
Scheda di sintesi della Tesi: 

 

“L’integrazione di AdipoRon nella terapia con Gemcitabina per il trattamento del PDAC 

& l’ereditarietà del centromero nella stabilità del genoma: possibili approcci terapeutici 

per la cura del cancro in Medicina di Precisione”  

 

Nel corso degli anni, la Medicina di Precisione ha acquisito grande importanza affermandosi 

come "il futuro della Medicina". Diversamente dall'approccio terapeutico tradizionale, che, 

con meno considerazione per le differenze intrinseche presenti tra i singoli individui, è 

universale e propone “una cura uguale per tutti”, usando strategie di trattamento e prevenzione 

sviluppate sulla meta-analisi dei dati derivati dai pazienti; la Medicina di Precisione offre una 

terapia ottimizzata che invece tiene conto delle caratteristiche e dell'individualità di ciascun 

caso/paziente. [1] Nonostante la sfida, questo approccio terapeutico è attualmente impiegato in 

diversi campi medici ed in particolare in Oncologia, rivoluzionando completamente la ricerca 

e la clinica. Ad oggi, i tipi di trattamento appartenenti alla Medicina di Precisone più utilizzati 

in Oncologia sono: i) la terapia farmacologica mirata, che fa uso di farmaci progettati per 

colpire un bersaglio specifico sulle cellule tumorali; ii) l'immunoterapia, che viene utilizzata 

per aiutare il sistema immunitario del paziente ad attaccare la neoplasia. Purtroppo, mentre 

determinati tipi di tumore hanno risposta limitata all'immunoterapia, l'identificazione di nuovi 

bersagli terapeutici è particolarmente lenta sia a causa dell'alto tasso di fallimento sia per i costi 

eccessivi. [2] Pertanto, nuovi approcci terapeutici sono necessari per lotta contro il cancro.  

Prendendo in considerazione quanto sopra menzionato, la mia Tesi di Dottorato è struttura in 

due parti: la prima incentrata sullo studio di un possibile approccio terapeutico alternativo per 

il cancro del pancreas, una delle neoplasie più letali; la seconda parte, invece, sulla 

caratterizzazione della proteina centromerica A (CENP-A), la variante del canonico istone H3, 

che risulta essere pienamente coinvolta nella stabilità del genoma ed è considerata un 

promettente bersaglio terapeutico per la cura del cancro.  [3-4] 

In dettaglio, la parte I riporta i dati pubblicati in Ragone et. al.,2022 riguardanti il trattamento 

combinatorio AdipoRon e Gemcitabina nell’adenocarcinoma duttale pancreatico (PDAC). [5] 

Il PDAC rappresenta quasi la totalità dei casi di tumore al pancreas e anche se l’incidenza del 

tumore del pancreas non è tra le più alte, la prognosi del PDAC è fatale. [3] Il tasso di 

sopravvivenza a 5 anni, infatti, non supera il 10% sia per la diagnosi tardiva, che avviene 

solitamente in fase avanzata quando il tumore è inoperabile, sia per le poche opzioni 

terapeutiche disponibili. [6-8] Infatti, il PDAC purtroppo mostra poca responsività alla terapia 



farmacologica mirata e all’immunoterapia, che ad oggi rappresenta la strategia più innovativa 

e promettente nella lotta contro i tumori, a causa dell’eterogeneità genetica e del complesso 

microambiente tumorale, che difende il tumore dall’attacco del sistema immunitario. [9-10] 

Quindi, la chemioterapia costituisce l'unico approccio terapeutico marginalmente efficace e la 

Gemcitabina è di fatto ancora oggi il farmaco d'elezione per la cura del carcinoma pancreatico. 

[11] Di contro, però, il suo uso massivo ha portato ad un basso tasso di risposta e 

all'acquisizione di meccanismi di resistenza del tumore. [12-13]  

Per le suddette ragioni, identificare nuove strategie terapeutiche per la cura del PDAC 

costituisce oggetto di grande interesse scientifico.  

