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1. RIASSUNTO

Lo zinco e il secondo metallo maggiormente abbotedael corpo umano. Questo ione e
essenziale in un’ampia varieta di processi cellular quanto ha un ruolo sia funzionale
agendo da cofattore per piu di 300 enzimi, siatstrale per la stabilizzazione della struttura
terziaria di molte proteine. L'omeostasi dello zine un processo cellulare ben regolato
dall’'espressione di trasportatori di membrana epmhiteine sequestranti zinco. A livello
intracellulare esiste un “pool” labile di zinco, hmdinamico soggetto al flusso ionico ed
influenzato dalla deprivazione e dalla “supplemeiot@e” di questo ione; questo “pool”
labile sembra essere importante per la citoprotezela regolazione dell’apoptosi.

Le specie reattive dell’'ossigeno (ROS), prodottstaxstemente da una varieta di processi
cellulari, causano, a bassi livelli, un aumentdadptogressione del ciclo cellulare, mentre a
livelli piu elevati, un arresto del ciclo cellulare successivamente apoptosi 0 necrosi.
L’utilizzo di molecole capaci di indurre stressidssivo potrebbe essere un’efficace strategia
terapeutica contro il cancro, in quanto, nelleuteltumorali, aventi un livello basale di ROS
piu elevato, un ulteriore aumento di stress ossidateterminerebbe lo scatenarsi di
fenomeni di morte cellulare che non avverrebbetit mellule normali.

In questa tesi sono esposti gli effetti ottenutiimee cellulari di adenocarcinoma pancreatico
umano trattate con due molecole: la pirrolidinaoddrbammato (PDTC) [1] e I'N,N,N’,N’-
tetrakis(2-piridilmetil)etilenediammina (TPEN) [2].PDTC, grazie alla sua attivita ionofora,
e in grado di aumentare la quantita di zinco ceHalare, a bassi livelli se utilizzato da solo
o a livelli piu elevati se utilizzato in associazéocon zinco esogeno. L’aumento di zinco
intracellulare é direttamente proporzionale all@mo di ROS nella cellula e causa fenomeni
diversi a seconda dell’entita dell’incremento. IDRC causa l'attivazione di ERK1/2 e
I'induzione diP21, con conseguente blocco della progressione diel catlulare in fase S. |l

trattamento associato PDTC e zinco determina ilndggiamento della membrana
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mitocondriale con il rilascio di AlF, che trasloeal nucleo e causa una forte apoptosi caspasi
indipendente. Il TPEN, grazie alla sua attivitalates € in grado di diminuire i livelli di zinco
intracellulare, determinando lo scatenarsi di feannindipendenti dallo stress ossidativo. La
sua forte citotossicita & dovuta sia al bloccoadpliogressione del ciclo cellulare in fase G1
sia a morte apoptotica. Il TPEN e in grado di ragwll'espressione di vari geni, in
particolare, per quanto riguarda il ciclo cellulagumenta il rapporto tra i livelli di
espressione dei geni inibitori dei complessi celaik e i geni delle cicline, mentre per
I'apoptosi, incrementa il rapporto tra i livelli dspressione dei geni mitocondriali apoptotici
e quelli anti-apoptotici. Inoltre, il TPEN determaidanno mitocondriale e attivazione delle
caspasi. Sia il PDTC che il TPEN sono risultatieesspiu efficienti nell'inibizione della
vitalita cellulare delle linee di adenocarcinomangraatico rispetto al chemioterapico
standard, la gemcitabina, e inoltre risultano esgerco citotossiche su cellule normali di

fibroblasti primari.



2. INTRODUZIONE

2.1 L’adenocarcinoma pancreatico

L’adenocarcinoma pancreatico e la piu frequenteplasta pancreatica, costituendo piu del
85% dei tumori pancreatici. Si origina dalle cedliduttali del pancreas esocrino, sebbene
queste rappresentino soltanto il 10-30% del patermipancreatico normale. E’ un tumore
estremamente aggressivo che causa circa 32000sdatiesno nel mondo e rappresenta la
quarta causa di morte per cancro. Nonostante ireoniglioramenti nella diagnostica e
nella clinica, il tasso di mortalita dovuto all’adearcinoma pancreatico non é
significativamente migliorato nel corso degli animfatti, il tasso di incidenza corrisponde,
allincirca, al tasso di mortalita: ad un anno aatliagnosi sopravvive circa il 20% dei
pazienti e dopo cinque anni meno del 5%.

