indice di proliferazione basso
(9 su 11 casi, in accordo con la definizione di Trouillas e colleghi [30]). Infatti, basandosi sulla
valutazione patologica, solo i pazienti n.8 e n.10 avevano una lesione aggressiva (Tabella 1).

Tre pazienti (27.3%) avevano ricevuto trattamento medico con fg-SRL per almeno tre mesi
prima dell’intervento (octreotide LAR o lanreotide Autogel) (Tabella 1). I pazienti n.1 e n.2 avevano
mostrato una riduzione dei livelli di IGF-1 pari al 68% e al 48%, rispettivamente, nonostante non
avessero ottenuto la normalizzazione dell'IGF-I (<1 xULN). Per quanto riguarda il paziente n.8, si
era rivolto al nostro centro dopo aver iniziato il trattamento pre-intervento con SRL, e di
conseguenza i valori di IGF-1 alla diagnosi non sono disponibili.

All'ultimo controllo biochimico prima dell’adenomectomia, i livelli di GH erano 18.72 +19.19
ug/L (media + SD, mediana 11.80 ug/L), mentre i livelli di IGF-1 (espressi come rapporto rispetto al
limite superiore di normalita per eta, ULN) erano 2.29 + 0.88 xULN (media + SD, mediana 2.02
xULN). I valori assoluti di IGF-1 erano 593.5 + 202.9 pug/L (media + SD, mediana 509.0 pg/L). I livelli
di GH e di IGF-1 plasmatici correlavano in modo significativo e diretto (Pearson r=0.869, p=0.005).

Dopo l'intervento neurochirurgico, 4 pazienti hanno ricevuto il trattamento adiuvante con
SRL (pazienti 1, 2, 5 e 6). All'ultimo follow-up la riduzione dei livelli di IGF-1 era del 40.8% (+ 29.6,
mediana 44.7%), raggiungendo la normalizzazione in 3 soggetti su quattro (IGF-1 <1 xULN; pazienti
1, 2 e 6). A causa della risposta incompleta alla terapia con SRL da parte del paziente n.5, questo

paziente e stato successivamente trattato con il pegvisomant, un antagonista del recettore del GH.



Dopo I'approvazione dello studio da parte del comitato etico regionale, (Institutional Ethical
Committee, IEC, CER Liguria register number: 360/2019), a tutti i soggetti inclusi nello studio e stato

richiesto di firmare un consenso informato.

3.3. Immunoistochimica (IHC)

A livello proteico, l'espressione dei SST e stata valutata nei tessuti post-chirurgici dei
pazienti acromegalici fissati in formalina e inclusi in paraffina (spessore delle sezioni 5 um)
utilizzando il kit Dako EnVision®+ Dual Link System-HRP (DAB+) (Dako/Agilent, Santa Clara,
California), come descritto in precedenza [58]. Per rilevare SST> e SSTs, sono stati utilizzati gli
anticorpi monoclonali di coniglio anti-SST> (RRID: AB_2737601) e anti-SSTs (RRID: AB_10859946)
(UMB-1 e UMB-4, rispettivamente, Abcam, Cambridge, United Kingdom) alla diluizione di 1:200.
Al termine della colorazione, le fettine sono state trattate con 'ematossilina per colorare i nuclei. Per
valutare l'intensita della colorazione nelle fettine di tessuto tumorale e la percentuale di cellule
positive e stato utilizzato il sistema “immunoreactivity score” (IRS), sistema di classificazione
semiquantitativo che varia da 0 (nessuna colorazione) a 12 (massima colorazione) e rappresenta il
prodotto tra la percentuale di cellule positive e I'intensita di colorazione. La percentuale di cellule
positive viene valutata con valori da 1 a 4 (0, 0%; 1, <10%; 2, 10-50%; 3, 51-80%; 4, >80%) e l'intensita

della colorazione con valori da 1 a 3 (1, blanda; 2, moderata; 3, forte) [58].



3.4. Colture cellulari

3.4.1. Colture primarie di tumori somatotropi

Le colture primarie sono state preparate secondo un protocollo sviluppato nel nostro
laboratorio. In dettaglio, subito dopo l'intervento chirurgico, un frammento di tessuto adenomatoso
e stato dissociato meccanicamente in condizioni sterili al fine di ottenere una sospensione cellulare.
Questa sospensione e stata filtrata attraverso un setaccio cellulare da 70 pm e successivamente,
trattata con acqua deionizzata per pochi secondi in modo tale da indurre uno shock osmotico sui
globuli rossi contaminanti la coltura (se presenti in grande quantita). Le cellule cosi ottenute sono
state messe in fiasca da 25 cm? in terreno Dulbecco Modified Eagles Medium (D-MEM, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri), supplementato con 10% di siero fetale di bovino (FBS), 1% di
amminoacidi non-essenziali, 1% di penicillina-streptomicina e 1% di L-glutammina (Euroclone

S.p.A., Milano, Italia) e coltivate a 37°C in atmosfera al 5% di CO: in apposito incubatore.

3.4.2. Linea cellulare GH4C1

La linea cellulare di adenoma ipofisario murino GH-secernente GH4C1 (RRID: CVCL 0276)
e stata ottenuta dalla ATCC (ATCC® CCL-82.2™) e fatta crescere in incubatore (37°C, 5% CO:) in
terreno D-MEM/Nutrient Mixture F-12 HAM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri), supplementato
con 10% di FBS, 1% di amminoacidi non-essenziali, 1% di penicillina-streptomicina e 1% di L-

glutammina (Euroclone S.p.A., Milano, Italia) [69].

3.5. Secrezione di GH in vitro

Per valutare 'effetto di OCT e PAS sulla secrezione di GH, le colture primarie sono state
coltivate in triplicato in piastre da 48 pozzetti alla densita di 2x10° cellule/pozzetto e incubate per 72

h in assenza o presenza di OCT e PAS (da soli o in combinazione) alla concentrazione 10- M.



