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Abstract

Adrenocortical carcinoma is associated with a low cure rate and a high recurrence rate. The prognosis is poor, and at diagnosis
30-40% of cases are already metastatic. The current therapeutic options (surgical resection, followed by adjuvant mitotane treatment +/-
chemotherapy) are limited, and the results remain unsatisfactory.

Key molecular events that contribute to formation of adrenocortical cancer are IGF2 overexpression, TP53-inactivating mutations, and
constitutive activation of the Wnt/-catenin signalling pathway via activating mutations of the -catenin gene.

The underlying genetic causes of inherited tumour syndromes have provided insights into molecular pathogenesis. The increased oc-
currence of adrenocortical tumours in Li-Fraumeni and Beckwith-Wiedemann syndromes, and Carney complex, has highlighted the
roles of specific susceptibility genes: TP53, IGF2, and PRKAR1A, respectively. Further studies have confirmed that these genes are also
involved in sporadic tumour cases. Crucially, transcriptome-wide studies have determined the differences between malignant and benign
adrenocortical tumours, providing potential diagnostic tools.

In conclusion, enhancing our understanding of the molecular events of adrenocortical tumourigenesis, especially with regard to the sig-
nalling pathways that may be disrupted, will greatly contribute to improving a range of available diagnostic, prognostic, and treatment
approaches. (Endokrynol Pol 2016; 67 (4): 427-440)

Key words: adrenocortical carcinoma; adrenal cortex neoplasms; molecular pathology; signal transduction pathways; hereditary neoplastic
syndromes; molecular targeted therapy

Streszczenie

Rak kory nadnercza charakteryzuje sie niska wyleczalnoscig i wysokim ryzykiem nawrotu. Rokowanie jest zte, a 30-40% przypadkéw
okazuje sig by¢ przerzutami juz przy diagnozie. Obecnie dostepne opcje terapeutyczne (chirurgiczna resekcja z nastgpujacym adjuwan-
towym leczeniem mitotanem, czasem polaczonym z chemoterapia) sa ograniczone, a ich wyniki sa malo satysfakcjonujace.

Kluczowe zmiany molekularne przyczyniajace sie to rozwoju raka kory nadnercza to nadekspresja IGF2, mutacje inaktywujace TP53 oraz
konstytutywna aktywacja szklaku sygnalowego Wnt/-katenina poprzez mutacje aktywujace gen f-kateniny.

Genetyczne przyczyny lezace u podstaw dziedzicznych zespoléw nowotworowych dostarczyly wglad w ich patogeneze molekularna.
Zespoly: Li-Fraumeni, Beckwitha-Wiedemanna oraz Carneya, charakteryzujace si¢ zwiekszong predyspozycja do nowotworéw kory
nadnercza, uwidocznity okre$lone geny podatnosci, odpowiednio: TP53, IGF2 oraz PRKARIA. Dalsze badania potwierdzily udziat tych
gendw takze w nowotworach sporadycznych. Co istotne, badania transkryptomu wykazaly istotne réznice miedzy nowotworami ztosli-
wymi i lagodnymi, dostarczajgc potencjalnych opcji diagnostycznych.

Podsumowujac, wzbogacenie wiedzy na temat molekularnych podstaw, a szczegd6lnie szlakéw sygnatowych, ktére moga by¢ zaburzone
W procesie nowotworzenia w obrebie kory nadnercza znacznie przyczyni sie poprawieniu mozliwosci diagnostycznych, rokowniczych
oraz leczniczych. (Endokrynol Pol 2016; 67 (4): 427-440)

Stowa kluczowe: rak kory nadnerczy; nowotwory kory nadnercza; patologia molekularna; szlaki transdukcji sygnatéw; zespoly nowotworowe
dziedziczne; terapia celowana molekularnie

Introduction with patient age. Adrenal incidentalomas are found in

approximately 4% of CT scans and in 6% of autopsies,
Adrenocortical tumours (ACIs) are relatively common  but this is probably still an underestimate. Although
tumours, the prevalence of which tends to increase  the majority of ACTs are non-functional adrenocorti-
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cal adenomas (ACAs), there are cases of functional
adenomas associated with hypercortisolaemia and/or
hyperaldosteronism [1, 2]. On the other hand, the ma-
lignant form, adrenocortical carcinoma (ACC), occurs
rarely, with an annual incidence of 0.5-2 per million
population [3] and 0.3 per million for children younger
than 15 years [4]. ACC generally presents either during
childhood (prior to the age of five years) or during the
fourth and fifth decade, being more common in women
than in men [1, 5].

The histopathological diagnosis of ACC has been
controversial, and several scoring systems have been
proposed to establish a reliable diagnosis [6-9]. The
Weiss system has been the most frequently used since
1984 [10]. It is based on histological analysis and is val-
ued for its simplicity and ease of use. Still, there arises
a clinical requisite for a reliable classification of a tumour
to either benign or malignant group in order to discern
the possible metastatic conditions as soon as possible.

The prognosis of adrenocortical cancer is very poor,
with an overall five-year survival rate of less than 35%.
The majority of patients at diagnosis present with ad-
vanced but localised disease, which is limited to adrenal
glands and qualifies for surgical removal. Nevertheless,
around 30-40% of ACCs have clear evidence of metasta-
sis at clinical presentation, and the available systematic
treatments rarely yield a complete remission [11, 12].

The first-line therapeutic approach for ACC is
a complete surgical resection of the tumour; however,
it does not guarantee full recovery; post-surgery recur-
rence occurs in around 70-80% of cases [13]. In order to
improve the prognosis, the administration of mitotane
isrecommended, alone or in combination with cytotoxic
chemotherapy. Mitotane is considered the first-line
adjuvant therapy, improving recurrence-free survival,
but at best 24% of the patients show an objective tu-
mour response [11, 14, 15]. As this therapeutic strategy
remains unsatisfactory, there is a requirement for new
therapeutic options for ACC that would improve sur-
vival rates and decrease recurrences.

Most ACCs are sporadic; however, the literature
provides numerous reports of familial syndromes asso-
ciated with an increased prevalence of ACC, such as Li-
Fraumeni or Beckwith-Wiedemann syndromes, which
have characteristic genetic alterations [16]. Likewise,
ACC has been intensively studied from the molecular
perspective, offering insights into the molecular basis
of this cancer [17-24].

In this article, we review the molecular alterations
that may play a role in adrenocortical carcinogenesis,
and we have attempted to define the interactions
between the involved genes, proteins and signalling
pathways, and diagnostic and treatment options.
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Molecular pathology
of adrenocortical carcinoma

Our knowledge of the molecular events underlying
adrenocortical carcinoma has improved in recent
years, but still the precise mechanisms and interactions
between various contributing factors need to be eluci-
dated. High-throughput gene expression assays based
on transcriptomes, which enable the study of a large
number of genes in a single experiment, have revealed
distinct profiles for benign and malignant adrenocorti-
cal tumours, offering a new diagnostic tool and pos-
sibly improved treatment [17-24]. The mean number
of genetic alterations was reported to be considerably
higher for carcinomas than for adenomas [17, 18, 20, 25].
The alterations occurring in ACCs include changes in
expression, mutations, copy-number variations, and
loss of heterozygosity (LOH); they span the whole
genome (Fig. 1) and are associated with multiple cel-
lular processes.

Among the most frequent molecular events playing
crucial roles in the formation of malignant adrenocorti-
cal lesions are: IGF2 (insulin-like growth factor) over-
expression, TP53-inactivating mutations (p53 protein),
and constitutive activation of Wnt/8-catenin signalling
pathway via activating mutations of the -catenin
gene (CTNNBI). Alterations in protein kinase A (PKA)
and steroidogenic factor 1 (SF-1) are also involved in
adrenocortical carcinogenesis. Recent studies have
revealed that these cannot be treated as the only driv-
ers of malignant adrenocortical tumourigenesis, but
as secondary contributors, and other accompanying
factors may also play a role [26, 27]. The types of muta-
tions observed in sporadic ACCs are very similar to that
of inherited tumours (see next section), with missense
changes being the most common.

Insulin-like growth factor 2 pathway

Insulin-like growth factor 2 (IGF2) exerts its function
through binding to the membrane tyrosine kinase
receptor (TKR), IGFIR. After the ligand is bound, the
receptor autophoshorylates and the insulin receptor
substrate 1 (IRS-1) is recruited [28]. Tyrosine phospho-
rylation of IRS-1 activates the downstream signalling
of pathways, such as PI3BK/Akt/mTOR and Ras/Raf/
MEK/ERK.

The genetic alterations at the 11p15.5 locus in spo-
radic ACCs primarily include: rearrangements, LOH,
paternal isodisomy, and abnormal imprinting. These
events result in a decrease in p57* and H19, and an
increase in IGF2 mRNA levels, which have been corre-
lated with a worse prognosis and higher risk for ACC re-
currence [29, 30]. However, the most frequent transcrip-
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Figure 1. Molecular alterations characteristic for adrenocortical carcinoma.

It is indicated within which arm of the respective chromosomes (upper p or lower q) the genes/miRNAs are located. Labels on the side of
gene/miRNA name depict: asterisk— mutation, up arrow — increase in expression, down arrow — decrease in expression. Chromosome
illustrations sourced from Somersault 18:24 — Library of Science Illustrations (www.somersault1824.com).
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tional change in ACC, occurring in over 80% of cases,
is over-expression of the IGF2 gene [21, 24, 26, 31-36].
Later referred to as “the adrenal-specific malignancy
signature”, as it is characteristic of ACC, but not ACA
or the normal adrenal gland, this molecular alteration
was initially studied in association with Beckwith-
Wiedemann syndrome (see next section). The IGF2
cluster is a group of related genes that also show el-
evated expression in ACC and includes predominantly
genes for growth factors and their receptors [18, 37].
The IGF2 cluster also contains a gene for insulin-like
growth factor-binding protein 2 (IGFBP2), acting as
a carrier protein for IGF2; its expression and plasma
level have been correlated with tumour mass in ACC
[38]. For paediatric tumours, IGF2 levels are similar in
adenomas and carcinomas. However, the difference
lies in IGFIR gene expression, which seems to be the
prime indicator of malignant adrenocortical tumours
in children [39, 40].

TP53 signalling pathway

The alterations within TP53 gene in ACCs occur
mainly within exon 5, the “hot spot’, but exons 6,7, 8, and
10 are also affected [41, 42]. TP53 mutations occur side by
side with p53 accumulation, as revealed by immunohis-
tochemistry [43]. Somatic inactivating TP53 mutations are
among the most frequently reported in ACC, estimated
to occur in 15-70% of cases [19, 44-46] and correlating
with larger size, more advanced stage, higher metastatic
rate, and shorter disease-free survival [43, 47].

Whnt/-catenin signalling pathway

The Wnt/f-catenin cascade regulates proliferation, dif-
ferentiation, survival, and apoptosis, with overlapping
actions in a range of pathways, such as: TP53, TGEg,
PI3K/Akt/mTOR, and Ras/Raf/MEK/ERK. In the adrenal
cortex, the Wnt/$-catenin cascade is involved in adrenal
development and differentiation [48, 49]. Abnormal
functioning of this system may lead to adrenal tumouri-
genesis. The most pronounced underlying molecular
implications include abnormal cytoplasmic and nuclear
accumulation of S-catenin as well as somatic activating
mutations of the 8-catenin gene (CTNNB1). These events
occur almost exclusively in ACCs with poor prognosis
[19, 46, 50, 51]. Another target for the Wnt/B-catenin
pathway, ectodermal-neural cortex protein 1 (ENCI),
is up-regulated in adrenocortical carcinomas [52].
Recently, in ACA and ACC samples, an in-frame
12-bp deletion has been found in the AXIN2 gene,
a negative regulator of Wnt/B-catenin signalling [53].

cAMP/PKA pathway
Modifications in the protein kinase A (PKA) R1A subu-
nit, the core of the cAMP pathway, occur repeatedly
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among Carney complex patients (see next section).

Bertherat et al. have shown that losses of 17q23-q24 loci

are frequent in adrenocortical tumours, with a higher

frequency in carcinomas than in adenomas. However,

PRKARI1A gene mutations were detected in ACAs but

not ACCs, suggesting a different role of PKA in tumouri-

genesis in benign and malignant lesions [54]. Consist-
ently, defective R2B subunit (PRKAR2B gene, 7q22.3)
expression is present in secreting adenomas with no
change in secreting carcinomas and non-secreting ad-
enomas [55]. Loss of the R1A subunit was reported to
increase mTOR signalling [56]. The cAMP-dependent

ACTH/G/PKA cascade plays a key role in regulating

glucocorticoid and androgen production. Genetic

modifications or expression changes of cAMP pathway
genes associated with altered secretion and formation
of adrenocortical carcinomas include:

— decreased expression and LOH of the ACTH recep-
tor [57];

— genetic defects in PDESB gene (phosphodiesterase
8B) [58];

— decreased expression of cAMP-responsive element
binding protein (CREB) [59, 60];

— higher telomerase activity [60];

— decreased expression of ICER (inducible cAMP
early repressor) isoforms, derived from an internal
promoter of CREM gene (for cAMP responsive ele-
ment modulator) [60].

Opposite changes are reported in ACA, suggesting
that such changes may be indicators of malignancy.
However, most of these alterations are associated with
Cushing’s syndrome, which suggests that altered
functioning of cAMP signalling is strongly correlated
with that specific type of tumour of the adrenal cortex.