Il sito predominante dello sviluppo tumorale edata del pancreas (80% dei casi), mentre il
corpo e la coda del pancreas rappresentano ipsitario solo nel 20% dei casi. | sintomi
piu comuni variano notevolmente in dipendenza d@lealizzazione ed estensione del
tumore. Infatti, quando il tumore € collocato akata, i segni si manifestano, generalmente,
quando il tumore é localizzato ed ha dimensionbemcelativamente ridotte, quando invece
si sviluppa al corpo e alla coda, i sintomi divemgananifesti solo quando si € esteso a
tessuti circostanti o ha dato metastasi. | sintpnmcipali sono: perdita di peso, dolore
addominale o lombare, ittero, nausea, vomito, rsales generale e astenia. Valutando
globalmente il corteo sintomatologico del carcinoancreatico, si pu0 correttamente
affermare che, quando i sintomi maggiori diventalmicamente evidenti, nella maggioranza
dei casi si é di fronte ad un tumore che e gia anolére le attuali possibilita curative.

Al momento attuale, solo la resezione chirurgideedf possibilita di un trattamento curativo

dell’adenocarcinoma pancreatico. Poiché sfortunatdenlo sviluppo del tumore avviene



molto spesso in modo silente, solo il 15-20% dei ¢k adenocarcinoma sono resecabili
chirurgicamente al tempo della diagnosi. Dei rirmin80-85% dei pazienti, al momento

della diagnosi il 40% presenta una malattia localmeavanzata (invasione di organi e
strutture vasali peri-pancreatiche) e nel 45-50%¢cdsgi sono gia presenti lesioni metastatiche

epatiche e/o sistemiche [3, 4].

2.2 Approccio chemioterapico

Studi clinici hanno dimostrato che per il trattaneechemioterapico dell’adenocarcinoma
pancreatico la gemcitabina (2’,2’-difluorodeossitiita) € piu efficace del 5-fluorouracile,
ed e considerato da molti anni il chemioterapico @ecellenza, non solo come agente
antitumorale ma anche nell'alleviamento dei sint@ssociati al tumore, come dolore e
perdita di peso [5]. Ulteriori studi clinici su uelevato numero di pazienti con
adenocarcinoma pancreatico hanno dimostrato, @otthe il trattamento associato con
gemcitabina e 5-fluorouracile non determina un ifigativo aumento della vita media
rispetto al trattamento con la sola gemcitabina. [B{ttualmente, il trattamento
chemioterapico con la sola gemcitabina continuadjuad essere la terapia standard nel
trattamento di questo tumore, anche se, a causectanismi di resistenza, la percentuale
di risposta obiettiva e inferiore al 20% [7, 8].

I meccanismo d’azione della gemcitabina rispeccjueallo della chemioterapia tradizionale,
che mira ad inibire specificamente la crescitdedetllule tumorali, per definizione cellule
ad alta attivita replicativa, attraverso molecole aeterminano danni al DNA. Infatti, la
gemcitabina, dopo essere fosforilata all'interntbedeellula, diventa un substrato per la DNA
polimerasi che la utilizza per la sintesi del DNApasto della deossicitidinatrifosfato (dCTP)
con conseguente arresto della sintesi del DNA stf®s L'incorporazione di gemcitabina
nella sintesi del DNA blocca la polimerizzazionagh@ permette I'aggiunta di un ulteriore

nucleotide in modo da non attivare i meccanismnaskeasici di riparo del DNA.



Vari sono i meccanismi di resistenza delle cellwimorali all’azione della gemcitabina,
come ad esempio il deficit nei sistemi di traspalétla gemcitabina all’interno della cellula
[10], i bassi livelli di espressione della deodsiana chinasi [11] che rappresenta I'enzima
chiave del meccanismo di fosforilazione e attivaeiaella molecola, la perdita funzionale
per mutazioni puntiformi del gene codificante p%2,[13], la quale riconosce i danni subiti
dal DNA e provoca il suicidio della cellula dannedg attraverso morte apoptotica. Alla
luce dei limiti sopradescritti dell'azione dellangeitabina, appare necessaria la ricerca di
nuove strategie chemioterapiche che abbiano bersamkecolari diversi dall’'inibizione

della sintesi del DNA.