Le cellule GH4C1 (2x10° cellule/pozzetto) sono state piastrate in triplicato in piastre a 48
pozzetti in terreno completo con 10% di FBS e incubate a 37°C in atmosfera al 5% di CO2. Dopo 24
h, il terreno é stato sostituito con D-MEM/Nutrient Mixture F-12 HAM privo di siero (0.1% BSA) e
le cellule sono state incubate per ulteriori 24 h. Successivamente le GH4C1 sono state trattate con
OCT e PAS, da soli 0 in combinazione, alla concentrazione 10 M e incubate per altre 6 e 24 h.

Al termine dell'incubazione, il terreno e stato rimosso e centrifugato per 5 minuti a 600 x g e
conservato a -20°C fino al momento dell'analisi.

La concentrazione di GH nei terreni delle colture primarie e delle cellule GH4C1 e stata
determinata mediante kit ELISA (Mediagnost, Reutlingen, Germania) per la misurazione di GH
umano (RRID: AB_2813811) o di GH murino (RRID: AB_2813812), rispettivamente. I coefficienti di
variazione intra- and inter-assay erano 5.46% e 4.34% per hGH ELISA Kit 0 <5.0 e <10% per m/rGH

ELISA Kit, rispettivamente.

3.6. Proliferazione cellulare

Le cellule GH4C1 (3x10* cellule/pozzetto) sono state coltivate in triplicato in piastre a 96
pozzetti in un volume finale di 200 puL e incubate a 37°C in atmosfera al 5% di CO2 Dopo 24 h, i
terreni sono stati sostituiti con 180 uL di D-MEM/Nutrient Mixture F-12 HAM privo di siero
contenente 0.1% di BSA per arrestare il ciclo cellulare in fase GO, e le cellule sono state incubate per
ulteriori 24 h. Successivamente, sono stati aggiunti OCT, PAS e BIM-23627 (10 M), da soli o in
combinazione equimolare, al terreno gia presente nei pozzetti fino ad un volume finale di 200 uL, e
le cellule sono state incubate per ulteriori 48 h. La proliferazione cellulare e stata valutata misurando

I'incorporazione di BrdU nel DNA mediante il BrdU Cell Proliferation Assay Kit (Cell Signaling



Technology, Danvers, Massachusetts) secondo le istruzioni del produttore. I risultati rappresentano

i valori medi di quattro distinti esperimenti, ciascuno eseguito in triplicato.

3.7. Quantificazione dei livelli di cAMP

Le cellule GH4C1 (6x10° cellule/pozzetto) sono state coltivate in piastre a 6 pozzetti, per 24 h
in terreno D-MEM/Nutrient Mixture F-12 HAM completo e successivamente in terreno privo di siero
per altre 24 h. Le cellule sono state quindi trattate con OCT (10 M), PAS (10 M), e BIM-23627 (10
M) per 1 h, in presenza di un inibitore delle fosfodiesterasi, il 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) alla
concentrazione 1 uM. La lisi cellulare e la determinazione quantitativa dell’cAMP sono state eseguite
utilizzando il Parameter™ mouse/rat cAMP kit (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota), come
riportato in precedenza [70]. I risultati sono stati espressi come le medie + SEM di tre esperimenti

indipendenti eseguiti in triplicato.

3.8. Misurazione intracellulare di [Ca**]

Le cellule GH4C1 (2x10° cellule/pozzetto) sono state piastrate in capsule di Petri da 35 mm
(Cell Imaging dishes, Eppendorf, Milano, Italia), trattate con poli-L-lisina (10 ug/mL) per favorire
I’adesione cellulare. Dopo 24 h, le cellule sono state lavate con PBS e trattate con una soluzione satura
di Fura-2 AM (2 uM) (Abcam, Cambridge, United Kingdom) in tampone Locke (HEPES 10 mM pH
7.4, NaCl 150 mM, KCI 5.5 mM, CaCl> 1.5 mM, MgSOs 1.2 mM, glucosio 10 mM) per 20 minuti a
temperatura ambiente per evitare la compartimentalizzazione intracellulare [69]. Successivamente,
le cellule sono state lavate per 10 minuti con la stessa soluzione salina e, dopo 5 minuti, sono state
trattate con OCT (10® M) e PAS (10 M), quindi infuse con KCl alla concentrazione 40 mM per

indurre il flusso di Ca? [71].



L’emissione della fluorescenza e stata registrata grazie ad una videocamera digitale collegata
ad un sistema di registrazione d'immagine (FAB Crea, Genova, Italia). Successivamente le immagini
sono state analizzate con il software Image] Fiji (ROI tool). I dati sono stati calcolati come rapporto
tra le letture a 340 nm e 380 nm (340/380 nm) analizzando 20 cellule per campo in cinque esperimenti

indipendenti.

3.9. Immunocitofluorescenza (IF)

Le cellule GH4C1 (2x10* cellule/pozzetto) sono state piastrate su appositi vetrini a 8 pozzetti
(BD Bioscience, San Jose, California) a 37°C in atmosfera al 5% di CO: per 48 h e starvate per 24 h in
terreno privo di siero. Le cellule sono state trattate con una soluzione contenente il colorante
Vybrant™ Dil (Invitrogen, Carlsbad, California) che colora in arancione-rosso il doppio strato
lipidico della membrana cellulare e successivamente incubate con OCT o PAS (107 M) per 20 minuti,
lavate con PBS e fissate con la paraformaldeide al 4% per 10 minuti. I vetrini sono stati processati
come descritto precedentemente [72] e incubati con due anticorpi monoclonali anti-SST> e SSTs
(Abcam, Cambridge, United Kingdom), a temperatura ambiente per 1 h (diluizione 1:200) [73]. I
vetrini sono stati lavati e quindi incubati con un anticorpo coniugato al fluorocromo (goat anti-rabbit
Alexa Fluor-488; RRID: AB_2633280; Invitrogen, Carlsbad, California). In tutti gli esperimenti sono
stati inclusi i controlli negativi processati con l'esclusione degli anticorpi primari. I vetrini
coprioggetto sono stati montati con il ProLongTM Gold Antifade Mountant (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts). I campioni sono stati visualizzati e fotografati al microscopio

confocale (BioRad MRC 1024 ES).