In aggiunta, AdipoRon, il primo agonista sintetico oralmente attivo dei recettori 

dell’adiponectina, è stato recentemente proposto come agente anticancro in molti tumori, 

compreso il PDAC. [14-18] Perciò, per avvalorare e supportare il suo potenziale terapeutico e 

proporre una nuova potenziale strategia terapeutica alternativa per il PDAC, ho investigato 

sulla sua interazione farmacodinamica con la Gemcitabina nelle linee cellulari umane di 

PDAC. [5] 

Inizialmente, AdipoRon è stato testato nelle linee cellulari, MIA PaCa-2 e Panc-1, e in accordo 

con i dati presenti in letteratura, si è dimostrato capace di inibire la crescita cellulare e di 

rallentare al progressione del ciclo cellulare. Successivamente, AdipoRon e Gemcitabina sono 

stati combinati in tre diverse condizioni per ogni tipo cellulare, ed in ognuna, l'azione 

antiproliferativa è risultata essere maggiore che in risposta ai singoli trattamenti.  

Per definire il tipo di interazione farmacodinamica, è stato calcolato il combination index (CI) 

secondo l'analisi CompuSyn. Il CI ha suggerito una potenziale sinergia tra le due molecole. 

Inoltre, per monitorare la capacità di queste cellule di crescere in maniera indipendente 

dall’ancoraggio, l'effetto della combinazione è stato testato anche sulla capacità di riduzione 

del potenziale clonogenico delle linee cellulari in esame. Il saggio ha dimostrato che il 

trattamento combinatorio presentava una maggiore efficacia anche in questi termini.  

Inoltre, per cercare di comprendere come il co-trattamento esercitava una maggiore azione 

antiproliferativa rispetto ai singoli trattamenti, l’analisi del ciclo cellulare ha evidenziato che 

entrambe le molecole mantenevano le proprie peculiarità nel trattamento combinatorio. Infatti, 

la popolazione trattata simulatamente con entrambi presentava caratteristiche intermedie 

rispetto a quelle trattate con i singoli, che erano rispettivamente l’accumulo in G0/G1 esercitato 

da AdipoRon ed il blocco della fase S causato dalla Gemcitabina. La sommatoria di questi due 

eventi nella popolazione trattata con la combinazione si traduceva in effetti in un maggiore 

rallentamento della crescita cellulare.  



 Esperimenti mirati alla caratterizzazione dei meccanismi d'azione alla base dell'effetto 

combinatorio, hanno poi messo in evidenza un coinvolgimento dei pathways delle MAPK, in 

particolare quello di p44/42. Evidenza supportata soprattutto dalla riduzione dell'efficacia del 

co-trattamento in presenza del composto PD98059, noto inibitore di MEK1/MEK2.  

A sostegno dell'impiego di AdipoRon come partner ideale nella terapia combinatoria con 

Gemcitabina, i dati ottenuti hanno messo inoltre in risalto un’evidenza di un certo rilievo, 

ovvero che il co-trattamento preveniva la crescita cellulare e la formazione di colonie anche 

nella linea MIA PaCa-2 resa resistente alla Gemcitabina. 

Complessivamente, i risultati riportati nella parte I del lavoro di Tesi forniscono prova di una 

maggiore efficacia di AdipoRon e Gemcitabina nel contrastare la progressione del tumore 

PDAC quando sono combinate e, oltre a supportare l’azione antineoplastica di AdipoRon, ne 

riconoscono un ulteriore nuovo uso nella terapia dell’adenocarcinoma pancreatico come 

potenziale partner della Gemcitabina in terapia combinata in casi di tumori resistenti e non al 

chemioterapico.  

Infine, considerando l'attuale status orfano di questa malattia, scoprire strategie farmacologiche 

nuove e più efficaci potrebbe aiutare a migliorare sia la prognosi dei pazienti PDAC che la 

sopravvivenza. A questo proposito, i promettenti risultati ottenuti in vitro in questo studio sono 

incoraggianti per lo sviluppo di futuri studi supplementari volti ad affrontare la fattibilità della 

combinazione AdipoRon e Gemcitabina per l'approvazione nella pratica clinica. 

La parte II del lavoro di Tesi, invece, riporta i risultati ottenuti a riguardo del progetto su CENP-

A, di cui mi sono occupata nell’ultimo anno del mio Dottorato di Ricerca durante l’Internship 

con il programma Erasmus+ al Max Planck Institute of Molecular Physiology di Dortmund, in 

Germania, presso Dipartimento di Biologia Cellulare Meccanicistica diretto dal Prof. Dr. 