Steroidogenic pathway

Nuclear receptor steroidogenic factor 1 (SF-1, NR5A1)
acts as a master regulator of adrenocortical differentia-
tion and steroidogenesis by controlling the expression
of cytochrome P450 steroidogenic enzymes. SF-1 is
involved in the proliferation, apoptosis, angiogenesis,
adhesion, and cytoskeleton dynamics of adrenocorti-
cal cells [61, 62]. High levels of SF-1 were reported to
increase the proliferation rate of adrenocortical cells and
to decrease the secretion of cortisol and aldosterone,
with no effect on dehydroepiandrosterone (DHEA).
Multiple copies of SF-1 (NR5A1) gene stimulate tumour
development [63]. A study focusing on the SF-1 inhibi-
tor, Pod-1 (capsulin, epicardin, Tcf21), established that
the TCF21 gene is down-regulated in ACCs, compared
with ACAs and normal tissue [64]. SF-1 over-expression
is much more significant in childhood than in adult
ACTs. In the majority of paediatric tumours the number
of SF-1 gene copies is increased as a result of chromo-
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some gain or amplification at 9933 [65-67]. SF-1 also
shows prognostic information: higher expression
correlates with more advanced tumour stage, poorer
clinical outcome, and shorter overall survival [68, 69].

Another factor involved in steroidogenesis is ACTH
(adrenocorticotrophic hormone, corticotrophin); it
plays a key role in the maximal cell-specific expression
of steroidogenic enzymes needed for the synthesis of
glucocorticoids and androgens in the zona reticularis
and zona fasciculata. It acts through receptors coupled
to G, protein, increasing the levels of cAMP and thus
inducing PKA, which in turn stimulates the expression
of P450 steroidogenic enzymes. Generally, the ACTH/
G/PKA cascade is crucial for maintaining a highly dif-
ferentiated adrenal phenotype, butis only of moderate
importance for cell proliferation [70, 71]. Adrenocorti-
cal carcinomas show decreased expression levels and
LOH of the ACTH-R gene encoding the corticotrophin
receptor [57, 60].

A cluster of steroidogenesis genes also differentiates
ACC from ACA and contains: CYP11A1 (cytochrome
P450scc, cholesterol desmolase), CYP11B1 (P450c11B1,
118-hydroxylase), CYP17A1 (P450c17, 17a-hydroxy-
lase), CYP21A2 (P450c21, 21-hydroxylase), HSD3B1
(38-hydroxysteroid dehydrogenase/A-5-4 isomerase
type), and STAR (StAR, steroidogenic acute regulatory
protein). In contrast to IGF2 cluster expression, this
steroidogenesis cluster shows low expression in adreno-
cortical carcinomas and is high in adenomas. This is in
line with glucocorticoid overproduction in ACAs [37].
The link between IGF2 and steroidogenesis pathways is
observed particularly during adrenal development and
differentiation. IGF2 stimulates expression of ACTH-
regulated steroidogenic enzymes, such as P450scc,
P450c17, and HSD3B1 [29]. Recent studies also indicate
connections with TGFf and Wnt/8-catenin signalling.
Howevert, the precise mechanisms of that interrelation
are yet to be identified [62, 72]. The suggested explana-
tion indicates the involvement of a downstream target
for Wnt/B-catenin signalling pathways, SGK1, serum
and glucocorticoid-regulated kinase 1, which has been
reported to show lower expression in adrenocortical
carcinomas. SGK1 is a serine/threonine kinase that
may be regulated by a number of factors, including
corticosteroid hormones, growth factors, p53, and
mTORC2 [73].

Other growth factors and their receptors

As well as IGF2, several other growth factors play
a role in adrenocortical tumourigenesis, indicating cell
signalling network interconnections. The mTOR up-
stream factors involved in ACC development include
vascular endothelial growth factor (VEGF), epidermal
growth factor (EGF), and IGF2; additionally, mTOR

may modulate IGF2 and VEGF expression, acting as its
stimulator [74]. As one of the major angiogenesis agents
in solid tumours, VEGF showed highest levels in carci-
nomas among various adrenal neoplasm types [75-77].
Increased VEGF concentration is highly correlated with
IGF2 over-expression, in line with its autocrine/parac-
rine regulation of tumour cell growth [77].

Likewise, epidermal growth factor receptor (EGFR)
shows elevated levels in adrenocortical carcinomas
[78-81]. EGFR is a potential malignancy marker, as its
expression is significantly higher in carcinomas than
in adenomas. The EGF receptor belongs to the ErbB
family of TKRs and is involved in cell proliferation and
survival. Downstream signalling pathways include
Ras/Raf/MEK and STAT cascades [81]. Kotoula et al.
performed a study focused on mutations in the EGFR
gene, which were detected in its TK domain in relatively
small numbers (11%) of carcinomas [82].

Fibroblast growth factor receptors (FGFR1 and
FGFR4) may serve as malignancy markers, as their
concentration is markedly higher in ACCs than in
ACAs and normal tissue [33, 37, 46, 52, 83-85]. They
reveal interactions with IGF2 (suppression by basic
FGF2) and NRAS, an immediate downstream target for
FGEFR signalling. FGFR1 and FGFR4 belong to the IGF2
cluster genes, their over-expression correlating directly
with IGF2 [33].

Transforming growth factors a (TGFa) and § (TGES1
and TGFpB2) are produced in normal adrenocortical cells
to control steroidogenesis by inhibiting the expression
of STAR (for steroidogenic acute regulatory protein),
CYP17A1, and other genes [79, 86]. These two growth
factors share the same receptors, type 1 and 2. Their
over-expression in ACCs, but not in ACAs, was ob-
served for TGFf2 and TGFfR1 genes, suggesting their
possible use as markers of malignancy. Conversely, the
expression of TGFBR3 (encoding beta glycan, transform-
ing growth factor § receptor 3) is markedly higher in
adenomas when compared with carcinomas. TGFf2
and TGFBR1 belong to the IGF2 cluster, while TGFSR3
is part of the steroidogenesis cluster [37].

In the TGFB superfamily, activins and inhibins are
closely related protein complexes with a structure
based on collective elements, but exerting almost op-
posite effects. Inhibin is composed of an a-subunit and
a f-subunit that has two variants, A and B, and is
expressed only by ovary, testis, placenta, and adrenal
cortex, i.e. steroidogenic tissues. Activin comprises two
B subunits (BA, BB, fC, BE), shows more generalised
presence in tissues, has an inhibitory effect on adreno-
cortical cell growth and steroid production, but stimu-
late apoptosis in the adrenal foetal zone. The role of
inhibins is indirect regulation of steroid production
via blockade of the binding between activins and their
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receptors [87]. The profiles of expression of INHA (inhibin
a-subunit), INHBA (inhibin SA-subunit), ACVR2A (activin
type IIA receptor), ACVR2B (activin type IIB receptor), and
EST (follistatin, activin-binding protein) seem to be similar
to that of TGFBR3, being lower in ACCs and higher in
ACAs [37, 88]. However, most ACTs are positive for INHA
expression, making it a possible marker for distinguishing
them from non-adrenocortical tumours. ACT5 character-
ised by sporadic chromosomal losses in INHA gene are
predominant among childhood neoplasms [89].

Cell cycle

Proteins involved in G1/S transition that are over-
expressed in adrenocortical carcinomas include: cyc-
lins D1 (CCND1 gene), E1 (CCNEI), and E2 (CCNE2),
cyclin-dependent kinases 1 (CDK1, previously CDC2),
2 (CDK2), and 4 (CDK4), as well as cyclin-dependent
kinase inhibitor 3 (CDK2-associated dual specificity
phosphatase) (CDKN3) [21, 46, 52, 90-93]. Among G2/M
proteins, over-expression was described for cyclins A2
(CCNA2), B1 (CCNB1), and B2 (CCNB2), cyclin-depend-
ent kinases 1 (CDK1) and 7 (CDK?), cell division cycle
25 homologue C (CDC25C), and DNA topoisomerases I
(TOP1), and Il & (TOP2A) [21, 52, 90-92, 94]. Compared
with ACA and controls, ACC also reveal decreased ex-
pression of cyclin-dependent kinase inhibitors 1C (p57,
Kip2) (CDKN1C) 33, 52, 93] and 2A (p16) (CDKN2A) [37,
46], as well as the jun proto-oncogene (JUN) [91] and
reprimo, TP53-dependent G2 arrest mediator candidate
(RPRM) [90]. Proteins p57, p16, and jun are involved in
G1/S phases, while reprimo acts in G2/M.

MicroRNAs

MicroRNAs are small, 2022 nucleotides in length, non-
coding RNAs that act at a transcript level, regulating
gene expression in a sequence-specific manner; they are
deregulated in many types of cancer, indicating their
role in tumourigenesis [95]. One of the most extensively
studied miRNAs is hsa-miR-483-5p. It is up-regulated
in ACCs in comparison with ACAs and normal tissue,
and is associated with a poorer prognosis [96-98].
miR-483-5p lies at the 11p15.5 locus within the most
frequently over-expressed gene in ACCs, namely IGF2
[97]. Therefore, the level of miR-483-5p may be used
as an indicator of the level of IGF2 in ACTs, and it ena-
bles straightforward patient assignment for treatment
and clinical trials aiming for IGF2-related signalling
pathways. Another microRNA is expressed from the
same intron 2 of IGF2 gene, but it originates from the
3" arm of the precursor miR-483 and, consequently, was
named hsa-miR-483-3p and revealed similar changes
in ACC [97, 98]. In childhood adrenocortical tumours,
over-expression of miR-483-3p, but not miR-483-5p, has
been reported [99].
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Other microRNAs over-expressed in ACCs include
hsa-miR-139-5p (11q13.4), hsa-miR-181b (1q32.1),
hsa-miR-184 (15g25.1), hsa-miR-210 (11p15.5), and
hsa-miR-503 (Xq26.3) [90, 96, 98, 99]. Conversely,
anumber of miRNAs are under-expressed in ACC; these
include hsa-miR-7 (9q21.32), has-miR-99a (21g21.1)/hsa-
miR-100 (11q24.1), hsa-miR-195 (17p13.1), hsa-miR-214
(1924.3), hsa-miR-222 (Xp11.3), hsa-miR-335 (7q32.2),
and hsa-miR-375 (2g935) [90, 96-100]. The activity of
microRNAs may influence a number of cell-signalling
cascades. For example, miR-184, miR-7, miR-99a, and
miR-100 regulate at multiple levels the PI3K/Akt/mTOR
pathway, while miR-335 and miR-375 have an impact
on the Wnt signalling. Furthermore, miR-503 and
miR-195 are involved in the regulation of the cell cycle
G1/S transition [95, 99]. A recent study by Caramuta et
al. was the first to investigate the components of the
microRNA biogenesis pathway. The results uncovered
a set of genes shown to have higher expression in ACC
than in ACA and controls: TARBP2 (TAR RNA binding
protein 2), DICER1 (dicer 1, ribonuclease type III), and
DROSHA (drosha, ribonuclease type III), key factors in
miRNA processing [101].

Steroid hormone receptors

Sex steroids (oestrogens and androgens) have been re-
ported to be crucial in the aetiology and development
of endocrine-related malignancies of breast, ovary, and
prostate [102]. Symptomatically, androgen-secreting
ACCs cause virilisation in women, while oestrogen-se-
creting ACCs result in male feminisation [3]. Oestrogens
may stimulate proliferation in adrenal cortex via auto-
crine/paracrine mechanisms; higher levels of the oestro-
genreceptor-1(ESR1, Era) are reported in ACCs, with the
opposite effect for the oestrogen receptor-2 (ESR2, Erb).
As a result, adrenocortical carcinomas show an elevated
ER1/ER2 (ERa/ERp) ratio [102]. Another study has associ-
ated the increase in this ratio with raised expression of
areceptor for another sex hormone: progesterone (PGR)
[103]. Moreover, the nuclear hormone receptor, namely
oestrogen-related receptor-a (ESRRA, or ERRa), shows
elevated concentrations in ACCs compared with normal
tissue and other adrenocortical tumours [104]. Further-
more, ACCs reveal an increase in expression of aromatase
(CYP19A1), the enzyme synthesising oestrogen [102].

