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Abstract

L’interazione tra ormoni pituitari, (Growth Hormon — Prolattina), ovarici (Estradiolo), fattori di
crescita, € alla base dei meccanismi della crescita neoplastica del seno. La letteratura ha
documentato I’espressione dell’asse mitogeno GH (Growth Hormon) /IGF1 (Insulin-Like Growth
Factor) e GHR (Growth Hormon Receptor )in misura superiore nei tessuti neoplastici rispetto ai
sani, con rapporto dose dipendente tra GH/IGF1/GHR e indice proliferativo e capacita invasive in
numerose neoplasie. Per cercare di migliorare la prognosi del tumore della mammella, ancora prima
causa di morte delle donne, abbiamo condotto ricerche sperimentali su un aspetto che riteniamo
ancora sottovalutato: il ruolo mitogeno del GH e la razionalita dell’impiego antitumorale della sua
inibizione mediante il suo antidoto fisiologico la somatostatina. Materiali e metodi: Sono stati
valutati 59 casi di carcinoma mammario suddivisi in “Alto Rischio” (20 casi), “Rischio Intermedio”
(13 casi) e “Basso Rischio” (6 casi) in base ad un algoritmo di predizione. E emerso che carcinomi
mammari ad alto e rischio intermedio di sviluppare recidive sono caratterizzati da un’over-

espressione di GH e del suo recettore (GHR). Conclusioni: I’over-espressione di GH-GHR nei
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tumori della mammella con rapporto proporzionale all’aggressivita conferma la possibilita di
migliorarne la prognosi associando al blocco estrogenico 1’inibizione dell’asse mitogeno GHI-GF1-

PRL mediante somatostatina e inibitori prolattinici D2R agonisti.

INTRODUZIONE

Su base endocrina, biologica, biochimica, e documentato ed evidente il ruolo primario sia nella
crescita fisiologica che neoplastica dell’asse GH-IGF1 e degli fattori di crescita correlati, VEGF-A,
EGF, GH correlati, in sinergismo con la prolattina, e nei tumori della mammella, con I’estrogeno. Il
GH é un ormone peptidico composto da 191 amminoacidi con un peso di 22. 005 Da, sintetizzato,

accumulato e secreto dalle cellule dell’ Adenoipofisi. Tra le numerose funzioni svolte dal GH:

regolazione della crescita dell’organismo

regolazione della proliferazione e differenziazione cellulare
— regolazione del metabolismo (di proteine, lipidi e carboidrati)

— aumento della sintesi proteica nelle cellule con meccanismi multipli tra cui:

e Attivazione di alcuni trasportatori di amminoacidi della membrana plasmatica
determinandone un maggiore ingresso nel citoplasma.

e traduzione degli mRNA cellulari anche in assenza di una concentrazione di amminoacidi
superiore alla norma,

e aumento della sintesi proteica da parte di ribosomi

Il GH e il principale mediatore della crescita postnatale delle cellule somatiche [1], i suoi effetti
sulla crescita e differenziazione cellulare sono mediati attraverso l'interazione col recettore (GHR)
[1-2] che attiva vie di trasduzione del segnale critiche per la crescita cellulare e la sopravvivenza
compresi i trasduttori del segnale (JAK-2 / STAT), la cascata della proteina chinasi mitogeno
attivata ( / P44 / 42 (MAPK - Mitogen-Activated Protein Kinase), e della fosfoinositide 3-chinasi
(PI13K) [1-2]. Il recettore del GH appartiene alla grande famiglia dei recettori delle citochine o
ematopoietici, che non contengono il dominio della tirosin-chinasi nella loro regione citoplasmatica.
La famiglia dei recettori di GH\citochine (Classe I) e la famiglia dei recettori di interferone (Classe
I1) condividono sia caratteristiche strutturali, recentemente identificate, che comuni vie di
trasduzione del segnale. Inoltre, entrambe le classi di recettori sono associate con vari membri della

famiglia delle Janus tirosin chinasi e attivano una nuova famiglia di fattori di trascrizione, noti come