3.10. Estrazione di RNA e PCR quantitativa (JRT-PCR)

L’RNA totale e stato estratto dalle cellule GH4Cl1 utilizzando I’ Aurum™ total RNA Mini Kit
e retrotrascritto utilizzando I'iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, Hercules, California). Il cDNA e
stato amplificato con il BioRad’s SsoFast™ EvaGreen supermix grazie al sistema di rivelamento
CFX96 RT-PCR (BioRad, Hercules, California). Le sequenze dei primer forward e reverse per i
recettori murini SSTis [74], cosi come per i geni housekeeping, sono stati sintetizzati da TIB MolBiol
(Genova, Italia). In ogni campione, i livelli dei geni valutati sono stati normalizzati sulla base
dell’amplificazione dei geni housekeeping e riportati come valori relativi [75]. In tutte le reazioni di
RT-PCR sono stati inclusi i controlli negativi privi, rispettivamente, di mRNA e di cDNA al fine di

escludere eventuali contaminazioni dei reagenti.

3.11. Western Blotting

Le cellule GH4C1 (5x10¢ cellule) sono state fatte crescere in fiasche da 150 cm? in terreno
completo. Una volta raggiunta la confluenza, le cellule sono state solubilizzate per estrarre le
proteine di membrana e il contenuto proteico e stato analizzato mediante immunoblot, come
descritto in precedenza [22]. Per valutare 'espressione dei SST nelle cellule GH4Cl1, sono stati
utilizzati i seguenti anticorpi policlonali: anti-SST1, anti-SST: e anti-SSTs (RRID: AB_2196045, RRID:
AB_2255396 e RRID: AB_2196380, rispettivamente; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas)
alla diluizione di 1:500. La -actina e stata rilevata mediante incubazione con un anticorpo anti-3-
actina direttamente coniugato alla perossidasi HRP (RRID: AB_2714189; Santa Cruz, Biotechnology,
Inc., Dallas, Texas; diluizione 1:10,000). Le bande proteiche sono state visualizzate con il Sistema in
chemiluminescenza ECL (GE Healthcare, Chicago, Illinois) e analizzate mediante acquisitore di

immagini (UVITEC Alliance, UVITEC, Cambridge, United Kingdom).



3.12. Calcolo dell’indice di combinazione

L’interazione tra gli effetti di octreotide e pasireotide e stata analizzata utilizzando il
‘median-effect method’ [76,77], ed é stata espressa come indice di combinazione (CI). Il CI descrive
la natura dell’interazione farmaco-farmaco che puo essere additiva (CI = 1), antagonista (CI > 1),
oppure sinergica (CI <1) per diverse concentrazioni [78]. I valori di CI sono stati calcolati utilizzando
il software CompuSyn (ComboSyn Inc., Paramus, NJ, USA), seguendo il metodo di Chou e Talalay

[76].

3.13. Analisi statistica

I risultati sono stati espressi come la media + la deviazione standard (SD) per i dati relativi ai
pazienti e ai rispettivi campioni tumorali, mentre sono stati espressi come la media + I'errore
standard (SEM) per gli esperimenti ripetuti eseguiti sulla linea cellulare GH4C1. L’analisi statistica
e stata effettuata utilizzando la versione 6.0 del software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.,
San Diego, California). Dopo aver eseguito il test di normalita, per l'analisi delle differenze tra
gruppi sono stati utilizzati la one-way ANOVA seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls o il test
di Kruskal-Wallis seguito dal Dunn’s post-hoc test. I coefficienti di correlazione sono stati calcolati
utilizzando la r di Pearson (dati distribuiti normalmente). La significativita statistica e stata stabilita

con p<0.05.



4. RISULTATI

4.1. Espressione proteica dei SST nei campioni di tumore ipofisario

L’immunoistochimica eseguita su sezioni di tessuto tumorale paraffinato ha mostrato la
presenza di SST2 e SSTs in tutti i tumori somatotropi analizzati, anche se con livelli di espressione
eterogenei (Figura 7, pannello A). L’analisi semi-quantitativa dell’espressione di SST2 e SSTs in tutti
i tessuti ipofisari (n=11), ha evidenziato un immunoreactivity score (IRS) con mediana intermedio-alta
per SST2 (IRS=8) e mediana intermedia per SSTs (IRS=6) (Figura 7, pannello B). In dettaglio, 1
campione (paziente 8) mostrava uno score intermedio per SST2 (IRS=4), 6 campioni (pazienti 1, 2, 5,
7,10 e 11) un’espressione intermedio-alta per SST2 (IRS tra 6 e 9), mentre 4 campioni (pazienti 3, 4, 6
e 9) presentavano lo score massimo (IRS=12). Per quanto riguarda 1’espressione di SSTs, 3 campioni
(pazienti 6 , 8 e 11) mostravano uno score basso (IRS=1), 2 campioni (pazienti 7 e 10) presentavano
uno score intermedio (IRS=4), 4 campioni (pazienti 1, 2, 3 e 9) mostravano un’espressione per SSTs
intermedio-alta (IRS tra 6 e 9), e due campioni (pazienti 4 e 5) hanno ricevuto lo score massimo

(IRS=12).
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Figura 7. Valutazione immunoistochimica di SST2 e SSTs nei tumori ipofisari somatotropi. Pannello A) IHC
rappresentativa di SST2 e SSTsin tre GHomi differenti (scala, 75um): (a) IRS elevato per SST2 nel campione 3
(IRS 12); (b,c) IRS intermedio-alto per SST2 nei campioni 5 e 7 (IRS 8); (d) IRS intermedio-alto per SSTs nel
campione 3 (IRS 9); (e) IRS alto per SSTs nel campione 5 (IRS 12); (f) IRS intermedio per SSTs nel campione 7
(IRS 4); (g/h,i) controlli negativi processati in assenza di anticorpi primari. Pannello B) Scatter plot dell'IRS di

SST2 e SSTs di tutti i campioni (n=11) e linea mediana.