Retinoic acid pathway

Retinoids are generally involved in proliferation, differ-
entiation, and apoptosis. A number of studies report the
decreased expression in ACCs of retinoid X receptor-a
(RXRA), retinoic acid receptor responder (tazarotene
induced) 2 (RARRES?2), and aldehyde dehydrogenase 1
family, members Al and A3 (ALDH1A1 and ALDH1A3)
[21, 31, 32, 52, 83, 85, 90, 92, 94].
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Table 1. Genes involved in genetic/familial syndromes associated with adrenocortical tumours

Familial Syndrome ACA/ACC Locus Gene Protein
Li-Fraumeni Syndrome 1 (LFS1) ACC 17p13.1 TP53 Tumour protein p53
Li-Fraumeni Syndrome 2 (LFS2) - 22q12.1 CHEK2 Checkpoint kinase 2
Li-Fraumeni Syndrome 3 (LFS3) - 1923 (not known yet)
Beckwith-Wiedemann Syndrome (BWS) ACA, ACC 5¢35.2-g35.3 NSD7 Nuclear receptor binding SET domain protein 1
11p15.5 H19 H19, imprinted maternally expressed
transcript (non-protein coding)
11p15.5 IGF2 Insulin-like growth factor Il
11p15.5 Kcnaior1 KCNQ1 opposite strand/antisense transcript 1
(non-protein coding)
11p15.4 CDKN1C Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2)
Multiple Endocrine Neoplasia, Type 1 (MEN1) ACA/(rare ACC) 11q13.1 MEN1 Menin
Familial Adenomatous Polyposis-1 (FAP1) ACA/(rare ACC) 5q22.2 APC APC
and its variant Gardner Syndrome
Carney complex, Type 1 (CNC1) ACA 17q924.2 PRKAR1A Regulatory subunit of protein kinase,
cAMP-dependent, type |, alpha
Carney complex, Type 2 (CNC2) ACA 2p16 (not known yet)
McCune-Albright Syndrome (MAS) ACA 20q13.32 GNAS G -alpha (the alpha subunit of the guanine

nucleotide-binding protein [G protein])

ACA — adrenocortical adenoma, ACC — adrenocortical carcinoma. Prepared based on [16, 106, 121, 183]

Genetic/familial syndromes

In the majority of cases familial cancer syndromes
originate from a specific underlying molecular profile
with germline mutations, which may be as simple as
a point mutation, but more often are complex alterations
affecting multiple genes and molecular pathways [38].
Adrenocortical tumours occur in the course of a number
of familial disorders, such as: Li-Fraumeni syndrome
(LFS), Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS), Carney
complex (CNC), multiple endocrine neoplasia (MEN1),
McCune-Albright syndrome (MAS), and familial adeno-
matous polyposis coli (FAP) with its variant Gardner
syndrome (familial colorectal polyposis) — which are
summarised in Table I[105, 106]. The focus of this review
is the adrenocortical carcinoma, and consequently the
syndromes characterised by increased prevalence of
this kind of cancer are described in detail.

Li-Fraumeni syndrome

Inherited in an autosomal dominant manner, Li-
Fraumeni syndrome (OMIM 151623) is characterised
by multiple types of early onset non-site specific neo-
plasms, occurring in patients younger than 45 years.
The most prevalent are pre-menopausal breast cancer,
soft-tissue sarcoma, brain tumours, osteosarcoma,
adrenocortical carcinoma, and lung carcinoma, with
leukaemia as the least frequent neoplasm of this group
(data obtained from IARC TP53 Database) [42, 107, 108].

ACC develops in less than 10% of LFS-patients and,
compared with the other neoplasms mentioned, is
diagnosed in the youngest patients in early childhood
[41, 42, 109].

Most patients with Li-Fraumeni (LFS) or Li-
Fraumeni-like (LFL) syndromes carry heterozygous
mutations in the TP53 gene (17p13.1), encoding the
p53 tumour suppressor protein, also called the ‘guard-
ian of the genome’. The p53 transcription factor acts
by activating the expression of genes involved in: cell
cycle control, arrestin G1 phase in case of DNA damage
(maintenance of genomic stability), and apoptosis [110].
There is much variation in the reported incidence of
mutations in the TP53 gene in LFS/LFL patients — be-
ing around 80% and 40%, respectively [111], or almost
30% as a combined value for both syndromes [112].
For all familial tumour cases in general, up to 17% are
reported to be the effect of alterations in the TP53 gene
[109]. Itis worth noting that, in line with the Chompret
criteria for LFS, every single patient with ACC, regard-
less of their age at diagnosis or family history, demon-
strates a high probability (usually 50-80%) of having
a germline mutation in TP53 [109, 113]. According to the
International Agency for Research on Cancer (IARC),
LFS-related mutations concentrate in TP53 in exons 5-8
(around 80-90%) and then in exons 4 and 10 (below
10% altogether), most of them being missense (almost
70%), followed by splicing (10%), nonsense (9%), and
frame-shift (7%) changes [42].
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Two main functions of p53 are affected by alterations
in those regions: the DNA contact via DNA binding
domain (DBD) and the support of the structure of
protein-DNA contact surface, obtained by two large
loops (L2 and L3), stabilised by zinc binding and a loop—
sheet—helix motif (loop L1). Consequently, the mutant
proteins are divided into two groups: “contact” (results
of mutations, such as S241EF R248W, and C277F) and
“structural” (R175H, C176E H179R, and C242F). Other
suggested mechanisms for altered p53 functioning
include: gain-of-function (GOF) and dominant-nega-
tive effects (DNE) over the wild-type protein, when no
selective pressure is exerted for the loss of the wild-type
allele [113, 114].

Studies of individuals from Southern Brazil with
family history compliant with the clinical definitions of
LFS or LFL syndrome have shown that around 13% of
them are carriers of the ¢.1010G > A (p.R337H) muta-
tion in exon 10 of TP53 gene [112]. Despite the previous
alternative theories, a recent study has confirmed that
the high prevalence of this mutation, around 0.3% in the
population of this region, results from the occurrence of
a founder effect in the Brazilian population. In Southern
Brazil the incidence of childhood ACC is 10-15 higher
compared with other parts of the world, being strongly
associated with the p.R337H mutation [115-117].

A small number of the families afflicted with LFS
carry a mutation in another gene — CHEK2 (22q12.1);
this has led to its renaming as Li-Fraumeni Syndrome 2
(LFS2) (OMIM 609265) [41, 118]. There is also the LFS3
(OMIM 609266), associated with the region 1q23, which
requires further investigation [118, 119].

Beckwith-Wiedemann syndrome

Beckwith-Wiedemann syndrome (OMIM 130650) is
a rare imprinting disorder, mostly sporadic with fa-
milial cases representing less than 15% of cases. This
paediatric syndrome is predominantly characterised
by anterior abdominal wall defects, macroglossia, and
overgrowth. Around 10% of Beckwith-Wiedemann cases
are associated with an increased risk of tumour develop-
ment, the most frequent being Wilms tumours, hepa-
toblastomas, rhabdomyosarcomas, and adrenocortical
tumours [120, 121]. Genetically, Beckwith-Wiedemann
syndrome is caused by altered expression of imprinted
genes in the region 11p15.4-p15.5. The telomeric domain
(called imprinting centre 1, IC1 or differentially methyl-
ated region 1, DMR1) contains IGF2 and H19 genes. The
centromeric domain 2 (IC2, DMR2) comprises around
10 imprinted genes, encoding the cyclin-dependent
kinase inhibitor p57KIP2 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1C gene, CDKNIC or p57kip2), a subunit of
a potassium voltage-gated channel (KCNQI1), and its
overlapping transcript (KCNQ1OT1 or LIT1) [120, 122].
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The majority of BWS-related genetic defects are due
to the loss of imprinting, caused by abnormal methyla-
tion in the IC2, whilst most familial cases are associated
with alterations in CDKNIC gene or microdeletions
along IC1, presenting an autosomal dominant pattern
of inheritance [121, 123]. Another gene implicated in
the development of Beckwith-Wiedemann syndrome
is NSD1 (5q35.2-q35.3). Baujat et al. described its muta-
tions in a small number of BWS patients and suggested
the possible influence of the product of this gene, the
nuclear receptor binding SET domain protein 1, on
the imprinting in the 11p15 region. It acts also as a co-
regulator of the androgen receptor [124].

Multiple endocrine neoplasia type 1

Multiple endocrine neoplasia type 1 (OMIM 131100) is
a highly penetrant, autosomal dominant condition,
presenting with tumours of the parathyroid glands,
endocrine pancreas, anterior pituitary gland, thymus
(carcinoids), thyroid (adenomas), and, in up to 40%
of patients, adrenocortical neoplasm or hyperplasia.
ACCs occur but are extremely rare. The majority of
affected families (75-95%) have a heterozygous inacti-
vating germline mutation in the MENI gene (11q13.1)
[125, 126], but major deletions are also seen. The menin
protein is a tissue-specific tumour suppressor and has
been reported to interact with a variety of proteins
such as: transcriptional factors (e.g. Jun D, NF«B and
Smad3) or histone H3 methyltransferases (e.g. MLL,
MLL2) [127]. Consequently, its field of action is the
regulation of cell cycle, proliferation, and apoptosis
[128]. The impact of menin on cellular growth seems
to be quite complex, as it acts as a suppressor in en-
docrine cells and as an activator in certain types of
leukaemia cells [127].

Familial adenomatous polyposis 1

Familial adenomatous polyposis (FAP) 1 and its vari-
ant Gardner syndrome (OMIM 175100) are autosomal
dominant disorders. In its typical form, FAP manifests
as hundreds to thousands of colorectal adenomatous
polyps and cancer [129], while Gardner syndrome re-
veals gastrointestinal polyposis and other lesions, such
as osteomas, epidermoid cysts, hepatoblastoma, papil-
lary or follicular thyroid cancer, and adrenal adenomas
[130]. The molecular cause underlying these syndromes
is found at the locus 5q22.2, containing the adenoma-
tous polyposis coli (APC) gene, which acts as a tumour
suppressor by decreasing the activity of -catenin. In
the absence of the regulating effect of APC, nuclear
p-catenin accumulation leads to up-regulation of genes
involved in the cell cycle entry and progression. The
pathogenic alterations in APC gene are mainly frame-
shift or nonsense mutations, then large gene deletions
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and splice site changes [129]. It was observed that FAP
patients show increased risk for the ACC formation,
compared with the general population. That may be
explained by the fact that increased levels of -catenin
possibly play role in the ACC development, as this
protein potently activates a spectrum of genes essential
for adrenocortical tissue development and homeostasis
[131, 132].

Promising therapeutic targets
in adrenocortical cancer

Mentioned above as the cascades involved in cross talk
and regulation by a number of factors of the cell signalling
system, PI3K/Aki/mTOR and Ras/Raf/MEK/ERK pathways
are both initiated by TKR activation. Recent reports have
identified a number of their elements as promising tar-
gets for ACC therapy, along with studies demonstrating
the anti-proliferative activity of PI3K/mTOR inhibitors in
adrenocortical cancer cells [99, 133-141].

Fassnacht et al. described elevated total Akt pro-
tein expression in ACCs, but not in ACAs or normal
tissue. This research group also assessed the level of
phosphorylated Akt (pAkt) and showed that in fact
the pAkt/Akt ratio was not altered in carcinomas [142].
However, another study reported that expression of
pAkt was higher in ACCs [34]. Additionally, mTOR,
phospho-mTOR, and raptor protein levels were mark-
edly increased in adrenocortical tumours. Accordingly,
mTOR activity was higher in ACTs than in controls. On
the other hand, RICTOR was not detectable in tumour
or normal adrenal tissue [99].

A few reports regarding Ras proteins describe
overexpression of KRAS mRNA and mutations in KRAS
gene in benign adrenal alterations [143] and carcinomas
[82] as well as mutations in NRAS gene in both ACCs
and ACAs [82, 144]. However, some other studies have
reported a lack of mutation of those genes and HRAS
(HRas) in adrenal neoplasms [144-146]. Moreover, Ko-
toula et al. found activating mutations in the BRAF gene
(B-Raf) in almost 6% of carcinomas tested [82]. These
observations suggest that alterations in genes encoding
elements of Ras and Raf families may occur in adrenal
lesions, but are not common events.

Molecular research methods

A range of susceptibility genes, found in affected indi-
viduals with a family history, were the initial candidates
for determining tumour malignancy and its differen-
tiation from benign neoplasms. Genome-wide stud-
ies such as transcriptome analysis allow us to cluster
tumours that follow similar molecular and prognostic

profiles. It may represent a real turning point in adreno-
cortical tumour diagnosis and treatment.

The methods enabling these analyses include:
microsatellite analysis, conventional and array-based
comparative genomic hybridisation (CGH), cDNA,
oligonucleotide, SNE, miRNA microarrays, and PCR
arrays. A number of research groups have carried out
experiments on the expression of a large number of
genes in adrenocortical tumours. While studies using
microsatellite markers identify genomic regions of high
concentration of LOH [35, 125], conventional compara-
tive genomic hybridisation assesses copy number altera-
tions across the entire genome [25, 147-152]. However,
the main disadvantage of conventional CGH is its lim-
ited resolution (2 Mbp for amplifications and 10-20 Mbp
for single-copy deletions), making it an unreliable
method to detect changes at the locus level. This has
been addressed by CGH arrays, which allow the de-
tection of DNA copy number aberrations at the gene
level, locus by locus [153]. A number of recent studies
have reported the results of the CGH array-based ex-
periments for adrenocortical tumours [20, 46, 147, 154].

Other types of DNA microarrays used in ACT
research are cDNA, oligonucleotide, and SNP microar-
rays. The first two form the basis of expression profiling
studies, differing slightly in precision and reliability.
The volume of research reports based on microarrays
‘spotted” with cDNA probes [31, 37, 83, 85, 91, 155, 156]
is comparable to the number of studies using Affymetrix
GeneChips (high-density oligonucleotide microarrays)
[19, 21, 32, 33, 52, 92, 94, 157-160]. A few recent reports
have focused on single nucleotide polymorphism (SNP)
analysis of adrenocortical tumours employing SNP ar-
rays [73,161, 162]. SNP microarrays enable the detection
of copy number variations and LOH in the samples.
Another type of specifically-designed chip is microRNA
microarray, allowing the genome-wide investigation of
miRNA populations [90, 96-98, 100]. Microarray technol-
ogy also allows methylation profiling studies, suggesting
that it may be another means of differentiating malignant
from benign neoplasms [163-165]. As for PCR arrays, they
are a method of choice for studies oriented on a specific
group of genes, for example implicated in a specific cell-
signalling cascade [155, 166, 167].