trasduttori e attivatori della trascrizione, i quali mettono in relazione i ligandi all'attivazione
dell’espressione genica [3].
Per capire le azioni del GH é fondamentale conoscere la struttura e 1’espressione del suo recettore.
La clonazione e il sequenziamento del recettore GH ha dimostrato che tale recettore non e omologo
ad altri recettori di funzione nota, ma e un dato scientificamente e clinicamente rilevante per i suoi
riflessi terapeutici ’omologia recettoriale Growt Hormon - Prolattina. Un’ampia distribuzione con
concentrazioni variabili dei GHR & stata osservata in molti tipi di cellule sia normali che
neoplastiche, con netta e significativa prevalenza nelle cellule tumorali proporzionale all’indice
proliferativo e alla capacita invasiva e metastatizzante [4].
Non tutte, ma la maggioranza delle cellule che esprimono recettori della membrana citosolica e
citoplasmatici del GH, ne hanno anche un’espressione nucleare. In generale, I’espressione di GHR &
ricercata con varie tecniche immunoistochimiche, molecolari, western blot, scintigrafiche, ecc. Con
un affinamento delle tecniche € ipotizzabile che si possano individuare GHR nucleari in tutte le
cellule. E stata anche documentata la sintesi citoplasmatica di GHR a livello del reticolo
endoplasmatico e dell’apparato di Golgi [5]. E stato mostrato che il GH nel siero circola
complessato con GHBP (Growth Hormone-Binding Protein) [6-7].la GHBP sierica umana contiene
la porzione extra cellulare del GHR e puo essere prodotta da uno specifico taglio proteolitico del
dominio extracellulare del GHR [8]. La porzione proteica extracellulare che lega I’ormone ¢ quindi
comune sia al GHR che al GHBP. Anche il recettore nucleare possiede la stessa porzione proteica
che lega il GH presente sia nel GHR che nel GHBP [9]. La presenza di GHR nel nucleo suggerisce
che il GH internalizzato nella cellula pud modulare la trascrizione di specifici geni. E altamente
probabile un effetto diretto del GH nell’espressione genica. Il GHR condivide due proprieta dei
proto-oncogeni:
1) la lunghezza della regione 5’ non tradotta del cDNA del recettore e significativamente piu
lunga della media
2) Il GH possiede due siti di inizio della trascrizione a monte del sito di inizio della traduzione.

Entrambe queste caratteristiche sono in comune nell’mRNA che codifica per proto-

oncogeni.
L’espressione del gene IGF-1 e regolata diversamente dal GH in differenti tessuti [10]. La
dipendenza dal GH di IGF-1 e stata ampiamente confermata negli esseri umani. In pazienti con
completa deficienza di GH, i livelli di IGF-1 sono sempre diminuiti, con i livelli pit bassi trovati
nei pazienti con il nanismo di Laron in cui mancano i GHR [11]. La somministrazione di GH induce
un aumento nell’IGF-1 nei pazienti responsivi al GH. Tuttavia non & necessaria la co-localizzazione
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di IGF-1 e GHR poiché il ruolo del GH nelle cellule tumorali puo essere di regolare la funzione
delle cellule mature piuttosto che promuovere la proliferazione cellulare mediante la sintesi locale
di IGF-1. Questi due ormoni non sempre agiscono in serie; in alcuni tessuti la sintesi di IGF-1 é
indipendente dal GH [12], malgrado il fatto che questi tessuti possiedono il GHR, come evidenziato
da una potente mitogenesi indipendente da IGF-1 in risposta al GH [13]. Devono essere
approfonditi gli studi per stabilire se, e in quali condizioni, in quali tessuti il GH possa agire
indipendentemente dalla sintesi di IGF-1 nelle cellule tumorali umane.

Elevata concentrazione del recettore é stata costantemente osservata anche in linee cellulari derivate
da tessuti in fase di crescita esponenziale. La proteina che lega il GH nel nucleo risulta avere gli
stessi siti di legame per i GHR citoplasmatici e di membrana. L'asse GH / IGF-1 € il principale
mediatore della crescita somatica, e durante l'infanzia svolge un ruolo essenziale nello sviluppo
della ghiandola mammaria regolando la proliferazione cellulare, differenziazione e apoptosi [14]. E
pertanto un’evidenza scientifica nella genesi tumorale il ruolo determinante dell’asse GH / IGF-1
[15], e la sua stretta interazione recettoriale, funzionale, proliferativa con I’altro increto ipofisario la

prolattina. con altri fattori di crescita Gh correlati come VEGF, EGF.