In generale, I'immunoreattivita per SST2 e SSTs e risultata essere piu elevata nei tumori dei
pazienti che non erano stati sottoposti a trattamento con SRL prima dell’intervento chirurgico
rispetto ai campioni provenienti da pazienti non pretrattati (Tabella 1), anche se questa differenza
non ha raggiunto significativita statistica (55T2 p=0.21, e SSTs p=0.65). Infine, non ¢ stata trovata

alcuna correlazione tra I'IRS di SST2 e I'IRS di SSTs (r=0.49, p=0.13).



4.2. Effetto di OCT e PAS sulla secrezione di GH nelle cellule somatotrope umane

L’effetto di OCT e PAS (10 M) sulla secrezione di GH e stato testato in colture primarie
ottenute da tutti i tumori somatotropi inclusi in questo studio (n=11). Nel complesso, OCT e PAS, da
soli o in combinazione, hanno ridotto significativamente la secrezione di GH, rispetto alle cellule
non trattate (OCT: -35.4% + 11.1, PAS: -32.1% + 14.4, OCT+PAS: -33.5% + 17.0; n=11, p<0.001 vs.
controllo). Leffetto inibitorio dei due farmaci e risultato sovrapponibile e la loro combinazione ha
mostrato un’efficacia simile a ciascun singolo trattamento (Figura 8, pannello A). E interessante
notare che da due colture primarie (pazienti n. 10 e 11) sono state generate anche le curve dose-
risposta (da 10 a 10”M) dalle quali e stato possibile analizzare I'interazione farmacologica tra OCT
e PAS calcolando I'indice di combinazione (CI) (Figura 8, pannello B). Il valore di CI ottenuto (1.74)
¢ indicativo di un moderato effetto antagonista da parte della combinazione OCT+PAS (nessun
effetto sinergico né additivo).

Sulla base della risposta individuale di ogni coltura cellulare, OCT e stato in grado di indurre
una riduzione della secrezione di GH maggiore del 20% in 10/11 casi, PAS in 9/11 colture cellulari e

OCT+PAS in 8/11 campioni (Figura 8, pannello C).
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Figura 8. Effetto in vitro di OCT (10M) e PAS (10 M), da soli o in combinazione, sulla secrezione di GH in 11
colture primarie di tumori somatotropi. Pannello A) Efficacia complessiva di OCT, PAS e OCT+PAS dopo 72
ore di trattamento. Pannello B) Curve dose-risposta sulla secrezione di GH in due colture cellulari primarie
dopo 72 h di trattamento con OCT, PAS e OCT+PAS (dalla concentrazione 10°M alla 107M). La
sovrapposizione delle curve di OCT e OCT+PAS ¢ dovuta all’efficacia sovrapponibile dei due trattamenti sulla
secrezione di GH. Pannello C) Effetto antisecretivo dettagliato di OCT, PAS e OCT+PAS nelle differenti colture
cellulari. I dati sono espressi come la media + SD di ogni esperimento, eseguito in triplicato, e riportato come
percentuale dell’inibizione rispetto al controllo. [CTR, controllo; OCT, octreotide; PAS, pasireotide; ***, p<0.001

vs. controllo].



L’analisi statistica dei dati ha evidenziato una inibizione della secrezione di GH indotta da
OCT significativamente e direttamente correlata all’effetto inibitorio indotto da PAS (r=0.85, p=0.001)
(Figura 9, pannello A). Inoltre, l'efficacia di OCT e di PAS, testati singolarmente, correlava
direttamente con i risultati ottenuti testando la combinazione dei due farmaci (OCT vs. OCT+PAS:

r=0.90, p<0.001; PAS vs. OCT+PAS: r=0.81, p<0.01) (Figura 9, pannelli B e C).
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Figura 9. Correlazione tra gli effetti inibitori di OCT e PAS, da soli o in combinazione, sulla secrezione di GH.
(A) Correlazione tra l'inibizione della secrezione di GH indotta da OCT e quella indotta da PAS in undici
colture cellulari di tumore somatotropo. (B,C) Correlazione tra I’effetto di OCT (pannello B) e PAS (pannello

C) e l'effetto inibitorio della loro combinazione sulla secrezione di GH in 11 colture cellulari adenomatose.

[CTR, controllo; OCT, octreotide; PAS, pasireotide].

A supporto del ruolo predominante di SST2 nel mediare gli effetti sia di OCT che di PAS,
I'effetto inibitorio sulla secrezione di GH indotto da entrambi i composti correlava
significativamente e direttamente con I'IRS di SST2 (r=0.71, p<0.05, e r=0.78, p<0.01, rispettivamente)
(Figura 10, pannello A). Al contrario, non e stata trovata alcuna correlazione tra 1'efficacia dei due

composti e I'IRS di SSTs (OCT: r=0.22, p=0.52; PAS: r=0.39, p=0.23) (Figura 10, pannello B).