The techniques used to validate the results of
a genome-wide study for chosen samples include
immunohistochemistry, Western blotting, qPCR, and
fluorescence in situ hybridisation (FISH). Apart from
transcriptome analyses, one of the most common
methods to screen a large number of samples is tissue
microarray: it has been widely used for immunohisto-
chemistry studies on adrenocortical tumours [21, 34,
51,52, 67,69, 80, 168].
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Selected targeted therapies
in adrenocortical cancer

Recent developments in the understanding of molecu-
lar mechanisms underlying ACC have led to clinical
trials of targeted therapies; however, the results are
still unsatisfactory. Reports on salvage therapies with
the use of agents targeting specific molecules remain
even more pessimistic. However, it should be noted
that these treatments were used in ACC patients who
initially showed very poor prognosis due to advanced
stage of disease and who failed to respond to prior
chemotherapy.

As discussed above, an increase of IGF2 gene expres-
sion was observed in the majority of ACC cases [21, 24,
26, 31-36]. Overexpression of IGFIR is also thought to
play a role in the pathogenesis of ACC [34, 36], but it
seems to be primarily an indicator for paediatric ACCs
[39, 40]. Promising pre-clinical data of anti-proliferative
effects of IGFIR inhibition in ACC [34] provided the ba-
sis for phase I trials of IGFIR inhibitors. The anti-IGF1R
monoclonal antibody figitumumab has demonstrated
biological activity in refractory ACC [169]. Another
phase I trial assessed a combination of IGFIR inhibitor
cixutumumab with mTOR inhibitor temsirolimus in
metastatic ACC patients. Eleven of 26 enrolled patients
(42%) achieved stable disease for six months, demon-
strating biological activity of this regimen in metastatic
ACC [170]. Disappointingly, a multi-centre, randomised
phase II trial in patients with irresectable recurrent/
metastatic ACC assessing the efficacy of cixutumumab
combination with mitotane failed to prove clinical
benefit as a first-line therapy. It proved to be efficient in
some patient subgroups, but overall showed relatively
low therapeutic efficacy, which prevents this regimen
from proceeding in further studies [171]. Another IGFIR
inhibitor to present potential anti-tumour ability in
preliminary studies and further undergo a clinical trial
was Linsitinib (OSI-906). However, in a double-blind,
randomised, phase 3 study in patients with locally ad-
vanced or metastatic ACC Linsitinib did not improve
overall survival, failing to present efficacy for this type
of cancer [172].

With mTOR being a downstream effector of the IGF2
signalling pathway, its inhibitor everolimus (rapamycin
derivative) might have therapeutic potential in ACC
patients. In vitro studies demonstrated that everolimus
exerts an inhibitory effect on ACC cell proliferation [99,
134, 173, 174]. However, a study, which enrolled four
women with advanced ACC, demonstrated no clini-
cally meaningful response to everolimus. This cohort
included patients who developed stage IV disease
after surgery and progressed despite treatment with
mitotane and other modalities including chemotherapy,
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thalidomide, and IGF1R antagonist. Everolimus was
added to the treatment (two out of four patients also
continued mitotane) but did not prevent disease pro-
gression in any of the patients [175].

EGFR was found to be a malignancy marker for
adrenal tumours [80]; however, the EGFR mutations
in exons 18-21 were observed in up to 11% of ACC
cases [82, 176]. Erlotinib is an EGFR-specific tyrosine
kinase inhibitor that is FDA approved for the treatment
of NSCLC. Pre-clinical results of erlotinib in ACC cell
lines and primary cultures are promising [177-179].
The efficacy of combined treatment with erlotinib and
gemcitabine as salvage therapy was assessed in the
group of patients with progressive ACC after two to four
previous systemic therapies. Only one in 10 patients
experienced a minor response, whereas eight patients
progressed, suggesting that salvage chemotherapy us-
ing this regimen has no benefit in patients with very
advanced ACC [180].

Summary, final conclusions,
and future opportunities

The molecular studies of aberrations of signalling
pathways in adrenocortical tumours have revealed
a spectrum of underlying alterations both at the DNA
sequence and expression levels. Many of these changes
are differentially present in adrenocortical carcinomas
and adenomas, thus providing diagnostic utility by
defining a malignancy signature. The pipeline of di-
agnostic markers includes proliferation assessment
by Ki-67 labelling index [181]. Similarly, steroidogenic
factor-1 shows great diagnostic and prognostic value, as
its increased expression correlates with more advanced
tumour stage and poorer prognosis [68]. Other exam-
ples of molecular events that may be potentially used
for this purpose include increased levels of insulin-like
growth factor II, fibroblast growth factor receptors 1 and
4, or cyclins (D1, E1, and E2). However, their usage in
clinical practice needs to be carefully formulated and
validated. In addition, altered genes, miRNAs, and/or
proteins are prospective targets for a more personalised
therapy of ACC.

Further investigation may lead to the develop-
ment of novel treatment options, which may replace
the highly damaging regimen of choice in the case of
metastasis or recurrence despite the surgery, namely
mitotane as a single agent or combined with cytotoxic
drugs. A number of agents seem to be promising in ACC
treatment, such as IGFIR antagonists (NVPAEW541,
IMC-A12, figitumumab (CP-751,871), OSI-906), B-catenin
antagonists (PKF115-584), SF-1 inverse agonists
(compounds of the isoquinolinone class), and mTOR
antagonists (rapamycin, sirolimus, and its derivatives
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everolimus (RAD001) and temsirolimus) [13, 182]. How-
ever, single-agent therapy alone, as for everolimus, may
notbe sufficient for malignant adrenocortical tumours,
and negative interactions with other therapies such as
mitotane need to be taken into account [175].

In summary, enhancing the understanding of the

molecular events of adrenocortical tumourigenesis,
especially with regard to the signalling pathways, may
greatly contribute to improving a range of available
diagnostic, prognostic, and treatment approaches.
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Wstep

Guzy kory nadnercza (ACT, adrenocortical tumours) sa
dosé rozpowszechnionymi nowotworami, a czestoé¢ ich
wystepowania zwieksza sie wraz z wiekiem pacjenta.
Incydentalomy nadnercza wykrywa sie podczas wy-
konywania okolo 4% badan CT (computed tomography)
i 6% autopsiji, prawdopodobnie jest ich jednak znacz-
nie wiecej. Aczkolwiek wiekszos¢ ACT to niefunkcjo-
nalne gruczolaki kory nadnercza (ACA, adrenocortical
adenomas), zdarzajg sie tez przypadki gruczolakéw
funkcjonalnych zwiazanych z hiperkortyzolemia
i/lub hiperaldosteronizmem [1, 2]. Z drugiej strony,
postac ztosliwa, rak kory nadnercza (ACC, adrenocortical
carcinoma), wystepuje rzadko z roczng zapadalnoscia
na poziomie 0,5-2 na milion mieszkaficéw [3] i 0,3 na
milion w przypadku dzieci ponizej 15. roku zycia [4].
Zazwyczaj ACC rozwija sie w dziecinstwie (przed
5. rokiem zycia) lub w czwartej i pigtej dekadzie Zycia
ijest czestszy u kobiet niz u mezczyzn [1, 5].

Rozpoznanie histopatologiczne ACC jest nadal
przedmiotem kontrowersji, zaproponowano kilka
sposobéw punktacji, ktérych celem jest postawienie
wiarygodnej diagnozy [6-9]. Najczesciej stosowanym
systemem jest skala Weissa, ktora jest w uzytku od
1984 roku [10]. Opiera sie ona na analizie histologicznej
i jest ceniona ze wzgledu na prostote i fatwos¢ zasto-
sowania. Mimo to, niezbedny jest niezawodny system
Klasyfikacji nowotwordw, umozliwiajacy rozréznienie
miedzy tagodnymi i zlodliwymi formami guza oraz
rozpoznanie nowotwordéw przerzutujacych najszybciej
jak to jest mozliwe.

Rokowanie w przypadku raka kory nadnercza jest
bardzo zlte, a wskaznik 5-letnich przezy¢ plasuje sie na
poziomie ponizej 35%. U wigkszosci pacjentéw juz na
etapie rozpoznania nowotwor znajduje sie w stadium
zaawansowanym, ale ogranicza sie do nadnercza
i kwalifikuje sie do leczenia operacyjnego. Mimo to,
w okoto 30-40% przypadkéw ACC przerzuty sa obecne
w momencie ustalenia rozpoznania choroby, a dostepne
metody leczenia rzadko umozliwiaja uzyskanie catko-
witej remisji [11, 12].

Pierwsza linia leczenia ACC to catkowita chirurgicz-
na resekcja guza, nie zapewnia ona jednak pelnego
wyleczenia, gdyz pooperacyjny nawrét choroby wy-
stepuje w 70-80% przypadkéw [13]. W celu poprawy
rokowania zaleca si¢ leczenie mitotanem, pojedynczo
lub w polaczeniu z chemioterapig. Mitotan traktowa-
ny jest jako pierwsza linia leczenia adjuwantowego,
wydluzajaca czas bez nawrotu choroby, jednak w naj-
lepszym wypadku jedynie 24% pacjentéw wykazuje
obiektywna odpowiedz na leczenie [11, 14, 15]. Jako

Ze ta strategia leczenia daje niezadowalajace wyniki,
niezbedne sg nowe metody leczenia ACC, ktére po-
prawilyby wskazniki przezywalnosci i zmniejszylyby
liczbe nawrotéw choroby.

Wiekszos¢ przypadkéw ACC to przypadki spora-
dyczne; literatura zawiera jednak wiele opiséw rodzin-
nych zespoléw uwarunkowanych genetycznie, ktére
charakteryzuja sie zwiekszona czestoscig wystepowa-
nia ACC, jak zesp6l Li-Fraumeni czy Beckwitha-Wiede-
manna [16]. Stad tez intensywne badania molekularne
ACC, ktére daja wglad w podstawy molekularne tego
rodzaju nowotwordw [17-24].

W pracy oméwiono zmiany molekularne, ktoére
moga odgrywac istotna role w rozwoju raka kory nad-
nercza ze szczegélnym uwzglednieniem oddzialywan
miedzy genami, bialkami i szlakami sygnalizacyjnymi
oraz przedstawiono mozliwosci diagnostyczne i tera-
peutyczne.

Patologia molekularna raka kory nadnercza

Nasza wiedza na temat podstaw molekularnych raka
kory nadnercza poprawila sie w ciggu ostatnich lat,
jednak dokladne mechanizmy i interakcje miedzy
réznymi czynnikami przyczyniajacymi sie do rozwoju
ACC nadal sg niejasne. Wysokowydajne testy ekspresji
gendéw oparte na badaniach transkryptomoéw, umozli-
wiajace badanie duzej liczby genéw podczas jednego
eksperymentu, wykazaly réznice pomiedzy guzami
tagodnymi i ztosliwymi, zapewniajac nowe narzedzia
diagnostyczne oraz wskazaly mozliwosci ulepszenia
obecnie dostepnych metod leczenia [17-24]. Srednia
liczba zmian genetycznych jest znacznie wyzsza dla
raka kory nadnercza niz gruczolaka [17, 18, 20, 25].
Zmiany zachodzace w komérkach ACC obejmuja:
zmiany ekspresji, mutacje, zmiennos¢ liczby kopii oraz
utrate heterozygotycznosci (LOH, loss of heterozygosity).
Pojawiaja sie one w obrebie calego genomu (ryc. 1)isa
zaangazowane w wiele proceséw komoérkowych.
Zmiany molekularne odgrywajace kluczowa role
w powstawaniu zlodliwych zmian kory nadnercza
to: nadekspresja IGF2 (insulinopodobnego czynnika
wzrostu), mutacje inaktywujace TP53 (gen kodujacy
bialko p53), konstytutywna aktywacja szlaku sygna-
lizacyjnego Wnt/f-katenina poprzez aktywujace mu-
tacje genu f-kateniny (CTNNB1). Zmiany w kinazie
bialkowej A (PKA) i steroidogennym czynniku 1 (SF-1)
réwniez zaangazowane s3 w powstawanie raka kory
nadnercza. Najnowsze badania wykazaly, ze opisane
zmiany nie mogg by¢ traktowane pojedynczo, jako sa-
modzielne czynniki prowadzace do rozwoju zlosliwych
nowotworéw nadnercza, ale zbiorowo — kazda z nich
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Rycina 1. Molekularne zmiany charakterystyczne dla raka kory nadnercza

Przy rysunkach chromosomow wskazano, ktdre ramig (krdtkie p lub dtugie q) odpowiedniego chromosomu zawiera dany gen/miRNA.
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moze przyczynic sie¢ do rozwoju ACC wraz z innymi
czynnikami wspoéttowarzyszacymi [26, 27]. Rodzaje mu-
tacji obserwowanych w sporadycznych ACC sg bardzo
podobne do tych, ktére wykazano w dziedzicznych
nowotworach (patrz nastepny rozdziat) i najczesciej sa
to mutacje zmiany sensu.