Revisione degli sudi clinici e sperimentali a conferma delle proprieta mitogene del GH e dei

relativi meccanismi d’azione biochimici e molecolare

— Nei carcinomi del seno

— L’espressione GHR ¢ associata alla trasformazione maligna della ghiandola mammaria in
rapporto dose dipendente [5];

—  GH umano ricombinante aumenta la proliferazione nei tumori del seno [16];

— incremento di incidenza e aggressivita di neoplasie maligne secondarie tra cui seno in pazienti
del Childhood Cancer Survivor Study trattati con rhGH per massimizzare la crescita [17-20];

— IGF-1, il mitogeno che funge da intermediario nell’azione del GH, e sovra espresso nel
carcinoma della mammella e il legame di IGF-1 e piu elevato nel tessuto tumorale mammario

rispetto al tessuto normale adiacente [21-22];



nel carcinoma mammario umano ¢ stata identificata I’espressione della proteina e dell’'mRNA di
GHR [23-24];

linee cellulari di carcinoma mammario producono e secernono IGF-1 [25];

e documentato che il GH umano ricombinante aumenta la proliferazione nei tumori del seno
[16];

I’aumento dei livelli di HGHR mRNA in campioni di carcinoma mammario umano rispetto al
tessuto normale adiacente [26];

la RT-PCR e L’analisi Western hanno dimostrato I'espressione di GHRH e del suo recettore nel
tessuto del cancro al seno, e antagonisti di GHRH inibiscono la crescita dei tumori [27]

le proteine che regolano la secrezione di hGH da parte dell'ipofisi sono state implicate nella
neoplasia mammaria [28-29];

I’induzione all’espressione forzata di Pit-1 aumenta l'espressione di GH mRNA e della
proliferazione nelle cellule di carcinoma mammario umano [30];

il Gh favorisce I’immortalizzazione di linee cellule epiteliali mammarie attraverso 1’incremento
dei livelli di mRNA e di proteine della subunita catalitica della telomerasi, hnTERT [31-33];

il GH autocrino inibisce i meccanismi di ancoraggio e adesivita nelle cellule di carcinoma
mammario e di crescita tumorale in vitro [34], [35];

I’espressione di hGH autocrino soddisfa quindi i criteri per essere considerata come un
oncogene per cellule mammarie umane [5];

I’espressione di GH in cellule MCF-10A sconvolge la normale architettura acinare mammaria
inducendo un riempimento del lume per sovvertimento dell’architettura e dell’ordine
proliferativo [2];

GH aumenta la metastatizzazione di carcinomi mammari mediante 1’interruzione del contatto
cellula — cellula e aumento della migrazione e invasione cellulare [35];

IGF-1( GH-correlato), € sovra espresso nel carcinoma della mammella [22];

GH e piu elevato nel tessuto tumorale mammario rispetto al tessuto normale adiacente[21];
recenti studi hanno dimostrato che I'espressione GH puo aumentare l'attivita della telomerasi ed

estendere la capacita replicativa di una linea cellulare epiteliale mammaria primaria [31];

In generali nelle neoplasie

GH aumenta significativamente I’espressione del proto-oncogene c-myc [36];
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GH ad alta concentrazione accelera direttamente la crescita del sarcoma osteogenico inducendo
parallelamente elevati livelli di somatomedine [37-38];

GH accelera la crescita del mieloma multiplo [39];

I’asse GHI/GF1 ¢ altamente rappresentato nel tessuto polmonare neoplastico umano ottenuto
subito dopo chirurgia, rispetto al tessuto polmonare circostante sano [40];

livelli plasmatici elevati di GH sono stati documentati in numerose neoplasie umane [41-42];

nei tumori ossei € stata documentata un’aumentata concentrazione di GH [38];

nel mieloma multiplo ¢ stata riscontrata un’alta, significativa concentrazione di GH [39];

nel tessuto polmonare neoplastico umano ottenuto subito dopo chirurgia, si sono riscontrate
concentrazioni di IGF-1- GH dipendente, nettamente maggiori rispetto al normale tessuto
circostante [40];

incremento di incidenza e aggressivita del Linfoma di Hodgkin e del cancro del colon-retto in
pazienti trattati con hGH durante I'infanzia o nella prima eta adulta [43];

IGF-1 e sovraespresso nei carcinomi del colon ed [44];

diversi studi clinici e case reports hanno evidenziato un’aumentata incidenza di polipi,
adenomatosi del colon e carcinoma del colon in pazienti con acromegalia [45-48];

I’espressione dei GHR ¢ stata accertata nella membrana cellulare, nel citoplasma, nel nucleo di
tessuti normali e in maggiore concentrazioni nelle cellule tumorali [5];.