Infine, non e stata trovata alcuna correlazione statisticamente significativa tra 1'effetto
antisecretivo di OCT+PAS in vitro e I'IRS sia di SST2 che di SSTs (Figura 10, pannelli C e D),
nonostante la presenza di un andamento corrispondente ad una correlazione diretta tra l'efficacia

della combinazione e I'IRS di SST2 (r=0.57, p=0.063).
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Figura 10. Correlazione tra gli effetti inibitori di OCT e PAS sulla secrezione di GH e l'espressione proteica di
SSTasnei tumori somatotropi. (A,B) Correlazione tra I'IRS di SST: (pannello B) o I'IRS di SSTs (pannello C) e
I'effetto inibitorio di OCT e PAS sulla secrezione di GH in 11 colture cellulari adenomatose. (C,D) Correlazione
tra I'IRS di SST: (pannello C) o I'IRS di SSTs (pannello D) e I'inibizione della secrezione di GH indotta da
OCT+PAS nelle colture cellulari di tumore ipofisario GH secernente. [CTR, controllo; OCT, octreotide; PAS,

pasireotide; IRS, immunoreactivity score].



4.3. Espressione dei SST nelle cellule GH4C1

Per comprendere meglio il ruolo dei SST nella mediazione degli effetti di OCT e PAS (da soli
0 in combinazione) e i meccanismi intracellulari coinvolti, e stata utilizzata come modello di
adenoma ipofisario GH-secernente la linea cellulare GH4C1.

L’espressione dei SST sulle GH4C1 e stata valutata sia a livello genico, mediante qRT-PCR,
sia a livello proteico, mediante Western Blot. I risultati della qRT-PCR hanno rilevato 'espressione
dell'mRNA per SSTi, SST2 e SSTs, ma non per SSTs (Figura 11, pannello A). L’analisi mediante
immunoblot dei lisati di membrana delle cellule GH4Cl1, in condizioni basali, ha confermato i
risultati dell'mRNA, mostrando un’espressione costitutiva di SST1, SST2 e SSTs nelle cellule GH4C1,
in particolare un’espressione di SST 1.5 volte superiore a quella di SST: e SSTs (Figura 11, pannello

B).
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Figura 11. Espressione del'mRNA e proteica dei SST nelle cellule GH4C1. (A) Espressione dell' mRNA dei
SST. L’espressione genica dei SST e stata normalizzata su quella dei geni housekeeping GAPDH e 28S. (B)
Espressione proteica dei SST. Immunoblot rappresentativo che mostra la presenza di bande molecolari pari a

circa 45K, 150K e 75K corrispondenti a SST1, SST2 e SSTs, rispettivamente. [m.w., peso molecolare].



4.4. Effetto inibitorio degli SRL sulla proliferazione cellulare, sui livelli di cAMP e di

Ca?* nelle cellule GH4C1

Nelle cellule GH4C1, abbiamo osservato un effetto antiproliferativo statisticamente
significativo di OCT, PAS e OCT+PAS (10 M) rispetto alle cellule non trattate (CTR: 100% +2.0, OCT:
72.9% + 5.8, PAS: 77.1% + 3.2, OCT+PAS: 71.5% + 4.6; p<0.001 vs. CTR). Inoltre, tutti i trattamenti
hanno mostrato un’efficacia sovrapponibile (Figura 12, pannello A). E importante notare che la
combinazione OCT+PAS non solo non ha indotto un effetto additivo/sinergico sulla proliferazione
cellulare delle GH4C1, ma in accordo con 'indice di combinazione calcolato per I'effetto massimo
ottenuto (CI = 1.79; dose-risposta da 10 a 107 M), I'interazione tra i due farmaci e risultata essere

moderatamente antagonista (Figura 12, pannello B).
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Figura 12. Effetto di OCT (10M) e PAS (10 M), da soli o in combinazione equimolare, sulla proliferazione
cellulare nelle cellule GH4C1. Pannello A) Effetto antiproliferativo degli SRL nella linea cellulare GH4Cl1. I
dati sono espressi come media + SEM di quattro diversi esperimenti, eseguiti in triplicato, e riportati come

percentuale di inibizione rispetto al controllo. Pannello B) Curve dose-risposta sulla proliferazione delle cellule



GHA4C1 dopo 48 h di trattamento con OCT, PAS e la loro combinazione (intervallo di concentrazione 10-1°M —

10”M). [CTR, controllo; OCT, octreotide; PAS, pasireotide; ***p<0.001 vs. controllo].

Per valutare i pathway intracellulari attivati da OCT, PAS e dalla loro combinazione,
abbiamo valutato gli effetti dei trattamenti sull’accumulo di cAMP e sui livelli intracellulari di Ca?*
([Ca*]y).

In dettaglio, entrambi i composti, OCT e PAS (10°M) hanno indotto un’inibizione
significativa dei livelli intracellulari di cAMP in cellule GH4Cl1 trattate con IBMX (CTR: 100.0% + 2.5,
OCT: 46.0% + 5.2, PAS: 57.6% + 18.8; p<0.05 vs. CTR). La combinazione di OCT+PAS (alla
concentrazione equimolare 10-*M) e stata in grado di ridurre significativamente I’accumulo di cAMP
rispetto alle cellule non trattate, con un’efficacia simile a quella osservata per i due singoli farmaci
(OCT+PAS: 38.6% + 5.8; p<0.01 vs. CTR) (Figura 13, pannello A).

L’analisi della variazione di [Ca*]i in cellule GH4C1 perfuse con KCl, dopo 5 minuti di
pretrattamento con OCT e PAS (concentrazione 10-¥M), ha dimostrato che i due composti sono stati
in grado di ridurre il flusso di Ca? dipendente dalla depolarizzazione (rispetto alle cellule non
trattate), quando testati sia singolarmente che in combinazione (CTR: 100.0% + 14.1, OCT: 42.9% +
14.0, PAS: 49.1% + 6.8, OCT+PAS: 48.0% + 19.3; p<0.01 vs. CTR). Inoltre, 'efficacia di OCT e PAS, nel
ridurre i livelli intracellulari di Ca*, e risultata sovrapponibile e la combinazione dei due composti

e risultata simile a quella dei singoli trattamenti (Figura 13, pannello B).
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Figura 13. Effetto di OCT (10-8M) e PAS (10M), da soli o in combinazione equimolare, sui livelli intracellulari
di cAMP e di [Ca?]i nelle cellule GH4C1. Pannello A) Effetto inibitorio di OCT, PAS e OCT+PAS sui livelli di
cAMP nelle cellule GH4C1 trattate con IBMX. I dati sono espressi come percentuale di inibizione rispetto alle
cellule non trattate + SEM di tre diversi esperimenti condotti in triplicato. Pannello B) Istogrammi che
rappresentano la riduzione di [Ca?]i indotta dagli SRL in cellule stimolate con KCl, espressa come media (%)
+ SEM di 5 esperimenti indipendenti. [CTR, controllo; OCT, octreotide; PAS, pasireotide; *p<0.05, **p<0.01 vs.

controllo].