Szlak sygnatowy insulinopodobnego

czynnika wzrostu 2

Insulinopodobny czynnik wzrostu 2 (IGF2, insulin-like
growth factor 2) odgrywa swoja role poprzez wigzanie
z blonowym receptorem kinazy tyrozynowej (TKR,
tyrosine kinase receptor), IGFIR. Po zwiazaniu ligandu
nastepuje autofosforylacja receptora i przylaczenie
substratu dla receptora insulinowego (IRS-1, insulin
receptor substrate 1) [28]. Fosforylacja tyrozyny w IRS-1
aktywuje kaskade sygnalowg takich szlakéw, jak PI3K/
Akt/mTOR oraz Ras/Raf/MEK/ERK.

Zmiany genetyczne w locus 11p15.5 opisane w spo-
radycznych ACC to przede wszystkim: przegrupowa-
nia, LOH, izodisomia ojcowska i zmiany imprintingu.
Zmiany te skutkuja zmniejszeniem ilosci mRNA p57%r2
i H19 oraz zwiekszeniem IGF2, co wiaze sie z gorszym
rokowaniem i zwigkszonym ryzykiem nawrotu ACC
[29, 30]. Jednak najczestsza zmiana transkrypcyjna
w ACC, wystepujaca w ponad 80% przypadkow, jest
nadekspresja genu IGF2 [21, 24, 26, 31-36]. Zmiana ta
jest charakterystyczna dla zlo§liwych zmian nadnercza
(the adrenal-specific malignancy signature), ale nie dla
ACA i niezmienionej tkanki nadnercza. Pierwszy raz
opisano ja w przypadkach zespolu Beckwitha-Wiede-
manna (patrz nastepny rozdziat). Klaster IGF2 obejmuje
grupe powiazanych genéw, ktére réwniez wykazuja
zwiekszong ekspresje w ACC, i zawiera gléwnie geny
czynnikéw wzrostu i ich receptoréw [18, 37]. Klaster
IGF2 zawiera réwniez gen kodujacy biatko wiazace
insulinopodobny czynnik wzrostu 2 (IGF-BP2, insulin-
-like growth factor-binding protein 2), ktére pelni funkcje
nosnika IGF2. Jego ekspresja i poziom w osoczu koreluja
z masg guza w przypadkach ACC [38]. W przypadku
guzéw wieku dzieciecego poziom IGF2 jest podobny
w obu typach guza — ACA i ACC. Réznica polega na
ekspresji genu IGF1R, ktéry wydaje sie by¢ podstawo-
wa cecha charakterystyczng zlosliwych guzéw kory
nadnercza u dzieci [39, 40].

Szlak sygnatowy TP53

Zmiany w obrebie genu TP53 zwigzane z ACC wystepu-
ja glownie w obrebie eksonu 5, tak zwanego goracego
miejsca (hot spot), ale takze w eksonach 6,7, 8110 [41, 42].
Mutacje TP53 obserwowane sa razem z akumulacja
p53, co wykazano przy uzyciu metod immunohisto-
chemicznych [43]. Inaktywujace mutacje somatyczne
TP53 naleza do jednych z najczesciej obserwowanych

w ACC, wedlug szacunkéw wystepuja w 15-70% przy-
padkéw [19,44-46], a ich obecno$¢ koreluje z wiekszymi
wymiarami guza, bardziej zaawansowanym stadium,
wieksza iloscig przerzutéw i skréconym czasem prze-
zycia wolnego od choroby [43, 47].

Szlak sygnatowy Wnt/fB-katenina

Kaskada sygnalowa Wnt/3-katenina reguluje prolife-
racje, réznicowanie, przezywalnos¢ i apoptoze, wspo6l-
dzialajac z innymi Sciezkami sygnalizacyjnymi: TP53,
TGE PI3K/Akt/mTOR oraz Ras/Raf/MEK/ERK. W korze
nadnerczy, szlak Wnt/3-katenina bierze udziat w rozwo-
ju i ré6znicowaniu nadnerczy [48, 49]. Nieprawidlowe
funkcjonowanie tego systemu moze prowadzi¢ do
rozwoju nowotworu nadnercza. Najbardziej wyraziste
skutki na poziomie molekularnym obejmuja zaburzenia
akumulacji f-kateniny w cytoplazmie i jagdrze komor-
kowym oraz aktywujace mutacje somatyczne genu
B-kateniny (CTNNB1). Zmiany te wystepuja prawie
wylacznie w ACC o zlym rokowaniu [19, 46, 50, 51].
Inne biatko docelowe szlaku Wnt/B-kateniny, kodowane
przez gen ENCI1 (ectodermal-neural cortex protein 1), jest
aktywowane w raku kory nadnercza [52]. Ostatnie
badania wykazaly w prébkach ACA i ACC delecje
12 par zasad w regionie kodujacym genu AXIN2, nega-
tywnego regulatora szlaku Wnt/$-katenina [53].

Szlak sygnatowy cAMP/PKA
Modyfikacje podjednostki R1A kinazy biatkowej A
(PKA, protein kinase A), stanowiacej rdzen szlaku cAMD
czesto wystepujg wirdd oséb z zespoltem Carneya (patrz
nastepny rozdzial). Bertherat i wsp. wykazali, ze braki
w loci 17q23-q24 sg czeste w przypadkach nowotworéw
kory nadnercza, czesciej w ACC niz w ACA. Jednakze,
mutacje genu PRKARIA zaobserwowano w przypad-
kach ACA, ale nie ACC, co sugeruje odmienna role
PKA w nowotworzeniu guzéw tagodnych i zloSliwych
[54]. Zgodnie z tym, wadliwa ekspresja podjednostki
R2B (gen PRKAR2B, 7q22.3) obserwowana jest w gru-
czolakach wydzielajgcych hormony, natomiast nie jest
zmieniona w rakach wydzielajacych i gruczolakach
niewydzielajagcych hormonéw [55]. Utrata podjednost-
ki R1A skutkuje zwiekszong sygnalizacja mTOR [56].
Kaskada ACTH/G/PKA zalezna od cAMP odgrywa
kluczowa role w regulowaniu produkcji glikokorty-
kosteroidéow i androgenéw. Modyfikacje genetyczne
lub zmiany ekspresji genéw elementéw szlaku cAMP
wiazace sie ze zmienionym wydzieleniem i rozwojem
raka kory nadnercza to:

— zmniejszenie ekspresji i LOH receptora hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH, adrenocorticotropic
hormone) [57];

— defekty genetyczne w genie PDESB fosfodiesterazy
8B [58];
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— zmniejszenie ekspresji biatka wigzacego element
odpowiedzi na cAMP (CREB, cAMP-responsive ele-
ment binding protein) [59, 60];

— wyzsza aktywno$¢ telomerazy [60];

— zmniejszenie ekspresji izoform ICER (wczesnego
represora indukowanego cAMP, inducible cAMP
early repressor), ktére wywodza sie z wewnetrznego
promotora genu CREM (kodujacy biatkowy modu-
lator odpowiedzi na cAME, cAMP responsive element
modulator) [60].

Odmienne zmiany zaobserwowano w przypad-
kach ACA, co sugeruje, ze powyzsze zmiany moga by¢
wskaznikami ztosliwo$ci nowotworu. Jednakze, wiek-
sz0$¢ z tych zmian zwigzana jest z zespolem Cushinga,
co sugeruje, ze zmiany w sygnalizacji cAMP wykazujg
silng zalezno$¢ z tym okreslonym rodzajem nowotworu
kory nadnercza.

Szlak steroidogenezy

Receptor jadrowy steroidogennego czynnika 1 (SF-1,
NR5A1, nuclear receptor steroidogenic factor 1) odgrywa
role gléwnego regulatora réznicowania i steroido-
genezy w nadnerczach poprzez kontrole ekspresji
enzyméw cytochromu P450. Receptor jadrowy stero-
idogennego czynnika 1 jest zaangazowany w regulacje
proliferacji, apoptozy, angiogenezy, przyczepnosci
oraz dynamiki cytoszkieletu komoérek kory nadnerczy
[61, 62]. Wysoki poziom SF-1 zwieksza proliferacje
komorek kory nadnerczy oraz zmniejsza wydzielanie
kortyzolu i aldosteronu, za to nie wywiera on wpltywu
na produkcje dehydroepiandrosteronu (DHEA). Zwie-
lokrotnienie liczby kopii genu SF-1 (NR5A1) stymuluje
nowotworzenie [63]. Badania inhibitora SF-1, Pod-1
(capsulin, epicardin, Tcf21), wykazaly, ze gen TCF21 jest
zahamowany w ACC, ale nie w ACA i normalnej tkance
[64]. Nadekspresja SF-1 jest o wiele bardziej znaczgca
w nowotworach u dzieci niz u dorostych. W wiekszo-
§ci nowotworéw wieku dzieciecego liczba kopii SF-1
jest zwiekszona w wyniku posiadania dodatkowego
chromosomu lub amplifikacji w 9q33 [65-67]. Recep-
tor jadrowy steroidogennego czynnika 1 jest réwniez
przydatny jako marker rokowniczy: jego zwigkszona
ekspresja koreluje z bardziej zaawansowanym stadium
nowotworu, gorszymi efektami leczenia i krétszym
catkowitym czasem przezycia [68, 69].

Innym czynnikiem zaangazowanym w steroidoge-
neze jest ACTH (hormon adrenokortykotropowy, korty-
kotropina), ktéry odgrywa kluczowa role w maksymali-
zacji specyficznej ekspresji enzymow steroidogennych,
ktére niezbedne sa do syntezy glikokortykoidéw
i androgenéw w warstwach siatkowatej (zona reticula-
ris) i pasmowatej (zona fasciculata) nadnerczy. Hormon
adrenokortykotropowy dziata poprzez receptory sprze-
zone z biatkiem G, zwigkszajac poziom cAMD a tym
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samym aktywujac PKA, co z kolei stymuluje ekspresje
enzyméw steroidogennych P450. Kaskada ACTH/G/
/PKA odgrywa zasadnicze znaczenie w utrzymaniu
wysoko zréznicowanego fenotypu nadnerczy, a jedynie
umiarkowane znaczenie w proliferacji komérek [70, 71].
Rak kory nadnercza wykazuje obnizony poziom
ekspresji i LOH genu ACTH-R, kodujacego receptor
kortykotropiny [57, 60].

Klaster genéw steroidogenezy, réwniez wykazu-
jacy zréznicowanie pomiedzy ACC a ACA zawiera:
CYP11A1 (cytochrom P450scc, desmolaza cholesterolu),
CYP11B1 (P450c11B1, 118-hydroksylaza), CYP17A1
(P450c17, 17a-hydroksylaza), CYP21A2 (P450c21,
21-hydroksylaza), HSD3B1 (dehydrogenaza 38-hy-
droksysteroidowa/A-5-4 izomeraza) oraz STAR (StAR,
bialko ostrej regulacji steroidowej, steroidogenic acute
regulatory protein). W przeciwienstwie do ekspresji
Klastra IGF2, klaster genéw steroidogenezy wykazu-
je niska ekspresje w raku kory nadnercza, a wysoka
w gruczolaku. Jest to zgodne z zaobserwowana zwiekszo-
na produkcja glukokortykoidéw w ACA [37]. Zwigzek
miedzy szlakami IGF2 i steroidogenezy jest widoczny
zwlaszcza w okresie rozwoju i réznicowania nadnerczy.
Insulinopodobny czynnik wzrostu 2 pobudza ekspresje
enzymow steroidogennych regulowanych przez ACTH,
takich jak P450scc, P450c17 i HSD3B1 [29]. Ostatnie
badania wskazuja réwniez zwiazek z kaskadami TGFf
i Wnt/f-katenina. Jednakze dokladne mechanizmy tych
wspolzaleznosci nie zostaly jeszcze zidentyfikowane
[62,72]. Proponowane wytlumaczenie wskazuje udziat
bialka docelowego szlaku Wnt/#-katenina, SGK1 (kina-
zy 1 regulowanej przez osocze i glikokortykoidy, serum
and glucocorticoid-regulated kinase 1), ktéra wykazuje
obnizong ekspresje w raku kory nadnercza. Kinaza
serynowo-treoninowa jest SGK1, ktéra jest regulowa-
na przez takie czynniki, jak kortykosteroidy, czynniki
wzrostu, biatko p53 i mTORC2 [73].

Inne czynniki wzrostu i ich receptory

Poza IGF2 kilka innych czynnikéw wzrostu odgrywa
role w rozwoju nowotworéw kory nadnercza, wska-
zujac na istnienie sieci wspoélzaleznosci szlakéw sygna-
lizacji komérkowej. Czynniki regulujgce mTOR, ktore
zaangazowane sa w rozw6j ACC to: czynnik wzrostu
§rédbtonka naczyniowego (VEGE vascular endothelial
growth factor), epidermalny czynnik wzrostu (EGE
epidermal growth factor) oraz IGF2. Ponadto, mTOR
moze wplywac na ekspresje IGF2 i VEGE odgrywa-
jac role ich stymulatora [74]. Wéréd réznych typéw
nowotworéw nadnercza najwyzszy poziom VEGF
zaobserwowano w ACC. Jednym z gléwnych czynni-
kéw angiogenezy w guzach litych jest VEGF [75-77].
Zwigkszony poziom VEGF wykazuje silng zaleznos¢
z nadekspresja IGF2, zgodnie z obserwowanym
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wplywem na auto- i parakrynng regulacje wzrostu
komorek nowotworowych [77].