Andrea Musacchio.  

CENP-A è la variante centromerica dell’istone H3 e svolge un ruolo cruciale nell’ereditarietà 

del centromero, il locus specializzato dei cromosomi che dirige l’assemblaggio del complesso 

proteico del cinetocore, fondamentale per la corretta trasmissione del genoma durante la 

divisione cellulare. [19-21] Specificamente, CENP-A interagisce in maniera selettiva con il 

complesso di proteine noto con il nome di “Constitutive Centromere Associated Network” 

(CCAN). Il CCAN costituisce la parte più interna del cinetocore, “inner kinetokore”, ed è 

necessaria per la formazione della parte più esterna, “outer kinetokore”, che rappresenta 

l’interfaccia per il legame con i microtubuli. Recenti lavori strutturali hanno delucidato 

l’organizzazione delle subunità del CCAN. [22] Come il CCAN interagisca con CENP-A, 

tuttavia non è noto. Dati presenti in letteratura riportano che CENP-A, similmente ad H3, 



interagisce con l’istone H4 e può essere assemblato nel “classico” nucleosoma ottamerico. [23] 

La localizzazione dei nucleosomi di CENP-A al centromero, tuttavia, non dipende da una 

specifica sequenza di DNA. Piuttosto, è stato dimostrato che CENP-A viene ereditato 

attraverso un meccanismo epigenetico che richiede un particolare sistema composto dal suo 

chaperone, HJURP, e un complesso proteico, “MIS18 complex”. [24]  

Nelle cellule umane, la deposizione del nuovo CENP-A ad opera di HJURP e MIS18 complex 

avviene nella fase G1 del ciclo cellullare, ed è quindi temporalmente disaccoppiata dalla 

replicazione del DNA, che avviene in fase S. La quantità del nuovo CENP-A depositato in G1 

è simile alla quantità del CENP-A già presente sulla cromatina, suggerendo che quest’ultimo 

modelli la reazione di deposizione. [25] Questo concetto è consistente con un meccanismo di 

natura epigenetica, in cui è il CENP-A preesistente, piuttosto che una specifica sequenza di 

DNA, a dirigere la deposizione sulla cromatina della nuova proteina. Questo spiega perché i 

livelli di CENP-A si mantengono constanti durante le successive divisioni cellulari.  

I meccanismi di deposizione di CENP-A sulla cromatina non sono ben caratterizzati.  Prima 

della nuova deposizione, è probabile che il CENP-A esistente sui cromosomi sia incorporato 

in un nucleosoma ottamerico contenente due molecole (protomeri) di CENP-A. Il CENP-A 

appena depositato fa anche parte di un nucleosoma o adotta un'organizzazione insolita? 

Secondo, cosa succede al CENP-A appena depositato durante la replicazione del DNA, che è 

temporalmente disgiunta dalla deposizione di CENP-A? Il nuovo CENP-A si mescola con il 

preesistente CENP-A in nuovi nucleosomi ibridi, o resta in nucleosomi distinti? Queste 

domande hanno implicazioni molto importanti per la comprensione delle basi molecolari 

dell'ereditarietà del centromero e per questo ho cercato di fare luce su di esse. Queste domande, 

infatti, sono di grande importanza quando si considera il ruolo cruciale di CENP-A nel garantire 

la corretta trasmissione del materiale genetico durante la divisione cellulare nelle cellule 

eucariotiche. [4;26-28] È importante capire come CENP-A svolge la sua funzione e come la 

sua disregolazione può causare tumorigenesi. Pertanto, il progetto ha lo scopo di studiare la 

composizione del nucleosoma di CENP-A prima e dopo la replicazione del DNA.  

Per far luce su questo problema, è stato necessario trovare un metodo per distinguere la 

preesistente proteina CENP-A, già incorporata nella cromatina, dalla nuova proteina CENP-A 

depositata all’inizio della fase G1, identificate rispettivamente come “old CENP-A” e “new 

CENP-A”. Questo avrebbe consentito di stabilire se i nucleosomi di CENP-A sui cromatidi 

fratelli dopo la replicazione del DNA sono composti da un "old CENP-A" e un "new CENP-

A" (nucleosoma misto – I ipotesi), o, piuttosto, ereditati dai cromatidi fratelli come due "old" 



e due "new CENP-A", rispettivamente, per ciascun cromatidio fratello (nucleosoma non-mixed 

- II ipotesi).  