2.3 Genetica e biologia dell’adenocarcinoma pantica

Un’opportunita interessante nell'identificazione diuove molecole chemioterapiche
dell’adenocarcinoma pancreatico e stata compiugdi niimi vent'anni grazie a importanti
scoperte sulle alterazioni genetiche presenti iestputumore. In molti casi questi eventi
genetici correlano con la progressione del tumore.

Le piu note mutazioni sono quelle che coinvolgbnBAS esse avvengono sporadicamente
nel tessuto di pancreas normale, con una frequdekza&0% in uno stato precoce della
neoplasia e del quasi 100% dei casi nel tumore zatan[14, 15]. Queste mutazioni
puntiformi, collocate sul codone 12, causano uratosti continua attivazione di questo
oncogene che indipendentemente dai fattori di @eepcomuove una proliferazione cellulare
incontrollata [16].

Un’altra alterazione genetica che avviene in uadistprecoce della progressione tumorale e
quella localizzata sul locus 9g21. Mutazioni puworiii, delezioni o ipermetilazione in questa
regione sono state riscontrate nel 80-95% dei @iagdenocarcinoma pancreatico [15, 17].
Questa regione codifica per due proteine, la pl6pl9, entrambe soppressori tumorali. La

prima, p16, impedisce la fosforilazione della prudedel retinoblastoma (RB), legandosi al



complesso ciclina-CDK4 e determinando cosi un ldats ciclo cellulare. La seconda, pl19,
stabilizza p53 inibendone la sua degradazione @itba e promuovendo cosi morte
apoptotica. La perdita dell’attivita di p1l6 e pl8tefrmina la crescita incontrollata delle
cellule, in quanto non sono piu attivi sistemi kideo del ciclo cellulare e apoptosi.

Un altro oncosoppressore che si trova mutato né @@gli adenocarcinoma pancreatici e
TP53 Questa alterazione appare, in genere, in unoosiadnzato della progressione
tumorale e spesso e preceduta dalla perdita didneai p19, che causa la diminuzione dei
livelli proteici di p53 attraverso degradazionetposomale [18]; I'alterazione diP53 e p19
coesiste nel 40% dei casi [19]. La perdita funalenderivante da mutazioni, generalmente
puntiformi, o i diminuiti livelli proteici di p53 raritano particolare attenzione proprio per la
funzione chiave di questa proteina, definita “ilagliano dell'integrita genomica”. p53,
infatti, € in grado di riconoscere i danni allaugtinra del DNA e di indurre, prima,
I'espressione di geni coinvolti nell'arresto detloicellulare per permettere alla cellula stessa
di riparare i danni e, poi, se questi danni someparabili, di indurre geni coinvolti nella
morte cellulare apoptotica determinando cosi uno ver proprio suicidio cellulare e
impedendo a cellule con lintegrita genomica compessa di creare danni all'intero
organismo [20]. In questi ultimi anni, & stato sexp anche un ruolo diretto di p53
nell'apoptosi non derivante dalla sua classicavitdtidi fattore di trascrizione. E’ stato
dimostrato che p53, in risposta a vari segnali tdess, trasloca nel mitocondrio dove
promuove la permealizzazione della membrana micale, determinando il rilascio di
proteine pro-apoptotiche come il citocromo c, AlBpd@ptotic indiucing factor) ed
'endonucleasi G [21]. La perdita di p53, quindir® a permettere una crescita incontrollata
di cellule con alterazioni genetiche, determinah@&ngna resistenza delle cellule tumorali ai
chemioterapici che promuovono danni al DNA.

Oltre a mutazioni di oncogeni e oncosopressori)'atenocarcinoma pancreatico sono

presenti alterazioni dell’espressione di fattori aiescita e dei rispettivi recettori, che
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promuovono una crescita incontrollata di questodtenEsempi di questi circuiti autocrini
sono: il fattore di crescita epidermico (EGF)attbre di crescita tumorale (TGH; il fattore

di crescita legante I'eparina (HB-EGF) con i cqrestivi recettori EGFR [22, 23]; il fattore
di crescita simile allinsulina (IGF) con il relat recettore IGFR; il fattore di crescita
fibroblastico (FGF) con i relativi recettori FGFRfattore di crescita epatico (HGF) con |l

relativo recettore Met [24].