Roéwniez receptor epidermalnego czynnika wzro-
stu (EGFR, epidermal growth factor receptor) wykazuje
zwiekszony poziom w raku kory nadnercza [78-81].
Potencjalnym markerem zlogliwosci jest EGFR, ponie-
waz jego ekspresja jest znaczaco wyzsza w ACC niz w
ACA. Receptor EGE nalezacy do rodziny ErbB, bierze
udzial w proliferacji i przezyciu komérek. Docelowymi
szlakami sygnalowymi sa Ras/Raf/MEK i STAT [81].
Kotoula i wsp. przeprowadzili badania mutacji w ge-
nie EGFR i wykryli je w domenie kinazy tyrozynowej
tego receptora w stosunkowo niewielkiej ilosci (11%)
rakow [82].

Receptory czynnikéw wzrostu fibroblastéw (FGFR1
i FGFR4) moga réwniez stuzy¢ jako znaczniki zlosli-
wosci, poniewaz ich stezenie jest znacznie wyzsze w
ACC niz w ACA i tkance zdrowej [33, 37, 46, 52, 83-85].
Wspoldzialajg one z IGF2 (hamowanie poprzez pod-
stawowy FGF2) i NRAS, bezposrednie biatko docelowe
sygnalizacji FGFR. FGFR1 i FGFR4 naleza do genéw
klastra IGF2, a ich nadmierna ekspresja koreluje bez-
posrednio z IGF2 [33].

Transformujace czynniki wzrostua (TGFa) i (TGES1
i TGFB2) sa wytwarzane w zdrowych komdrkach kory
nadnerczy, aby kontrolowa¢ steroidogeneze poprzez
hamowanie ekspresji STAR (kodujacego bialko ostrej
regulacji steroidowej), CYP17A1 iinnych genéw [79, 86].
Te dwa czynniki wzrostu dziela te same receptory, typu 1
i2. Nadmierna ekspresja genéw TGF321TGFBR1 zostala
zaobserwowana w ACC, ale nie w ACA, co sugeruje,
Ze moga one stanowi¢ obiecujace markery zlosliwosci.
Z drugiej strony, ekspresja TGFSR3 (kodujacego be-
taglikan, receptor typu 3 transformujacego czynnika
wzrostu ) jest znacznie wyzsza w ACA w poréwnaniu z
ACC. Do Klastra IGF2 naleza TGF32i TGFBR1,a TGFAR3
jest elementem klastra genow steroidogenezy [37].

Nalezace do nadrodziny TGFg, aktywiny i inhibiny
to Scisle zwigzane ze sobg kompleksy biatkowe o struk-
turze opartej na wspdlnych elementach, ale wywiera-
jace praktycznie przeciwny skutek. Inhibina sklada sie
z podjednostki a i 8, ktéra ma dwa warianty A i 8B,
ijest eksprymowana w jajniku, jadrach, tozysku, korze
nadnerczy, czyli w tkankach steroidogennych. Aktywi-
na zawiera dwie podjednostkig (BA, B, 5C, E) i wyka-
zuje bardziej powszechne wystepowanie w tkankach,
wywierajac dzialanie hamujace na wzrost komérek
kory nadnerczy i wytwarzanie steroidow, ale stymulu-
jac apoptoze w nadnerczach plodowych. Rola inhibiny
jest posrednia regulacja produkgcji steroidéw poprzez
blokowanie wigzania aktywin z ich receptorami [87].
Profile ekspresji INHA (podjednostka § inhibiny), INH-
BA (podjednostka A inhibiny), ACVR2A (receptor ak-
tywiny typu IIA), ACVR2B (receptor aktywiny typu IIB)

oraz FST (folistatyna, biatko wiazace aktywiny) wydaja
sie podobne do TGFfR3, z ekspresja obnizong w ACC
ipodwyzszong w ACA [37, 88]. Jednakze wiekszos¢ ACT
wykazuje ekspresje INHA, co mozna wykorzystaé jako
marker odrézniajacy je od guzéw niepochodzacych
zkory nadnercza. Wsréd nowotworéw wieku dzieciece-
go dominuja ACT charakteryzujace sie sporadycznymi
stratami chromosomowymi w genie INHA [89].

Cykl komdrkowy

Bialka zaangazowane w przejscie komoérki z fazy G1 do
S, ktére wykazuja nadeskpresje w raku kory nadnercza
to: cykliny D1 (gen CCND1), E1 (CCNE1)iE2 (CCNE2),
kinazy zalezne od cyklin 1 (CDK1, wczeéniej CDC2),
2 (CDK2) i 4 (CDK4) oraz inhibitor kinaz zaleznych od
cyklin 3 (fosfataza o podwdjnej specyficznosci zwiazana
z CDK2) (CDKN3) [21, 46, 52, 90-93]. Wérdd bialek przej-
Scia G2/M, nadmierna ekspresje wykazuja cykliny A2
(CCNA2), B1 (CCNB1)iB2 (CCNB2), kinazy zalezne od
cyklin 1(CDK1)i7 (CDK?), fosfataza CDC25C i topoizo-
merazy DNAI(TOPI1)illa (TOP2A) [21, 52, 90-92, 94].
W poréwnaniu z ACA i zdrowa tkanka, ACC wykazuja
réwniez obnizong ekspresje inhibitoréw kinaz zalez-
nych od cyklin 1C (p57, Kip2) (CDKNIC) [33, 52, 93]
i 2A (p16) (CDKN2A) [37, 46], a takze protoonkogenu
jun (JUN) [91] oraz reprimo, kandydata na mediatora
zatrzymania w fazie G2 zaleznego od TP53 (RPRM) [90].
Biatka p57, pl6ijun sa zaangazowane w przejécie G1/S,
natomiast reprimo w G2/M.

MikroRNA

MikroRNA to male czasteczki niekodujacego RNA
o dltugosci 20-22 nukleotydéw, ktére dzialaja na pozio-
mie transkrypcji, regulujac ekspresje genéw w sposob
specyficzny dla sekwencji. Sa one zaburzone w wielu
rodzajach raka, co sugeruje, Ze biora udzial w powsta-
waniu nowotworéw [95]. Jednym z najintensywniej
badanych miRNA jest hsa-miR-483-5p. Jest ono nadre-
gulowane w ACC, w przeciwienistwie do ACA i tkanki
zdrowej, i wigze sie z gorszym rokowaniem [96-98].
MiR-483-5p znajduje si¢ w locus 11p15.5 w IGF2, ktory
jest najczesciej nadeksprymowanym genem w ACC
[97]. W zwiazku z tym poziom miR-483-5p moze by¢
wykorzystany jako wskaznik poziomu IGF2 w ACT,
co moze by¢ przydatne przy podejmowaniu decyzji
o rodzaju leczenia u pacjenta i w badaniach klinicz-
nych §rodkéw terapeutycznych celowanych w szlaki
sygnalowe zwigzane z IGF2. Kolejny mikroRNA
eksprymowany z tego samego intronu 2 genu IGF2,
ale wywodzacy sie z ramienia 3" prekursora miR-483,
nazwany zostal hsa-miR-483-3p i réwniez wykazuje
podobny profil w ACC [97, 98]. W dzieciecych nowo-
tworach kory nadnercza zaobserwowano nadekspresje
miR-483-3p, ale nie miR-483-5p [99].
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Inne mikroRNA o zwigkszonej ekspresji w ACC
to hsa-miR-139-5p (11q13.4), hsa-miR-181b (1g32.1),
hsa-miR-184 (15925.1), hsa-miR-210 (11p15.5) oraz
hsa-miR-503 (Xq26.3) [90, 96, 98, 99]. Z drugiej strony,
do miRNA o obnizonej ekspresji w ACC naleza hsa-
-miR-7 (9g21.32), has-miR-99a (21q21.1)/hsa-miR-100
(11q24.1), hsa-miR-195 (17p13.1), hsa-miR-214 (1q24.3),
hsa-miR-222 (Xp11.3), hsa-miR-335 (7q32.2) i hsa-
-miR-375 (2q35) [90, 96-100]. Aktywnos$¢ mikroRNA
moze wywiera¢ wplyw na szereg kaskad przekazy-
wania sygnaléw w komorce. Na przyklad, miR-184,
miR-7, miR-99a i miR-100 reguluja na wielu poziomach
szlak PI3K/Akt/mTOR, podczas gdy miR-335i miR-375
maja wplyw na sygnalizacje Wnt. Ponadto, miR-503
i miR-195 sg zaangazowane w regulacje cyklu komor-
kowego na poziomie przejécia G1/5 [95, 99]. Niedawne
badania przeprowadzone przez Caramute i wsp. byly
pierwszymi majacymi na celu zbadanie elementéw
szlaku biogenezy mikroRNA. Wyniki wskazaly ze-
staw genéw wykazujacych wyzsza ekspresje w ACC
w poréwnaniu z ACA i zdrowej tkanki: TARBP2 (biatko
2 wigzace TAR RNA), DICER1 (dicer 1, rybonukleaza
typu III) oraz DROSHA (drosha, rybonukleaza typu
III), ktére stanowia kluczowe czynniki przetwarzania
miRNA [101].

Receptory hormonow steroidowych

Steroidy plciowe (estrogeny i androgeny) odgrywaja
kluczowa role w etiologii i rozwoju nowotwordw piersi,
jajnika i prostaty, zwiazanych z ukladem hormonalnym
[102]. Objawowo, ACC wydzielajace androgeny powo-
duja wirylizacje u kobiet, podczas gdy ACC wydziela-
jace estrogeny skutkuja feminizacja u mezczyzn [3].
Estrogeny moga stymulowac proliferacje komorek kory
nadnerczy poprzez mechanizmy auto- i parakrynne.
W ACC zaobserwowano zwigekszony poziom receptora
estrogenowego typu 1 (ESR1, Era), a obniZzony receptora
estrogenowego typu 2 (ESR2, Erb). W rezultacie, rak
kory nadnercza wykazuje podwyzszony stosunek ER1/
/ER2 (ERa/ERB) [102]. Inne badania udowodnity zwia-
zek miedzy tym wskaznikiem a zwiekszona ekspresja
receptora innego hormonu plciowego, progesteronu
(PGR) [103]. Ponadto, jadrowy receptor hormondw,
receptor a zwiazany z estrogenami (ESRRA lub ERRa)
wykazuje podwyzszony poziom w ACC w poréwnaniu
z normalng tkankg i innymi nowotworami kory nad-
nercza [104]. Wzrost ekspresji aromatazy (CYP19A1),
enzymu syntezy estrogendw ujawniaja tez ACC [102].

Szlak kwasu retinowego

Retinoidy biorg przede wszystkim udzial w proliferacj,
réznicowaniu i apoptozie. Wiele badan wskazuje, ze
ACC charakteryzuje sie zmniejszona ekspresja recep-
tora kwasu retinoidowego (RXRA, retinoid X receptor-c),
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RARRES2 (retinoic acid receptor responder (tazarotene indu-
ced) 2)irodziny dehydrogenaz aldehydowych 1, A1i A3
(ALDH1A1iALDH1A3) (21,31, 32, 52, 83, 85, 90, 92, 94].

Genetyczne/rodzinne zespoty
nowotworowe

W wiekszosci przypadkéw rodzinne zespoly no-
wotworowe wywodza sie z okreslonego profilu
molekularnego z mutacjami linii zarodkowej, ktére
moga by¢ mutacjami punktowymi, ale czesciej sa to
zloZzone zmiany, dotykajgce wielu genéw i szlakéw
molekularnych [38]. Guzy kory nadnercza wystepuja
w przypadkach wielu zaburzen rodzinnych, takich jak:
zespol Li-Fraumeni (LFS, Li-Fraumeni syndrome), zesp6l
Beckwitha-Wiedemanna (BWS, Beckwith-Wiedemann
syndrome), zesp6t Carneya (CNC, Carney complex), mno-
ga gruczolakowato$¢ wewnatrzwydzielnicza (MENT1,
multiple endocrine neoplasia), zespdt McCune’a-Albrighta
(MAS, McCune-Albright syndrome) i rodzinna polipowa-
tos¢ gruczolakowata (FAP familial adenomatous polyposis
coli) z jej wariantem zespolem Gardnera (rodzinna
polipowatoscia jelita grubego), co podsumowano
w tabeli I [105, 106]. Punktem centralnym tego artyku-
tu pogladowego jest rak kory nadnercza i w zwigzku
z tym szczegbélowo opisano zespoly charakteryzujace
sie zwiekszona czestosciag wystepowania tego rodzaju
nowotworu.

Zespot Li-Fraumeni

Dziedziczony w sposéb autosomalny dominujacy,
zespol Li-Fraumeni (OMIM 151623) charakteryzuje
sie wystepowaniem wielu rodzajéw nowotworéw
u pacjentéw ponizej 45. roku zycia. Do najczestszych
guzoéw naleza: przedmenopauzalny rak piersi, miesaki
tkanek miekkich, guzy mézgu, kostniakomiesaki, rak
kory nadnercza, rak pluc oraz bialaczka (wystepujaca
najrzadziej sposr6d wymienionych typéw) (dane
uzyskane z bazy danych IARC TP53) [42, 107, 108].
W poréwnaniu z innymi wymienionymi nowotworami
ACC rozwija sie u mniej niz 10% pacjentéw z LFS, ale
wystepuje w najmlodszym wieku we wczesnym dzie-
cinstwie [41, 42, 109].