Per iniziare il progetto, il sistema CRISPR/Cas9 è stato usato per generare una linea di cellule 

epiteliali del pigmento retinico umano RPE-1 (hTERT RPE-1), che esprimesse la proteina 

CENP-A fusa ad uno SNAP, un piccolo tag che consente l'etichettatura covalente intra-cellulare 

con varie molecole. La decisione di utilizzare questa linea cellulare deriva dal fatto che sono 

geneticamente stabili, quasi diploidi, ed un modello ampiamente utilizzato per gli studi di 

divisione cellulare. 

Per riuscire nell’obiettivo di differenziare le due forme di CENP-A, si è puntato a 

contrassegnare “old CENP-A” e “new CENP-A” con due distinte molecole fluorescenti. Dato 

che la traduzione di CENP-A avviene durante la fase G2 mentre la sua deposizione avviene 

nell'arco di tempo che va dalla fase telofase alla fase G1 iniziale, ed i punti oggetto di questo 

di studio sono prima e dopo la fase S, l'etichettatura differenziale ha richiesto lo sviluppo e la 

standardizzazione di un sofisticato protocollo di sincronizzazione, che avrebbe fornito un 

programma di etichettatura prevedibile per ulteriori esperimenti di convalida.  

Tuttavia, trattandosi di cellule non trasformate, le hTERT RPE-1 sono altamente sensibili agli 

stress e quindi alla manipolazione del ciclo cellulare che comporta la sincronizzazione. Questa 

caratteristica ha complicato di molto la finalizzazione del protocollo. Le hTERT RPE-1 CENP-

A SNAP risultavano altamente sensibili sia all’azione dei comuni inibitori del ciclo cellulare 

ma anche alla densità cellulare.  

Nel dettaglio, essendo la deposizione e la produzione della proteina temporalmente separate, 

per riuscire nell’obiettivo di marcare in maniera differenziale le due forme di CENP-A esistenti 

in cellula, è necessario mantenere la sincronizzazione per due cicli cellulari consecutivi. A 

questo proposito, il principale ostacolo era trovare la giusta combinazione tra densità cellulare 

ed inibitori da utilizzare, tenendo conto non solo di individuare le concentrazioni efficaci ma 

anche i tempi di trattamento, le modalità di wash-out e di rilascio, che non portassero a stress 

cellulare e quindi ad un blocco di fase dopo la prima divisione cellulare.  

L’individuazione delle giuste condizioni e la messa appunto del protocollo hanno permesso poi 

la convalida di un’altra parte importante del progetto, ovvero la marcatura differenziale di 

CENP-A e l’immunoprecipitazione della proteina marcata dal lisato cellulare. A questo 

proposito, sono stati analizzati diversi fluorofori, commerciali e non, per verificarne la loro 

efficacia nel marcare e far precipitare CENP-A-SNAP. Quest’ultimo step permette quindi di 

visualizzare se la fluorescenza abbinata ad ogni singolo nucleosoma di CENP-A è singola o 

doppia. In questo senso, l’ausilio di microscopie sofisticate ad altissima risoluzione chiarirà se 



è soddisfatta la prima o la seconda ipotesi. Nel caso la I ipotesi sia soddisfatta, entrambe le 

fluorescenze utilizzate per la marcatura differenziale di CENP-A saranno associate ad ogni 

singolo nucleosoma di CENP-A precipitato; nell’ipotesi II soltanto uno dei due segnali 

fluorescenti sarà abbinato al nucleosoma. 

Attualmente, il progetto è in fase di ultimazione e sto continuando ad occuparmene 

personalmente grazie alla posizione di Post-Doc che ora ricopro allo stesso Istituto di Ricerca.  

In conclusione, considerando come CENP-A è pienamente coinvolto nell’ereditarietà del 

genoma umano, si prospetta che questa scoperta sarà di rivoluzionaria importanza. 
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