2.4 Lo zinco

Lo zinco € il metallo piu abbondante nel corpo umdopo il ferro, sebbene sia presente in
tracce: un adulto di 70kg contiene in media 2,3ginico. Questo ione ha un ruolo essenziale
in un’ampia varieta di processi cellulari, come geoliferazione e il differenziamento
cellulare [25]. Infatti, lo zinco ha un ruolo siarne cofattore necessario per il funzionamento
di piu di 300 enzimi, appartenenti a tutte le dassi funzionali di enzimi, sia strutturale per
la stabilizzazione della struttura terziaria di taoproteine, come i fattori di trascrizione
contenenti domini “zinc finger” [26].

A causa del suo ruolo essenziale, gli organismiodevmantenere una determinata
concentrazione intracellulare di zinco per supperta crescita cellulare sia quando il livello
fornito dalla dieta € basso sia quando é elevagdi:udmo circa I'1% del contenuto totale di
zinco nel corpo e rifornito quotidianamente dalieta ed e sottoposto a uno stretto controllo
dal sistema di assorbimento intestinale e dalleeggmne attraverso le secrezioni pancreatiche
e intestinali.

A livello cellulare lo zinco e localizzato per iD310% nel nucleo, per il 50% nel citoplasma e
negli organelli cellulari e per la restante percaté € associato alla membrana [27].
L’'omeostasi dello zinco € un processo cellulare begolato: infatti, 'espressione dei
trasportatori di membrana e delle proteine seqamstrzinco varia notevolmente e

velocemente a seconda della concentrazione inlinkarel dello zinco [28]. Negli eucarioti,
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esistono due famiglie di trasportatori di zinco:4# (Zrt-, Irt-like Protein) responsabile
dell'ingresso e del trasporto di zinco dall’'estedwdla cellula al citoplasma e dall'interno di
compartimenti intracellulari al citoplasma, la CQFation Diffusion Facilitator) responsabile
del trasporto nella direzione opposta, verso liestalella cellula e verso linterno del lume
degli organelli [29]. Tra le proteine definite desdficanti c’é la metallotioneina, la cui
espressione € ubiquitaria ma € particolarmente radz#bhde nelle cellule parenchimali
dell'intestino, pancreas, rene e fegato. Grazie silla sequenza proteica, ricca di cisteine, e
alla sua struttura quaternaria la metallotioneinan érado di legare 7 atomi di zinco,
sequestrandoli dalllambiente circostante, al fingoubteggere la cellula dalla sua azione
tossica [30]. Il contenuto di zinco presente nelula puo essere diviso in un “pool” fisso,
che costituisce la maggior parte e si trova astoaiettamente alla struttura terziaria delle
proteine e un “pool” labile, molto piu dinamico g@gto al flusso ionico ed influenzato dalla
deprivazione e dalla supplementazione di queste.iQuesto “pool” labile sembra essere
importante per la citoprotezione e la regolazioaapoptosi [31].

Studi in vitro indicano che la diminuzione di zinaattenuta tramite chelanti o tramite la
crescita cellulare in terreno privo di zinco, induapoptosi in varie linee cellulari tramite le
classiche caratteristiche apoptotiche come la framazione del DNA, l'attivazione delle
caspasi, la condensazione cromatidica e la formaaziei corpi apoptotici [32].

Dati contrastanti si trovano in letteratura per rgoariguarda gli effetti provocati da un
aumento di zinco intracellulare. Alcuni lavori m@sto che lo zinco € in grado di proteggere
la cellula da vari agenti induttori di apoptosifluenzando lo stato redox cellulare e inibendo
il processamento delle caspasi [33], mentre altlicano che il suo eccesso porta a morte
cellulare per apoptosi o necrosi, causando danrtocondriale e un aumento di stress

ossidativo [34, 35].

2.5 Lo stress ossidativo
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Le ROS (reactive oxygen species) sono definite cepaeie chimiche contenenti ossigeno
con proprieta chimiche reattive e comprendono edidiiberi, come il superossido (O e il
radicale ossidrilico (OH, e molecole non radicali, come il perossido digkno (HO,). Le
ROS sono prodotte costantemente da una varietédckgsi cellulari, di cui il principale € la
fosforilazione ossidativa. | mitocondri, infattiorso considerati la maggiore fonte di
produzione cellulare di ROS: si stima che il 2% adisigeno consumato reagisce con
elettroni che sfuggono dalla catena respiratorisodpecendo ione superossido,
successivamente convertito in perossido d’idrogeno.