Wiekszos¢ pacjentéw z zespolem Li-Fraumeni
(LFS) lub Li-Fraumeni-podobnym (LFL, Li-Fraumeni-
-like) posiada heterozygotyczne mutacje w genie TP53
(17p13.1), kodujacym biatko p53, zwane réwniez ,straz-
nikiem genomu”. Czynnik transkrypcyjny p53 dziala
poprzez aktywacje ekspresji genéw zaangazowanych
w kontrole cyklu komérkowego, zatrzymanie w fazie G1
w przypadku uszkodzenia DNA (utrzymanie stabilno-
$ci genomowej) oraz apoptoze [110]. Czestos¢ mutacji
w genie TP53 u pacjentéw z LFS/LFL jest do$¢ zr6znico-
wana, wynoszac, odpowiednio, okolo 80% i40% [111]
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Tabela L. Geny lezgce u podstaw dziedzicznych zespoldw nowotworowych charakteryzujgcych sie zwiekszonq predyspozycjg

do nowotwordw kory nadnercza

Nazwa rodzinnego zespotu ACA/ACC Locus Gen Biatko
nowotworowego
Zesp6t Li-Fraumeni 1 (LFST) ACC 17p13.1 TP53 p53
Zesp6t Li-Fraumeni 2 (LFS2) - 22q12.1 CHEK2 Kinaza CHEK2
Zespot Li-Fraumeni 3 (LFS3) - 1923 (jeszcze nie poznane)
Zespot Beckwitha—Wiedemanna (BWS) ACA, ACC 5¢35.2-g35.3 NSD7 Biatko 1 receptora jadrowego zawierajace
domeng SET
11p15.5 H19 H19, transkrypt z imprintingiem matczynym
(nie kodujacy biatka)
11p15.5 IGF2 Insulinopodobny czynnik wzrostu 2
11p15.5 Kcnaiot1 Przeciwna ni¢/antysensowny transkrypt 1
KCNQ1 (nie kodujacy biatka)
11p15.4 CDKN1C Inhibitor kinaz zaleznych od cyklin 1C
(p57, Kip2)
Mnoga gruczolakowato$¢ ACA/(rzadko 11q13.1 MENT Menin
wewnatrzwydzielnicza, typu 1 (MENT1) ACC)
Rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata 1 ACA/(rzadko 5q22.2 APC APC
(FAP1) z wariantem zespotem Gardnera ACC)
Zespdt Carneya, typu 1 (CNC1) ACA 17q924.2 PRKAR1A Regulatorowa podjednostka R1A kinazy
biatek zaleznej od cAMP
Zesp6t Carneya, typu 2 (CNC2) ACA 2p16 (jeszcze nie poznane)
Zesp6t McCune'a—Albrighta (MAS) ACA 20q13.32 GNAS G -alpha (podjednostka « biatka G)

ACA — gruczolak kory nadnercza, ACC — rak kory nadnercza. Na podstawie: [16, 106, 121, 183]

iprawie 30% dla obu zespoléw réwnoczesnie [112]. Dla
wszystkich rodzajéw rodzinnych zespoléw nowotwo-
rowych tacznie prawie 17% jest skutkiem zmian w genie
TP53 [109]. Warto zauwazy¢, ze zgodnie z kryteriami
Chompret dla LFS, kazdy pacjent z ACC, niezaleznie
od wieku w momencie rozpoznania czy historii rodzin-
nej, wykazuje wysokie prawdopodobienstwo (zwykle
miedzy 50-80%) posiadania mutacji linii zarodkowej
w TP53 [109, 113]. Wedlug Miedzynarodowej Agencji
Badan nad Rakiem (IARC, International Agency for Re-
search on Cancer) mutacje zwigzane z LFS koncentruja
sie w TP53 w eksonach 5-8 (ok. 80-90%), a nastepnie
w eksonach 4 i 10 (< 10% tacznie), wiekszo$¢ z nich
to mutacje zmiany sensu (prawie 70%), a nastepnie
»splicingowe” (10%), nonsensowne (9%) i przesuwajace
ramke odczytu (7%) [42].

Dwie gléwne funkcje p53 zostaja zaburzone w wy-
niku zmian w tych dwéch regionach: domenie kontaktu
z DNA i wiazacej DNA (DBD, DNA binding domain)
oraz podporze struktury powierzchni kontaktu bial-
ko-DNA, uzyskanej dzieki dwom duzym petlom (L2
iL3), co jest stabilizowane wigzaniem cynku i motywem
petla—kartka—helisa (petla L1). W zwigzku z tym, zmuto-
wane biatka podzielono na dwie grupy: ,kontaktowe”
(powstate w wyniku mutacji, takich jak S241F R248W

i C277F) i ,strukturalne” (R175H, C176F, H179R,
i C242F). Inne proponowane mechanizmy zaburzo-
nego funkcjonowania p53 obejmujg: mutacje nabycia
funkgji (GOE gain-of-function) oraz dominujace nega-
tywne (DNE, dominant-negative effects) w poréwnaniu
z biatkami typu dzikiego (wild-type), gdy brak jest presji
selekcyjnej po utracie allelu typu dzikiego [113, 114].

Badania mieszkaficow potudniowej Brazylii z hi-
storiag rodzinng zgodna z kliniczna definicja LFS lub
LFL wykazaly, ze okolo 13% z nich jest nosicielami
mutacjic.1010G > A (p.R337H) w eksonie 10 genu TP53
[112]. Pomimo wcze$niejszych alternatywnych teorii,
ostatnie badania potwierdzaja, ze wysoki wspoélczyn-
nik wystepowania tej mutacji u okoto 0,3% populacji
tego regionu wynika z wystgpienia efektu zalozyciela
w populagji Brazylii. W poludniowej Brazylii czestos¢
wystepowania ACC u dzieci jest 10-15-krotnie wyzsza
niz w innych czesciach $wiata i jest silnie zwiazana
z mutacjg p.R337H [115-117].

Niewielka liczba rodzin dotknietych LFS posiada
mutacje w innym genie — CHEK?2 (22q12.1), przez co
wyodrebniono zespét Li-Fraumeni 2 (LFS2) (OMIM
609265) [41, 118]. Opisano réwniez LES3 (OMIM
609266), zwigzany ze zmianami w regionie 1q23, ktéry
wymaga dalszych badan [118, 119].
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Zespot Beckwitha-Wiedemanna
Zesp6l Beckwitha-Wiedemanna (OMIM 130650) jest
rzadkim schorzeniem zwiazanym z zaburzeniami
imprintingu genomowego, zazwyczaj wystepujacym
sporadycznie — rodzinne przypadki stanowia mniej
niz 15% przypadkéw. Ten dzieciecy zespdt gtéwnie
charakteryzuje sie wadami przedniej $ciany jamy
brzusznej, makroglosja i przerostem tkanek. Okoto 10%
przypadkéw BWS wiaze sie ze zwiekszonym ryzykiem
rozwoju nowotwordéw, najczesciej guzéw Wilmsa, he-
patoblastomy, miesaka prazkowanokomoérkowego oraz
guzéw nadnercza [120, 121]. Z genetycznego punktu
widzenia, BWS jest spowodowany przez zmiany eks-
presji genéw w regionie 11p15.4-p15.5 z nalozonym
imprintingiem rodzicielskim. Domena telomerowa
(tzw. centrum imprintingu 1, IC1 lub DMR1, differentially
methylated region 1) zawiera geny IGF2 i H19. Domena
centromerowa 2 (IC2, DMR2) obejmuje okolo 10 genéw
znatozonym imprintingiem, kodujacych inhibitor kinaz
zaleznych od cyklin 1C p57KIP2 (CDKN1C lub p57kip2),
podjednostke kanalu potasowego bramkowany po-
tencjalem (KCNQI1) i odpowiadajacy mu transkrypt
(KCNQ10T1 lub LIT1) [120, 122].

Wiekszos¢ defektéw genetycznych zwiazanych
z BWS jest skutkiem utraty imprintingu, spowodowanej
nieprawidlowa metylacjg w regionie IC2, a wiekszo$¢é
rodzinnych przypadkéw wynika ze zmian w genie
CDKNIC lub mikrodelecji w IC1, dziedziczacych sie
w spos6b autosomalny dominujgcy [121, 123]. Innym
genem powigzanym z BWS jest NSD1 (5q35.2-q35.3).
Baujat i wsp. opisali mutacje tego genu w niewielkiej
liczbie pacjentéow z BWS, sugerujac, ze imprinting
w regionie 11p15 jest regulowany przez produkt tego
genu, bialko 1 receptora jadrowego zawierajace dome-
ne SET (nuclear receptor binding SET domain protein 1).
Dziala ono réwniez jako wspoélregulator receptora
androgenowego [124].

Mnoga gruczolakowatosé¢ wewnqgtrzwydzielnicza
Mnoga gruczolakowato$¢ wewngtrzwydzielnicza
(OMIM 131100) to wysoce penetrujaca, autosomalna
dominujgca przypadloé¢, charakteryzujaca sie wystepo-
waniem nowotworéw przytarczyc, trzustki, przedniego
plata przysadki, grasicy (rakowiaka), tarczycy (gruczo-
laka), a u prawie 40% pacjentéw — nowotwordw i roz-
rostu kory nadnercza. Rak kory nadnercza wystepuje,
ale jest niezwykle rzadki. Wiekszo$¢ rodzin dotknietych
MENI1 (75-95%) posiada heterozygotyczna inaktywu-
jaca mutacje linii zarodkowej w genie MENT (11q13.1)
[125, 126], wystepuja réwniez duze delecje. Biatko
menin, tkankowo-specyficzny supresor nowotworowy,
oddziatuje z takimi bialkami jak czynniki transkrypcyj-
ne (np. Jun D, NF«B i Smad3) czy metylotransferazy
histonu H3 (np. MLL, MLL2) [127]. W zwiazku z tym,
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pole jego dzialania to regulacja cyklu komérkowego,
proliferacji i apoptozy [128]. Wplyw biatka menin na
wzrost komoérek wydaje sie podlegaé skomplikowa-
nemu mechanizmowi, poniewaz dziala jako supresor
w komoérkach endokrynnych, ale jako aktywator
w niektérych typach komoérek biataczkowych [127].

Rodzinna polipowatosc gruczolakowata

Rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata (FAP) 1 oraz jej
wariant zesp6t Gardnera (OMIM 175100) to zaburzenia
dziedziczone autosomalnie dominujaco. Zazwyczaj
FAP charakteryzuje si¢ wystgpowaniem setek do ty-
siecy polipdw gruczolakowatych jelita grubego i jego
rakiem [129], za$ zesp6l Gardnera wiaze sie z polipo-
watoscig przewodu pokarmowego i takimi zmianami,
jak: kostniaki, torbiele epidermoidalne, hepatoblasto-
ma, rak brodawkowaty i pecherzykowy tarczycy oraz
gruczolaki nadnercza [130]. Molekularnej przyczyny
lezacej u podstaw tych zespoléw doszukano sie w locus
5q22.2, ktére zawiera gen APC (adenomatous polyposis
coli), bedacy supresorem nowotworéw poprzez obni-
zanie aktywnosci $-kateniny. Gdy zabraknie regulacji
poprzez APC nastepuje akumulacja B-kateniny w ja-
drze komoérkowym, co prowadzi do aktywacji genéw
zaangazowanych w rozpoczecie i postepowanie cyklu
komoérkowego. Zmiany patogenne w genie APC to
gléwnie mutacje przesuwajace ramke odczytu lub non-
sensowne, a nastepnie duze delecje genowe i zmiany
splicingu [129]. U pacjentéw z FAP zaobserwowano
zwigkszone ryzyko ACC w poréwnaniu z ogélng po-
pulacja. Wyjasnieniem moze by¢ fakt, ze podwyzszone
stezenie $-kateniny moze odgrywac role w powstaniu
ACC, jako ze to bialko silnie aktywuje wachlarz genéw
niezbednych do rozwoju i homeostazy tkanki kory
nadnerczy [131, 132].

Obiecujace terapie celowane
w raku kory nadnercza

Jak wspomniano wyzej, kaskady PI3K/Akt/mTOR
i Ras/Raf/MEK/ERK wspéldziataja i regulowane sa
przez wiele elementéw sygnalizacji komérkowej; oby-
dwie inicjowane sg poprzez aktywacje TKR. Najnowsze
doniesienia wskazuja, ze szereg element6éw tych kaskad
moze stanowi¢ obiecujgce cele terapii ACC, a inhibitory
PI3K/mTOR wywieraja dzialanie antyproliferacyjne
w komérkach raka kory nadnercza [99, 133-141].
Fassnachtiwsp. opisali zwiekszenie catkowitej eks-
presji bialka Akt w ACC, ale nie w ACA lub normalnej
tkance. Ta grupa badawcza zbadala takze poziom ufos-
forylowanego Akt (pAkt) i wykazala, ze w rzeczywisto-
§ci wskaznik pAkt/Akt nie jest zmieniony w ACC [142].
Jednakze inne badania wykazaly, ze ekspresja pAkt
jest zwiekszona w ACC [34]. Ponadto, stezenie mTOR,
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fosfo-mTOR i biatka raptor jest znacznie zwigkszone
w guzach kory nadnercza. Zatem aktywno$¢ mTOR
jest wyzsza w ACT niz w grupie kontrolnej. Z drugiej
strony, stezenie biatka rictor byt ponizej poziomu wy-
krywalnosci w nowotworowej i normalnej tkance kory
nadnerczy [99].