I’espressione del GH autocrino promuove la proliferazione cellulare [34];

GH autocrino € il primo esempio di un gene umano che puo sia potenzialmente immortalare e
sia trasformare oncogenicamente la cellula epiteliale umana [5];

il GH promuove la conversione fenotipica di cellule da una morfologia epiteliale a
mesenchimale (EMT) con l'acquisizione di un fenotipo migratorio e invasivo
epiteliomesenchimale, attraverso la down regolation di plakoglobin, rilocalizzazione di E-
caderina al citoplasma, e una maggiore attivita delle metalloproteasi 2 e 9 della matrice (MMP)
[35], [49-50];

GH promuove la migrazione delle cellule endoteliali e I'angiogenesi, aumenta i livelli di VEGF-
A mRNA e [51] (Fig. 3) mediante down-regulation della trombospondina 1 (TSP1) inibitrice
del fenotipo angiogenico [52];

la trasduzione di GH determina una significativa induzione di numerosi geni di induttori
angiogenici come la sintasi endoteliale ossido nitrico (eNOS), e di fattori di crescita angiogenici

come VEGF e fattore di crescita basico dei fibroblasti (bFGF) mentre [I'analisi



immunoistochimica ha rivelato un aumento della densita capillare e proliferazione cellulare
[53];

— P’asse GH/IGF-1 ha un effetto protettivo contro la morte cellulare programmata indotta da
radiazioni [54-55];

— GH inibisce percorsi di apoptosi regolando negativamente geni di arresto della crescita cellulare
come gadd153 / CHOP (C / EBP) proteggendo cosi le cellule tumorali anche dallo stress
ossidativo [56];

— GH e radioprotettivo in diverse linee cellulari di carcinoma mammario [51];

— inoltre, la sovraespressione di HGHR mRNA e di proteine predice la risposta alla radioterapia
nel carcinoma rettale [57];

Si pud ormai estendere nei tumori del seno, il concetto di Asse proliferativo binario GH/IGF1 ad
Asse quaternario GH/IGF1/PRL/ER. E’ ormai documentato infatti il sinergismo mitogeno
dell’Ormone della crescita col Fattore di crescita Simil Insulinico-1, con la Prolattina e gli Estrogeni
nei tumori del seno. [58].Riteniamo utile ripetere e sottolineare il dato che la maggior parte degli
effetti mitogeni del GH nelle cellule somatiche oltre che dal IGF-1 epatico ¢ mediata dall’induzione
dell’espressione di altri fattori di crescita come EGF [59], e di VEGF-A [60]. Il legame tra GH e
GHR oltre alla documentata regolazione positiva di IGF1, EGF, VEGF attiva la trasduzione di
segnale di diversi pathway tra cui JAK-2/STAT, MAPK, PIK3.

E significativo il dato documentato che gli acromegalici abbiano un aumentato rischio di cancro del
colon-retto [61]. Nel 40% delle pazienti affette da cancro al seno sono stati osservati elevati livelli
sierici di GH [62] e conseguentemente di IGF-1, [15], [63-64]. Anche in altre neoplasie, come le
malattie linfoproliferative, ¢ documentata 1’espressione di GHR coerentemente con la sua presenza
in linfociti umani coltivati (IM 9 cell line) evidenziata con ligandi radiomarcati [65]. L’asse
GH/IGF-1 modula anche il sistema immunitario anche se non sono state evidenziate le modalita e i
rapporti proporzionali di questa interazione. GH regola direttamente la funzione dei linfociti
mediante il proprio recettore [66], o con azione mediata da IGF-1 [67]. L’aumento di GHR nei
melanociti, nevi, melanomi primari e melanomi metastatici evidenzia la sua attivazione della
progressione tumorale anche in queste patologie. L’espressione di GHR sia nell’iperplasia
prostatica benigna, che nel carcinoma della prostata & proporzionale, con rapporto dose dipendente
con I’aggressivita e 1’indice proliferativo di questi cloni cellulari [68-70]. Per confermare