Un eccesso di ROS causa uno stress ossidativo artee gdl’attivazione dei molti sistemi
antiossidanti cellulari (es. superossido dismutasitalasi, il sistema del glutatione,
tioredossina) al fine di evitare il danneggiamea@bDNA, delle proteine e dei lipidi [36].
Negli ultimi anni si e scoperto che le ROS hannchanun ruolo fisiologico all'interno della
cellula attivando proteine come i recettori tireshinasici, le MAP chinasi, fattori di
trascrizione. Inoltre, & stato dimostrato che bésslli di ROS causano un aumento della
progressione del ciclo cellulare, mentre livelllipglevati determinano arresto del ciclo
cellulare e successivamente apoptosi o necrosi [37]

Studi ancora piu recenti hanno mostrato che lelleetumorali hanno un livello di ROS piu
elevato rispetto alle cellule normali, associata atimolazione oncogenica, ad alterazioni
dell'attivita metabolica e a malfunzionamento delitorondrio. Le conseguenze
dell’aumentato stress ossidativo tumorale sondiaotazione della proliferazione cellulare,
'incremento delle mutazioni e dell'instabilita gdita e l'alterazione della sensibilita
cellulare ad agenti anti-tumorali [38].

L’elevato stress ossidativo intrinseco delle celliwimorali potrebbe essere una caratteristica
sfruttabile a livello terapeutico. La figura 1 mastin modello che spiega I'effetto differente
di uno stesso aumento di stress ossidativo ndlide¢umorali e normali [39]. Nelle cellule
tumorali, che hanno un livello basale di ROS piévato, un ulteriore aumento di stress
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ossidativo determinerebbe lo scatenarsi di fenordemorte cellulare, mentre nelle cellule
normali, aventi un livello basale di ROS piu badsostesso incremento porterebbe a un
lieve aumento della proliferazione cellulare. L&nlbre aumento di ROS esaurirebbe le
capacita difensive degli enzimi antiossidati nedllule tumorali, mentre sarebbe ben

tollerata dalle cellule normali in cui questi enziomzionano correttamente [39, 40].

A

Tumor
cells

Normal
cells

—

[ROS]; level

Proliferation

Figura 1. Modello proposto per spiegare l'effettpposto sulla proliferazione cellulare
dell’'aumento di stress ossidativo in cellule noireatellule tumorali.

2.6 PDTC e TPEN

La pirrolidina ditiocarbammato (PDTC) appartienegalppo dei ditiocarbammati, che sono
composti tiolici di basso peso molecolare con aétichelante verso i metalli. In figura 2, e
mostrata la struttura chimica del PDTC, il cui legacon gli ioni bivalenti (ZH, Cu/*",
Mn®*) avviene tra i gruppi tiolici di due molecole dtidcarbammati [41]. Questi composti
sono stati impiegati clinicamente in trattamentntco funghi patogeni e batteri [42], in

avvelenamenti da rame e nichel [43] e in trattansp@rimentali nell’AIDS [44].

S

|
N—C—S
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Figura 2. Struttura chimica della pirrolidina ddabammato (PDTC).

I PDTC e stato inizialmente descritto come agemtiossidante; tuttavia, a causa delle sue
proprieta ionofore e della possibilita di esseravestito in acidi sulfenici, esso puo agire
anche come pro-ossidante. E’ stato dimostrato ehBastivita antiossidante che quella pro-
ossidante del PDTC induce apoptosi in alcune loedilari tumorali, come nel carcinoma
colo-rettale [45] o prostatico [46, 47], ma anchempuove la proliferazione cellulare [48].

L’ N,N,N’,N*-tetrakis(2-piridilmetil)etilenediammina (TPEN) énuchelante con elevata
affinita per lo zinco permeabile alla membrana udate. In figura 3 € mostrata la sua

struttura chimica.

Figura 3. Struttura chimica dél;N,N’,N*-tetrakis(2-piridilmetil)etilenediammina (TPEN).