4.5. Effetto del BIM-23627 sull’inibizione della proliferazione cellulare e sulla

produzione di cAMP indotta dagli SRL nelle cellule GH4C1

Per studiare meglio il ruolo di SST2 nel mediare gli effetti di OCT e PAS, abbiamo utilizzato
I’antagonista selettivo per SST, il BIM-23627, da solo o in combinazione con entrambi i composti.

Come atteso, il BIM-23627 (10-*M), da solo, non ha avuto alcun effetto sulla proliferazione
cellulare delle GH4C1, mentre e stato in grado di contrastare significativamente I'inibizione della
proliferazione cellulare indotta da OCT, quando testato in combinazione equimolare (OCT+BIM:
88.7% + 5.6 vs. CIR, OCT: 72.9% + 5.8 vs. CTR; OCT+BIM vs. OCT p<0.01) (Figura 14, pannello A).
Allo stesso modo, la combinazione equimolare PAS+BIM-23627 ha portato ad una significativa
riduzione dell’effetto antiproliferativo indotto dal trattamento singolo con PAS (PAS+BIM: 90.1% *
5.7 vs. CTR, PAS: 77.1% #* 3.2 vs. CTR; PAS+BIM vs. PAS p<0.05) (Figura 14, pannello A).

Inoltre, il BIM-23627 da solo (concentrazione 10*M) non ha modificato i livelli intracellulari
di cAMP nelle cellule trattate con IBMX (BIM: 97.3% + 11.3 vs. CTR). Tuttavia, quando testato in
concentrazione equimolare (10*M), il BIM-23627 ha ridotto significativamente l'effetto inibitorio
sulla produzione di cAMP indotto sia da OCT (OCT+BIM: 85.6% + 12.2 vs. CTR, OCT: 37.9% + 3.7
vs. CTR; OCT+BIM vs. OCT p<0.001) che da PAS (PAS+BIM: 97.6% + 3.1 vs. CTR, PAS: 40.3% + 6.4

vs. CTR; PAS+BIM vs. PAS p<0.001) (Figura 14, pannello B).
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Figura 14. Effetto dell’antagonista selettivo per SST» (BIM-23627) sulla proliferazione cellulare e sulla
produzione di cAMP indotta dagli SRL nelle cellule GH4Cl1. Effetto di OCT (10 M), PAS (10M) e BIM-23627
(10*M), da soli o in combinazione, sulla proliferazione cellulare delle GH4C1 (A) e sui livelli intracellulari di
cAMP (B). I dati sono espressi come percentuale di inibizione rispetto alle cellule non trattate, riportata come
media + SEM di quattro (A) e tre esperimenti diversi (B) eseguiti in triplicato. [CTR, controllo; OCT, octreotide;
PAS, pasireotide; BIM, antagonista selettivo per SSTz; n.s., statisticamente non significativo; *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001 vs. controllo].



4.6. Internalizzazione di SST> e SSTs indotta da OCT e PAS nelle cellule GH4C1

Per spiegare ancora piu dettagliatamente i meccanismi biologici mediati dagli effetti di OCT
e PAS nel nostro modello cellulare, abbiamo valutato l'internalizzazione di SST2 e SSTs dopo
trattamento delle cellule con i due SRL (107M, 20 minuti di incubazione) mediante
immunocitofluorescenza. Prima dell’esposizione al farmaco, le cellule GH4C1 sono state colorate
con il cromoforo fluorescente lipofilico Vybrant™ Dil che colora il bilayer lipidico della membrana
cellulare in arancione-rosso. I risultati dell'immunocitofluorescenza nelle cellule non trattate hanno
evidenziato un elevato segnale giallo fluorescente sulla membrana cellulare dovuto alla co-
localizzazione tra i SST2 e SSTs (fluorescenza verde) e la membrana cellulare (fluorescenza rossa),
come atteso per i recettori GPCR non attivati (Figura 15, pannelli A e D). Dopo pochi minuti dal
trattamento sia con OCT che con PAS, la colorazione per SST: (verde) e risultata principalmente
intracitoplasmatica, suggerendo che entrambi i composti sono stati in grado di attivare ed
internalizzare in maniera consistente questo sottotipo recettoriale nelle cellule GH4C1 (Figura 15,
pannelli B e C). Al contrario, dopo 20 minuti di trattamento, SSTs risultava essere espresso
principalmente sulla membrana cellulare, suggerendo o un’internalizzazione e un recycling veloci,

0 una mancata attivazione di SSTs a seguito del legame con OCT e PAS (Figura 15, pannelli E ed F).
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Figura 15. Effetto del trattamento con OCT e PAS (107M per 20 minuti) sull’internalizzazione di SST2e SSTs
nelle cellule GH4C1. Fluorescenza rossa, membrana cellulare colorata con Dil; fluorescenza verde, SST. [CTR,

controllo; OCT, octreotide; PAS, pasireotide].



5. DISCUSSIONE

Nel nostro studio abbiamo descritto per la prima volta gli effetti del trattamento combinato
con OCT e PAS sulla secrezione di GH in colture primarie umane somatotrope. Abbiamo osservato
che, in campioni tumorali ottenuti da pazienti acromegalici, I'attivita inibitoria di OCT, PAS e
OCT+PAS era sovrapponibile.