sperimentalmente e valorizzare clinicamente questi dati scientifici la Fondazione Giuseppe Di Bella
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ONLUS (nata per la ricerca medico — scientifica senza fini di lucro)ha formulato un progetto di
ricerca e ne ha affidato la conduzione all’istituto di Anatomia patologica della nostra Universita.
Lo studio e stato finalizzato a ricercare nei cloni cellulari neoplastici del seno 1’espressione di GH ¢
GHR. La ricerca era volta anche ad accertare la relazione positiva, 1’eventuale rapporto dose
dipendente tra concentrazione di GH, GHR, aggressivita, indice proliferativo, resistenza e
metastatizzazione, verificando, cosi, la razionalita e le basi scientifiche dell’impiego del suo

fisiologico inibitore, la somatostatina e analoghi.

Lo scopo del progetto era quello di testare I’espressione di un set di geni correlati con il pathway di
GH tramite protocolli di real-time quantitative PCR partendo da tessuti umani fissati in formalina e

inclusi in paraffina.

Materiali e metodi
Studio dell’espressione del GH e del suo recettore nei carcinomi mammari —

Sono stati valutati 59 casi di carcinoma mammario selezionati in “Alto Rischio” (20 casi), “Rischio
Intermedio” (13 casi) e “Basso Rischio” (6 casi) in base ad un algoritmo di predizione messo a
punto presso il laboratorio di Biologia Molecolare del nostro Ospedale. Sono stati analizzati gli
mRNA di 18 geni: GHR, GH1, TFF3, IGF1, BCL2, GHRH, GHRHR, HGF, HOXA1, KI67,
PDGFA, PRL, PRLR, VEGFA, SERF1, FGF18, PRC1, MMP9. | geni ACTB e B2M sono stati

utilizzati come geni housekeeping.

L’RNA ¢ stato quindi estratto da 4 fette di tessuto da 20pum fissato in formalina e incluso in
paraffina. Brevemente, in seguito alla paraffinatura tramite passaggi in xilolo ed etanolo, il
campione é stato estratto utilizzando il kit High Pure miRNA Isolation Kit (Roche Applied Science)
ed eluito in 50 pl di Elution Buffer.

L’RNA cosi estratto ¢ stato quindi retro trascritto tramite il Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit (Roche Applied Science) ed il cDNA ottenuto e stato analizzato tramite Real-Time
gPCR. | primers sono stati disegnati utilizzando i software Primer3, repeatmasker, Mfold,
PrimerBlast. Un gene é stato considerato up-regolato con un fold-change (FC) >2, mentre & stato
considerato down-regolato con FC<-2. I risultati ottenuti sono stati analizzati tramite DataAssist v
3.01.



E emerso che carcinomi mammari ad alto e rischio intermedio di sviluppare recidive sono

caratterizzati da un’over-espressione di GH e del suo recettore (GHR).

Risultati

Sulla base di questo studio, i casi classificati come “Alto rischio” e “Rischio Intermedio” mostrano

una overespressione (FC >2) dei geni GH e GHR rispetto ai campioni classificati come “Basso

Rischio” (Figure 1-3). Il gene GHRH é risultato essere invece down-regolato (FC <-2) nei gruppi

“Alto rischio” e “Rischio intermedio” (Figure 1-3).
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Lo stesso risultato ¢ stato osservato considerando come un unico gruppo i campioni “Alto Rischio”
e “Rischio Intermedio” e confrontandoli con il profilo d’espressione dei campioni a “Basso
Rischio” (Figura 2). GH e GHR sono risultati essere up-regolati (con un FC rispettivamente di 5, 95
e 5, 88 volte), mentre GHRH e risultato down-regolato (FC= -2, 58).
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Figura 3. Volcano plot mostrante 1’over-espressione del GH e GHR (punti rossi) e la down-
regolazione del GHRH (punto verde) nei gruppi “Alto rischio” e “Rischio Intermedio”.
I geni HOXA1 e PRCL risultano essere rispettivamente up-regolato (FC>2) e down-regolato (FC<2)

nel gruppo “Rischio intermedio” ma non in quello “Altro rischio” (Figura 1A).