Questa molecola é stata impiegataisiaitro, su varie linee cellulari, si@ vivo, su ratti o
topi, proprio per la sua attivita chelante. | riatilottenuti hanno dimostrato che il TPEN € in
grado direttamente di indurre apoptosi e di aumrentamodo sinergico la risposta cellulare
in associazione ad altri induttori di apoptosi [32pltre, & stato dimostrato che nei modelli
murini ha un effetto protettivo contro I'ischemi&9] e contro l'azione letale delle

neurotossine A e B del botulino [50].
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3. OBIETTIVI

L’adenocarcinoma pancreatico € una neoplasia eatnemte aggressiva in cui il tasso di
incidenza coincide con il tasso di mortalita e i@ ynedia dei pazienti dal momento della
diagnosi € di soltanto pochi mesi. | trattamengroioterapici utilizzati correntemente, come
la gemcitabina o il 5-fluorouracile, sono resi gatrmente inefficaci soprattutto a causa
delle frequenti alterazioni molecolari presentguresto tumore che risulta cosi resistente al
trattamento. Le mutazioni diP53 e la conseguente perdita funzionale del corrispoted
prodotto proteico riducono sensibilmente la capaditindurre apoptosi da parte di questi
agenti chemioterapici, il cui obiettivo primario i@fatti, il danneggiamento della struttura
del DNA in maniera diretta (terminazione di catehaante la replicazione) e in maniera
indiretta (inibizione della sintesi dei nucleodidiosfato).

L’obiettivo generale di questo lavoro e lidentdmione di molecole il cui meccanismo
d’azione sia in grado di indurre morte apoptotiededcellule tumorali senza necessariamente
inibire la sintesi del DNA. La strategia adottatatata quella di agire sui livelli di zinco
intracellulari, i quali sono fortemente regolatiiaterno della cellula a causa del ruolo
essenziale di questo ione in molteplici procesBuleei. Dati di letteratura sostengono una
significativa correlazione tra la presenza di ioretallici intracellulari, come lo zinco, e la
produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROShduzione di stress ossidativo puo
essere considerata, infatti, una strategia mirdted@urre morte nelle cellule tumorali, senza
determinare elevati effetti collaterali. Questo ndespiegato dal concetto, generalmente
accettato, che un ulteriore aumento di stress atbstdnelle cellule tumorali, aventi un livello
basale di ROS piu elevato, determinerebbe lo saegedi fenomeni di morte cellulare che
non avverrebbero nelle cellule normali protette eficienti meccanismi di difesa

antiossidanti.
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Lo scopo specifico di questa tesi e stato quellstddiare gli effetti dell’alterazione dei
livelli di zinco intracellulare utilizzando due nemole con opposta funzione: la pirrolidina
ditiocarbammato (PDTC) con attivita ionofora permamtare la quantita di zinco
intracellulare e N,N,N’,N*-tetrakis(2-piridilmetil)etilienediammina (TPEN) coattivita
chelante per diminuire la quantita di questo iddebiettivo primario era verificare che
gueste molecole fossero in grado di inibire effesaente la proliferazione di linee cellulari
di adenocarcinoma pancreatico e, in seguito, emizzare i loro meccanismi d’azione.
Obiettivi ulteriori sono stati quelli di comparafefficacia di queste molecole ad altri
composti con azione antitumorale e infine di tewdieffetto citotossico anche su cellule

normali di fibroblasti primari.
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4. MATERIALI E METODI

4.1 Reagenti chimici

Il ditiocarbammato di pirrolidina (PDTC), N-acetil1-cisteine (NAC) (Sigma) e la
gemcitabina (GEM; Gemzar, Lilly) sono solubilizzetiacqua sterile al momento dell’'uso. Il
solfato di zinco (ZnSf) e I'actinomicina D (Sigma) sono sciolti in accti@rile e conservati a
4°C e a -20°C, rispettivamente. La tricostatina ASA), I'N,N,N’,N-tetrakis(2-
piridilmetil)etilenediammina (TPEN) (Sigma) sono lidulizzati in etanolo assoluto e
conservati a —80°C fino alluso. Gli inibitori PD@89, JNK Inhibitor 1, SB203580
(Calbiochem) e Z-VAD-FMK (Biomol) sono sciolti inNdSO e conservati a -80°C fino al

momento dell’utilizzo.

4.2 Colture cellulari

Sono state utilizzate le seguenti linee celluldriadenocarcinoma pancreatico: PaCa44,
T3M4, Pancl, CFPAC1, HPAF Il, PSN1 e PaCa3 (vet]j fier la caratterizzazione genetica
e l'origine del tessuto), e colture primarie dirfiblasti umani (Promocell). Tutte le linee
cellulari crescono in adesione a 37°C con 5%.A® cellule di adenocarcinoma pancreatico
crescono nel terreno di coltura RPMI 1640, i fidesii nel terreno DMEM; entrambi i mezzi
di coltura sono addizionati con 20mM di glutammih@% di siero bovino fetale (FBS) e 50

png/ml di gentamicina sulfato (BioWhittaker) .