E interessante notare che l'effetto antisecretivo dei due composti (testati da soli o in
combinazione) e risultato correlare significativamente e direttamente con I’espressione di SST2 (ma
non di SSTs), valutata mediante immunoistochimica su tessuto paraffinato.

Precedenti studi in vitro avevano gia dimostrato che SST2 rappresenta il bersaglio principale
dell'inibizione della secrezione ormonale indotta da PAS nelle cellule tumorali somatotrope
[65,62,63,79]. A questo proposito, Hofland e colleghi hanno descritto una correlazione diretta e
significativa tra 1'espressione dell'mRNA di SST: e Iattivita antisecretiva sia di OCT che di PAS [55].
In linea con questi risultati, piti recentemente il nostro gruppo ha confermato che l'espressione
dell’'mRNA di SST: correlava significativamente con 1'efficacia di OCT nel ridurre la secrezione di
GH in vitro, osservando un andamento simile anche per PAS [63]. Inoltre, nello stesso studio il nostro
gruppo ha osservato che la percentuale di riduzione del GH indotta dal trattamento delle differenti
colture cellulari con OCT risultava essere fortemente e direttamente correlata a quella indotta da
PAS (r=0.829, p<0.0001) [63]. E interessante osservare che quest'ultimo risultato & stato confermato
anche in questo lavoro (r=0.85, p=0.001).

Come menzionato in precedenza, nel presente studio abbiamo trovato una correlazione
significativa tra l'effetto antisecretivo di OCT e di PAS e 'espressione proteica di SST2nel tessuto

tumorale. Poiché i ligandi testati interagiscono direttamente con i recettori espressi sulla membrana



cellulare, questi risultati ottenuti a livello proteico rafforzano le osservazioni precedenti basate
sull’espressione recettoriale a livello di mRNA.

Il risultato pit rilevante del nostro studio, pero, e rappresentato dalla mancanza di effetto
additivo o sinergico della combinazione OCT+PAS nell’inibizione della secrezione di GH in vitro in
cellule tumorali somatotrope umane.

Inizialmente alcuni studi preclinici avevano dimostrato che la combinazione di agonisti con
affinita preferenziale per SST2 e SSTs poteva agire sinergicamente nell’inibire la secrezione di GH sia
in cellule ipofisarie fetali umane stimolate con GHRH che in cellule ipofisarie somatomammotrope
[54,80]. Quindi, sulla base dell’elevata affinita di legame di PAS per SSTs (nell’ordine della
concentrazione nanomolare) [43], e del ruolo di SSTs nel mediare gli effetti biologici di PAS, ben
descritti in altri tumori ipofisari (come i tumori corticotropi) [81], il trattamento combinato con OCT
e PAS nei tumori somatotropi sembrava poter apportare vantaggi rispetto al trattamento medico di
prima linea con OCT in monoterapia e quindi essere meritevole di ulteriori approfondimenti.

A questo proposito, i nostri risultati suggeriscono che I'effetto antisecretivo di OCT e di PAS
in vitro sia mediato dall’attivazione dello stesso recettore di membrana (SST2), non supportando
l'idea di eventuali studi clinici volti a valutare I'effetto del trattamento combinato con SRL di prima
e seconda generazione nell’acromegalia. In ogni caso, utilizzando il nostro modello sperimentale su
colture cellulari in vitro, non e stato possibile chiarire con certezza se i pazienti potrebbero beneficiare
del trattamento combinato OCT+PAS, valutato in termini di riduzione dei livelli plasmatici di IGF-
1 o di miglioramento degli effetti sul metabolismo glucidico indotti da PAS (come ipotizzato da altri
autori) [82,83].

Poiché le colture primarie di cellule somatotrope umane hanno generalmente un basso indice
di proliferazione in vitro [84] e quindi non sono idonee per test di proliferazione, per valutare I'effetto

additivo e/o sinergico della combinazione OCT+PAS sulla crescita tumorale, abbiamo utilizzato un



modello ben consolidato di tumore somatotropo murino, le cellule GH4C1. Analogamente all’effetto
del trattamento combinato sulla secrezione di GH nelle colture primarie, anche i test di
proliferazione sulle GH4Cl non hanno mostrato alcun effetto additivo e/o sinergico della
combinazione OCT+PAS, cosi come nessun effetto additivo/sinergico sulla modulazione dei
principali meccanismi intracellulari coinvolti a valle dell’attivazione dei SST (produzione di cAMP
e ilivelli di [Ca?7];). In dettaglio, abbiamo osservato che OCT e PAS sono stati in grado di ridurre la
proliferazione delle cellule GH4C1 in maniera pressoché sovrapponibile (circa -25% vs. controllo),
in linea con dati precedenti [85-87]. E interessante notare che la loro combinazione non ha mostrato
un effetto superiore rispetto al trattamento con i singoli composti, suggerendo, ancora una volta, che
gli effetti di entrambi i farmaci sulla proliferazione cellulare siano mediati dallo stesso meccanismo
biologico. A supporto del ruolo di SST> come bersaglio principale di entrambi i farmaci, anche
I'indice di combinazione degli effetti di OCT e PAS ha mostrato un antagonismo moderato tra i due
farmaci. Infatti, poiché anche studi precedenti identificavano il PAS come un agonista parziale per
SST:, e quindi plausibile che, testato in combinazione con OCT, PAS possa contrastarne lievemente
gli effetti [45].

Per studiare ulteriormente il ruolo di SST2 nel mediare la risposta di entrambi i farmaci nelle
cellule GH4C1, abbiamo utilizzato un antagonista selettivo di SST2 (BIM-23627), gia validato in studi
preclinici precedenti [48,88-90], da solo o in associazione con OCT e PAS. L’evidenza che il BIM-
23627 sia stato in grado di contrastare I’attivita antiproliferativa indotta sia da OCT che da PAS ha
sottolineato, ancora una volta, il ruolo principale di SST2 nel mediare I’effetto non solo di OCT, come
atteso, ma anche di PAS.