Discussione

Considerando che ulteriori casi devono essere analizzati per avere dati definitivi, da questa prima
analisi effettuata e emersa una chiara conferma dei dati emergenti in letteratura relativamente alla
over-espressione sistematica di GH, IGF1, GHR non solo nei carcinomi della mammella, ma in
tante forme tumorali anche istologicamente dissimili. La nostra ricerca ha confermato che in
generale carcinomi mammari a rischio alto e intermedio di recidive sono caratterizzati da un’over-
espressione di GH e del suo recettore (GHR). Una convalida evidente anche se indiretta viene da
recenti studi clinici osservazionali retrospettivi. Questi hanno confermato e documentato sia nei
tumori della mammella [71-73], che in tante altre neoplasie non neuroendocrine, come sarcomi
[74], glioblastomi [75], neuroblastomi [76], carcinomi cervico-facciali [77], tumori esofagei [78],
carcinomi polmonari non a piccole cellule [79], leucemie linfatiche croniche [80-81], linfomi
Hodgkin e Non Hodgkin [82] I’evidente efficacia antitumorale dell’inibizione del GH, mediante il

suo fisiologico antidoto, la somatostatina.
Conclusioni

Questi dati sperimentali e clinici, coerenti con la funzione biologica del GH, confermano
ulteriormente 1’induzione oncogena della sua over-espressione e il rapporto dose dipendente tra la
entita dell’espressione di GH/IGF1/GHR e caratteristiche proliferative e aggressive dei cloni
neoplastici, [83].Anche Il GH autocrino attraverso la regolazione differenziale dell'espressione
genica regola meccanismi molecolari e biochimici vitali come la crescita cellulare e la
sopravvivenza, la migrazione e l'invasione, la transizione epiteliomesenchimale (EMT), il
potenziale replicativo e la trasformazione oncogenica . Sono noti i geni che il GH autocrino
regola positivamente o negativamente per indurre 1’ oncogenesi. [84].

Queste evidenze scientifiche validano pertanto pienamente la razionalita dell’impiego generalizzato
in oncoterapia della somatostatina che agisce indifferentemente e parimenti sul GH pineale e su
quello autocrino del tutto indipendentemente dalla presenza 0 meno di SSTR nelle cellule
neoplastiche. Essendo over-espressi, anche se in misura diversa, in tutte le neoplasie, il GH e i
fattori di crescita correlati, con attivazione di numerose vie di segnalazione proliferative e
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angiogeniche, e logica la regolazione negativa del GH mediante la somatostatina che si estende ai
fattori di crescita correlati, come ormai documentato ampiamente in letteratura.

E’ pertanto giustificato 1’impiego antitumorale generalizzato della somatostatina, in quanto
antagonizza i denominatori comuni, e fattori causali di tutte le neoplasie, 1’over-espressione
dell’asse Growth hormon- Growth Factors correlati. Nei tumori della mammella la stretta
interazione recettoriale del GH con la prolattina e funzionale con I’estrogeno, comportano nel
contesto di una strategia multiterapica I’inibizione sinergica di GH-GF con
somatostatina/octreotide, della prolattina con agonisti dei D2R, ed estrogenica mediante analoghi di
FSH-LH e inibitori delle aromatasi, con deciso progresso nella terapia di questi tumori [71-73]. Nei
carcinomi mammari monitorati a 5 anni, questa multiterapia biologica sinergicamente potenziata
dalle funzioni citostatiche, differenzianti, immunomodulante, trofiche, della Melatonina, Soluzione
di retinoidi in vitamina E, Vitamina D3, vitamina C, ( Metodo Di Bella), in assenza di rilevante
tossicita, ha significativamente migliorato qualita di vita, risposta obiettiva e sopravvivenza rispetto
agli stessi stadi delle neoplasie del seno trattate con i protocolli oncologici convenzionali [71-73].
Richiamiamo 1’attenzione su questi concetti € su questi dati nell’intento di migliorare la prognosi
nelle neoplasie in generale e nel caso specifico dei carcinoma della mammella, che rappresentano
ancora oggi, in tutto il mondo, la prima causa assoluta di morte delle donne a dimostrazione delle
carenze delle attuali misure terapeutiche e della necessita di superare questi gravi limiti oncologici

con la valorizzazione terapeutica di evidenze scientifiche ancora sottovalutate .
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