4.3 Saggio di proliferazione cellulare (Cristal \&tto)
Le cellule (4 x 18 cellule/pozzetto) sono piastrate in piastre dap®8zetti e dopo 24 h
vengono trattate con i composti presi in esameilpmpo indicato nelle legende delle

figure. In seguito, le cellule non piu vitali, eigdi staccate, vengono eliminate insieme al
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terreno mentre le cellule vitali, rimaste in adesiovengono colorate con il Cristal Violetto
(Sigma). Il colorante, che si lega al DNA, viene gaubilizzato tramite PBS contenente 1%
SDS. L’assorbanza @enm Misurata e direttamente proporzionale alla pecdizione
cellulare rapportata ai rispettivi controlli.

Il saggio con il Cristal Violetto e stato impieganche per gli esperimenti di silenziamento
del gene di p2l. La sequenza delloligonucleotidentisanso €& 5-
TCCCCAGCCGGTTCTGACAT-3' (p21 AS), mentre quella la@igonucleotide senso,
utilizzato come controllo, € 5-ATGTCAGAACCGGCTGG@&Z’ (p21 S). Entrambi gli

oligonucleotidi sono stati acquistati dalla dittaitrogen.

4.4 Analisi del ciclo cellulare

Le cellule (2 x 18) vengono lavate con PBS e incubate nella segsehteione: 0.1% citrato
di sodio diidrato, 0.1% Triton X-100, 20@g/ml RNasi A, 50ug/ml ioduro di propidio
(Roche Molecular Biochemicals). Quest'ultimo sieirttala al DNA ed emette un segnale
fluorescente proporzionale alla quantita di DNAsgmte nella cellula. Successivamente,
viene effettuata I'analisi tramite citometro digko (FACScalibur, Becton Dickinson) e viene
determinata la percentuale delle cellule nelleevdasi del ciclo tramite il programma di

software ModFitLT.

4.5 Apoptosi

Le cellule (2 x 18) vengono solubilizzate nel tampone di legame [10 REPES/NaOH (pH
7.4), 140 mM NaOH, and 2.5 mM CafCé successivamente colorate con annexina V-FITC
(BD PharMingen) e 5 mg/ml ioduro di propidio per @0On al buio. | campioni vengono
analizzati tramite citometro di flusso (FACScalipBecton Dickinson) entro 1 ora . Viene
cosi identificata la percentuale di cellule in apspprecoce (annexina Xpropidio iodrurd)

e quella in apoptosi tardiva (annexin&propidio iodrurd).
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Le attivita delle caspasi-3 e -8 sono saggiate taatlo il taglio dei rispettivi substrati
fluorigenici, Ac-DEVD-AMC e Ac-IETD-AMC (Biomol). po i trattamenti le cellule
vengono lavate con PBS e lisate con un appositpdam (100 mu HEPES, 200 m NacCl, 1
mM EDTA, 20mM CHAPS, 10% saccarosio). Successivamdisgratto proteico totale si
ottiene con dei cicli di congelamento—scongelamentma centrifugazione a 14,00Q per

10 min. Dal sovranatante si preleva un volume spaomdente a 100 pug di proteine, che
vengono incubate con 1@ dei substrati peptidici fluorigenici in un volerfinale di 800 pl.
Dopo un’incubazione a 30°C per 10 min (per la csisppo 20 min (per la caspasi-8), il
rilascio di 7-amino-4-metilcumarina, che e proponale all'attivita della caspasi analizzata,
viene misurato con un fluorimetro utilizzando lueghe donda di 380 nm (per

I'eccitazione) e 460 nm (per I'emissione).

4.6 Analisi del contenuto di zinco intracellulare

Le cellule (2 x 18) vengono incubate a 37°C per 30 min con 2 pM di Biud (Molecular
Probes), una sonda che lega lo zinco. Il terreremldiira viene poi sostituito con terreno non
contenente la sonda per evitare segnali aspeeiftii lascia in incubazione per 10 min a
37°C. Il Fluozin-3 e in forma esterificata e, cort@e, € permeabile alle membrane.
All'interno della cellula, esso resta intrappolatoseguito a de-esterificazione e, se lega lo
zinco, diventa fluorescente (lunghezza d’onda ditazione di 494 nm e di emissione di 516
nm). Alla fine del trattamento, le cellule vengomapsinizzate, lavate in PBS e la
fluorescenza emessa viene misurata tramite citomeirflusso (FACScalibur, Becton

Dickinson).