In linea con i dati sulla proliferazione cellulare, anche la valutazione di due fenomeni
coinvolti a valle dell’attivazione dei SST da parte degli SRL, quali la riduzione di cAMP e di [Ca*];,

non ha mostrato alcun effetto additivo/sinergico del trattamento combinato OCT+PAS rispetto al



trattamento con i singoli composti. Inoltre, poiché 1’antagonista selettivo per SST: in associazione ad
OCT e PAS e stato in grado di contrastare 1'effetto inibitorio dei due SRL anche sui livelli di cAMP,
i nostri dati sono stati in grado, non solo di descrivere un effetto funzionale (antiproliferativo)
indotto da OCT, PAS e dalla loro combinazione, ma anche di specificare un meccanismo
intracellulare successivo all’attivazione di SSTo.

Questi ultimi risultati rafforzano anche le nostre osservazioni sull’effetto di OCT, PAS e della
loro combinazione sulla secrezione di GH nelle colture primarie di tumore somatotropo testate.
Infatti, la via di trasduzione del segnale intracellulare, che coinvolge il cCAMP e la regolazione della
conduttanza ionica per prevenire 'aumento di [Ca*]i, € un meccanismo biologico fondamentale
coinvolto anche nell’attivita antisecretiva esercitata dagli SRL nei tumori somatotropi [10,15,91].

Complessivamente, I'efficacia sovrapponibile mostrata da OCT e da PAS sia sulla secrezione
di GH nelle colture primarie che sulla proliferazione della linea cellulare GH4C1, la mancanza
dell’effetto additivo o sinergico osservata con il trattamento combinato, cosi come l’antagonismo
completo mostrato dal BIM-23627 verso entrambi i composti, rappresentano risultati che, considerati
nel loro insieme, propendono a favore del ruolo predominante di SST> nel mediare le attivita
biologiche dei due SRL nei modelli testati.

Infine, allo scopo di evidenziare un potenziale ruolo specifico di OCT e PAS nella
modulazione delle dinamiche di internalizzazione dei SST, abbiamo studiato il trafficking di SST2 e
SSTs nelle cellule GH4C1. A questo proposito, studi precedenti condotti su modelli cellulari
transfettati con i SST (come le cellule HEK 230 e CHO-K1) oppure su cellule non ipofisarie che
esprimono SST endogeni (come la linea cellulare AR42]) hanno dimostrato che il PAS induceva
un’internalizzazione di SST: piut bassa sia rispetto ad OCT che alla SRIF endogena [46-48,92]. In
particolare, poiché I'internalizzazione recettoriale e mediata dalla fosforilazione di residui di serine

e treonine all’estremita C-terminale, uno studio di Poll e colleghi sulle cellule murine ipofisarie GH3



(una linea cellulare dalla quale derivano le cellule GH4C1) ha evidenziato una riduzione della
fosforilazione di SST: a seguito di trattamento con PAS, rispetto ad OCT e alla SRIF [48].
Contrariamente allo studio di Poll e agli studi condotti su linee cellulari transfettate, che mostrano
una ridotta internalizzazione di SST: a seguito di trattamento con PAS, nel nostro studio abbiamo
dimostrato che i trattamenti con OCT e PAS determinano, entrambi, una robusta internalizzazione
di SST: nelle cellule GH4C1, nonostante 1'utilizzo delle stesse condizioni sperimentali usate dagli
altri studi (analoga concentrazione di farmaco e simile tempistica di trattamento) [46,47]. Tuttavia, i
nostri risultati sono in linea con i risultati degli studi funzionali che hanno mostrato un’efficacia
simile di OCT e di PAS nelle cellule GH4C1, supportando cosi la forte attivazione di SST: esercitata
da entrambi i composti in questo specifico modello cellulare.

Questa nostra analisi mette in evidenza che, quando si valutano la fosforilazione, il
trafficking e le vie di trasduzione del segnale intracellulare dei SST, si possono presentare differenze
significative in diversi tipi di cellule, come gia sottolineato da altri autori [62,93,94]. Inoltre, altri
studi hanno enfatizzato le caratteristiche specie-specifiche dei SST, tra cui il diverso pattern di
fosforilazione di SST2 indotto dal ligando nel ratto rispetto a quello indotto sul medesimo recettore
nell'uomo [7,92]. Quindi, questa limitazione deve essere tenuta in considerazione, sebbene i nostri
risultati sulle cellule GH4C1 siano coerenti con le osservazioni ottenute sulle colture primarie umane
di tumore somatotropo. Purtroppo, ad oggi non sono disponibili linee cellulari immortalizzate che

derivino da tumori somatotropi umani da poter utilizzare negli studi preclinici.



6. CONCLUSIONI

Nelle colture primarie di tumori somatotropi, il trattamento combinato OCT+PAS e risultato
sovrapponibile ai singoli trattamenti nel ridurre la secrezione di GH. In accordo con questi dati,
abbiamo osservato gli stessi risultati valutando la proliferazione cellulare, I'accumulo di cAMP e la
modulazione di [Ca?']i nelle cellule GH4C1.

Nelle colture primarie umane I'effetto antisecretivo di OCT e PAS correlava
significativamente con l'espressione di SST: sui tessuti tumorali paraffinati; mentre nelle cellule
GH4C(1 I'antagonista selettivo per SST», testato in combinazione con OCT e PAS, ¢ stato in grado di
contrastare quasi completamente gli effetti di entrambi gli SRL.

Tutte queste evidenze suggeriscono come, nel nostro scenario sperimentale, OCT e PAS
sembrino agire prevalentemente attraverso SST>, deponendo cosi a sfavore di una eventuale utilita

di un trattamento combinato OCT+PAS, almeno per quanto riguarda I’acromegalia.
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