W kilku doniesieniach dotyczacych bialek Ras opisa-
no nadekspresje mRNA KRAS i mutacje w genie KRAS
w lagodnych nowotworach nadnercza [143], rakach
[82], jak réwniez mutacje w genie NRAS zaré6wno w
ACC, jaki ACA [82, 144]. Z drugiej strony, inne badania
wykazaly brak mutacji tych genéw i genu HRAS (HRas)
w nowotworach nadnercza [144-146]. Ponadto Kotoula
i wsp. opisali aktywujace mutacje w genie BRAF (B-Raf)
w niemal 6% badanych przypadkéw ACC [82]. Obser-
wacje te sugeruja, ze zmiany w genach kodujacych
elementy rodziny Ras i Raf moga pojawi¢ sie¢ w nowo-
tworach nadnercza, jednak nie wystepuja one czesto.

Molekularne metody badawcze

Szereg gendw podatnosci, opisanych w przypadkach
zespoléw rodzinnych byt poczatkiem molekularnego
okreslania ztosliwosci guza ijego odréznienia od nowo-
tworéw lagodnych. Badania genomu, takie jak analiza
transkryptomu, pozwalaja kwalifikowaé nowotwory do
klastréw o podobnym profilu molekularnym i rokow-
niczym. Jest to by¢ moze punkt zwrotny w diagnostyce
i leczeniu nowotworéw kory nadnercza.

Metody, ktére umozliwily takie analizy, to: ana-
liza mikrosatelitarnych sekwencji, poré6wnawcza
hybrydyzacja genomowa (CGH, comparative genomic
hybridisation) (zaré6wno konwencjonalna, jak i oparta
na macierzach), mikromacierze cDNA, oligonukleoty-
dowe, SNE miRNA oraz macierze PCR. Wiele grup
badawczych przeprowadzito badania ekspresji duzej
liczby genéw w nowotworach kory nadnercza. Bada-
nia z zastosowaniem markeréw mikrosatelitarnych
pozwalaja zidentyfikowa¢é regiony genomu, gdzie
czesto wystepuje LOH [35, 125], natomiast porow-
nawcza hybrydyzacja genomowa umozliwia ocene
zmian liczby kopii w calym genomie [25, 147-152].
Glowna wada konwencjonalnej CGH jest ograniczona
rozdzielczo$¢ (2 Mbp dla amplifikacji i 10-20 Mbp dla
delecji pojedynczej kopii), co sprawia, Ze nie jest przy-
datna w wykrywaniu zmian na poziomie locus. Ten
problem zostal rozwigzany w macierzach CGH, ktére
umozliwiaja wykrywanie zmian liczby kopii DNA na
poziomie gendéw, analizujac pojedyncze locus za locus
[153]. W ostatnim czasie wiele projektéw badawczych
bylo poswiecone ocenie nowotwordéw kory nadnercza
za pomoca macierzy CGH [20, 46, 147, 154].

Do innych typéw mikromacierzy DNA wykorzy-
stywanych w badaniach ACT naleza: mikromacierze
c¢DNA, oligonukleotydowe i SNP. Pierwsze dwa typy
stanowia podstawe badan majacych na celu ocene

profilu ekspresji. Te metody nieznacznie si¢ od siebie
rdznig, jesli chodzi o precyzje i niezawodnos¢. Liczba
badan opartych na mikromacierzach ¢cDNA [31, 37,
83, 85, 91, 155, 156] jest poréwnywalna z liczba badanh
z uzyciem Affymetrix GeneChips (sa to wysokiej gestosci
mikromacierze oligonukleotydowe) [19, 21, 32, 33, 52,
92, 94, 157-160]. Badania polimorfizméw pojedyncze-
go nukleotydu (SNF, single nucleotide polymorphism)
w guzach kory nadnercza z uzyciem macierzy SNP sa
nieliczne [73, 161, 162]. Mikromacierze SNP umozliwiaja
wykrycie zmian liczby kopii i LOH. Innym rodzajem de-
dykowanego chipa jest mikromacierz mikroRNA, kt6ra
umozliwia badanie catej populacji miRNA na poziomie
genomu [90, 96-98, 100]. Technologia mikromacierzy
umozliwia takze badania profilu metylacji, co moze
by¢ kolejnym sposobem na odréznienie nowotworéw
zlosliwych od lagodnych [163-165]. Macierze PCR sa
najbardziej przydatne w badaniach okreslonej grupy
gendéw, przykladowo genéw zwigzanych z okreslong
Sciezka sygnalizacyjna [155, 166, 167].

Techniki wykorzystywane do weryfikacji wynikéw
badan na poziomie genomu obejmuja immunohisto-
chemie, Western blotting, qPCR oraz fluorescencyjna
hybrydyzacje in situ (FISH, fluorescence in situ hybridisation).
Poza analizami transkryptomu, jedna z najczesciej stoso-
wanych metod w badaniach przesiewowych duzej liczby
prébek sa mikromacierze tkankowe, szczegdlnie czesto
wykorzystywane w badaniach immunohistochemicznych
guzéw kory nadnercza [21, 34, 51, 52, 67, 69, 80, 168].

Wybrane terapie celowane
w raku kory nadnercza

Niedawne badania, ktére przyczynily sie do zrozumienia
mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw ACC,
umozliwily badania kliniczne terapii celowanych. Jed-
nakze ich wyniki sa nadal niezadowalajace. Doniesienia
o terapiach ratunkowych z wykorzystaniem $rodkéw
ukierunkowanych na konkretne czasteczki sa jeszcze
mniej pomyslne. Nalezy jednak zauwazy¢, Ze te srodki
badano u pacjentéw z ACC z bardzo ztym rokowaniem
przez zaawansowane stadium choroby, u ktérych nie
uzyskano odpowiedzi na wczesniejszg chemioterapie.
Jak wspomniano powyzej, w wiekszosci przypad-
kéw ACC zaobserwowano zwiekszong ekspresje genu
IGF2 [21, 24, 26, 31-36]. Nadekspresja IGF1R réwniez
odgrywa role w patogenezie ACC [34, 36], ale wydaje
sie by¢ specyficzna dla ACC wieku dzieciecego [39, 40].
Obiecujace dane przedkliniczne opisujace zmniejszenie
proliferacji w ACC w wyniku hamowania IGF1R [34]
byly podstawa I fazy badan klinicznych inhibitoréow IG-
FI1R. W przypadku monoklonalnego przeciwciata anty-
IGF1R, figitumumabu, opisano aktywno$¢ biologiczna
w ACC opornym na leczenie [169]. W innym badaniu
Klinicznym (I faza) oceniono skuteczno$¢ kombinacji
inhibitora IGF1R, cixutumumabu, z inhibitorem mTOR,
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temsyrolimusem, u pacjentdw z przerzutujacym
ACC. U jedenastu sposrdéd 26 pacjentow wlaczonych
do badania (42%) choroba ustabilizowala sie na
6 miesiecy, wskazujgc na aktywnos¢ biologiczng tego
rodzaju leczenia przerzutujacego ACC [170]. Niestety,
w wieloosrodkowym badaniu II fazy z losowym
przydziatlem leczenia u chorych z nawrotowym/
przerzutujacym nieoperacyjnym ACC nie udalo sie
potwierdzi¢ skutecznosci kombinacji cixutumumabu
z mitotanem jako terapii pierwszego rzutu. To
polaczenie okazato sie skuteczne w niektérych podgru-
pach pacjentéw, ale ogélnie wykazalo stosunkowo
niska skutecznos¢ terapeutyczna, ktéra uniemozliwila
dalsze badania [171]. Inny inhibitor IGF1R, Linsitinib
(OSI-906), wykazal obiecujace wlasciwosci przeci-
wnowotworowe w badaniach wstepnych, dzieki czemu
rozpoczeto badania kliniczne. Jednakze, w III fazie
badan klinicznych z podwdjna slepa préba i z losowym
przydzialem leczenia u chorych z miejscowo zaawan-
sowanym lub przerzutujacym ACC, Linsitinib nie
okazal sie skuteczny w poprawie przezycia catkowitego,
sugerujac, ze ten rodzaj leczenia nie jest skuteczny
w leczeniu tego rodzaju nowotwordéw [172].

Jako Ze mTOR jest bialkiem docelowym szlaku
sygnalizacyjnego IGF2, inhibitor mTOR, ewerolimus
(pochodna rapamycyny), jest obiecujacym rodzajem lec-
zenia ACC.W badaniach in vitro wykazano, ze eweroli-
mus hamuje proliferacje komérek ACC[99, 134,173, 174].
Jednakze w badaniach klinicznych nie wykazano
odpowiedzi na leczenie ewerolimusem u czterech
pacjentek z zaawansowanym ACC. Ta kohorta
obejmowata pacjentki, u ktérych po operacji rozwinelo
sie IV stadium choroby i ktérych stan sie pogorszyl
pomimo leczenia mitotanem i innymi srodkami, w tym
chemioterapig, talidomidem i antagonista IGF1R. Ew-
erolimus wprowadzono do leczenia (u 2 z 4 pacjentek
kontynuowano leczenie mitotanem), ale nie udalo sie
zapobiec progresji choroby u zadnej z nich [175].

Jednym z markeréw zlosliwodci guza nadnercza
jest EGFR [80], jednakze jego mutacje w eksonach
18-21 wystepuja jedynie w co najwyzej 11% przypad-
kéw ACC [82, 176]. Erlotynib to inhibitor kinazy ty-
rozynowej, specyficzny wzgledem EGFR, zatwierdzony
przez amerykanska Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA,
Food and Drug Administration) jako $rodek leczniczy
w raku ptuca. Wyniki badan przedklinicznych erlotynibu
w liniach komérkowych ACC i kulturach pierwotnych
sa obiecujace [177-179]. Skuteczno$¢ leczenia skojarzo-
nego (erlotynib z gemcytabing) jako terapii ratunkowej
zbadano w grupie pacjentéw z postepujacym ACC,
ktorzy otrzymali wcze$niej dwa do czterech rodzajow
leczenia. Tylko u jednego na 10 pacjentéw zaobser-
wowano niewielkag odpowiedz na leczenie, natomiast
u 8 pacjentéw choroba znacznie postapila, co wskazuje
na to, ze ta chemioterapia ratunkowa nie jest skuteczna
u pacjentéw z bardzo zaawansowanym ACC [180].
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Podsumowanie, wnioski koncowe
oraz dalsze kierunki badan

Badania molekularne elementéw $ciezek sygnalizacyj-
nych w guzach kory nadnercza uwidocznity spektrum
zmian zaré6wno na poziomie sekwencji DNA, jak
i w ekspresji. Wiele z nich wykazuje odmienny profil
w raku kory nadnercza i w gruczolaku, definiujgc
w ten sposéb wskazniki zlosliwosci i dostarczajac
obiecujacego narzedzia diagnostycznego. Ocena pro-
liferacji za pomoca indeksu Ki-67 nalezy do obecnie
rozwijanych markeréw diagnostycznych [181]. Podob-
nie w przypadku steroidogennego czynnika 1, ktéry
wykazuje duza przydatnosc jako marker diagnostycz-
ny i rokowniczy. Jego zwiekszona ekspresja koreluje
z bardziej zaawansowanym stadium guza i gorszym
rokowaniem [68]. Inne zmiany molekularne o obiecu-
jacych wlasciwosciach obejmuja: podwyzszony poziom
insulinopodobnego czynnika wzrostu II, czynnikéw
wzrostu fibroblastéw 11 4 oraz cyklin (D1, E1i E2). Ich
wykorzystanie w praktyce klinicznej musi najpierw
zostac starannie opracowane i zweryfikowane. Ponadto
zmienione geny, miRNA i/lub bialka stanowia obiecuja-
ce cele bardziej zindywidualizowanego leczenia ACC.

Dalsze badania moga przyczynié¢ sie do rozwoju
nowych sposobéw leczenia nowotworéw z poopera-
cyjnym nawrotem choroby i/lub przerzutami, obecnie
leczonych mitotanem w monoterapii lub w skojarze-
niu z lekami cytotoksycznymi, co wiaze sie z wieloma
dzialaniami niepozadanymi. Wiele srodkéw wykazuje
obiecujace wlasciwosci lecznicze w przypadkach ACC,
sa to miedzy innymi: antagonisci receptora IGFIR
(NVPAEW541, IMC-A12, figitumumab (CP-751,871),
OSI-906), antagonisci f-kateniny (PKF115-584), od-
wrotni agoniéci SF-1 (pochodne izochinolinony), oraz
antagonisci mTOR (rapamycyna, sirolimus i jego po-
chodne, ewerolimus (RADO001) i temsirolimus) [13, 182].
Jednakze leczenie pojedynczym lekiem, przyktadowo
ewerolimusem, moze nie by¢ skuteczne w leczeniu
zlodliwych nowotworéw kory nadnercza, a negatywne
oddziatlywania z innymi §rodkami leczniczymi, takimi
jak mitotan, powinny zosta¢ wziete pod uwage [175].

Podsumowujac, rozwéj wiedzy na temat zmian
molekularnych, zwlaszcza elementéw szlakéw sygna-
lizacyjnych, w nowotworach kory nadnercza moze
przyczynic¢ sie do postepu w zakresie dostepnych
metod diagnostycznych, rokowniczych i leczniczych.
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