4.7 Analisi delle specie reattive dell’ossigeno GO
Le cellule (2 x 18 vengono incubate per 15 min a 37°C con 10 pM dr-2

diclorofluorescina (DCF, Sigma). Questa sonda, pefnie alle membrane, diventa
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fluorescente solo dopo aver reagito con le speadive dell'ossigeno (ROS) presenti nella
cellula. Le cellule vengono poi lavate in PBS duarescenza emessa viene misurata tramite

citometro di flusso (FACScalibur, Becton Dickinson)

4.8 Analisi del potenziale di membrana mitocondri@l #m)

Le cellule (2 x 18 vengono incubate a 37°C per 20 min cd® nM 3,3-

dihexyloxacarbocianina (Molecular Probes). Le dellwengono poi lavate in PBS e
analizzate tramite citometro di flusso (FACScalibBecton Dickinson). La percentuale di
cellule che mostrano una diminuizione nell'inteasitdi fluorescenza del fluoroforo

corrisponde alla percentuale di cellule con un mpaienziale di membrana mitocondriale.

4.9 Trasfezioni transienti del plasmide contendrpeomotore di P21

Le cellule sono seminate in piastre da coltura dpoBzetti alla densita di 2.5 x 210
cellule/pozzetto. Il giorno successivo, le celldeno trasfettate utilizzando liposomi
denominati FUGENE 6 Transfection Reagent (Roche) @@ ug/pozzetto di un plasmide
contenente 2400 pb del promotore di p21 (-2400p&Erite a monte del gene reporter luc
(luciferasi) nel vettore pGL3-Basic (Promega). Dd¥bore dalla trasfezione, il terreno di
coltura € cambiato con terreno fresco senza o &R0 TSA; dopo altre 24 ore, la stessa
quantita di lisato cellulare € utilizzata per saggil’attivita dell’enzima luciferasi, con |l
metodo Luciferase Assay System (Promega). | daSetati corrispondono ad almeno tre
esperimenti indipendenti, e le volte di induzioappresentano il rapporto tra I'attivita della

luciferasi in cellule trattate e in cellule nonttade.

4.10 Estrazione del’lRNA e analisi di RT-PCR semitjisativa
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L’'RNA totale cellulare & estratto da 5 x®1€llule utilizzando il metodo del TRIzol Reagent
(Invitrogen). Per gli esperimenti di RT-PCR, 1 HigRNA é retrotrascritto utilizzando |l
metodo First Strand cDNA Synthesis (Invitrogen).

Nellanalisi di RT-PCR semiquantitativa, per ogringpione, un decimo della miscela di
cDNA é usata come stampo per le amplificazioni @RPutilizzando le coppie di primer
specifici riportate in Tabella 1. Il gene dejfhactina e utilizzato come controllo di gene
costitutivo. Alla fine della reazione di amplifidane, i prodotti di PCR di ogni campione
sono separati elettroforeticamente mediante gelgdirosio all'l.5% contenente bromuro
d'etidio. | gel sono fotografati e 'immagine é aigita su computer. La quantificazione
delle aree delle bande é calcolata in unita ari@tratilizzando il programma NIH Image
(sviluppato nel. National Institutes of Health esmbnibile gratuitamente su Internet

all'indirizzo http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).

Tabella 1. Sequenze dei primer e descrizione dectitermici utilizzati in RT-PCR.

MRNA

Oligonucleotidi (5’-3")

Cicli termici

CYCLIN BL(S)

AAGAGCTTTAAACTTTGGTCTGGG

94°C(30 s)55°C(30 s) — 72°C(30 s); 30cycles

(AS)  CTTTGTAAGTCCTTGATTTAGOG
CYCLIN A (S) GCCTGCGTTCACCATTCATG 94°C(30 s) — 553€6) — 72°C(30 s); 30cycles
(AS)  CCAGTCCACGAGGATAGCTC
BAK (S) TGAAAAATGGCTTCGGGGCAAGGC 94°C(30-5)55°C(30 s) — 72°C(30 s); 30 cycles
(AS) TCATGATTTGAAGAATCTTCGTACC
BAX (S) ACCAAGAAGCTGAGCGAGTGTC 94°C(30 s)55°C(30 s) — 72°C(30 s); 30 cycles
(AS) ACAAAGATGGTCACGGTCTGCC
BCL-2(S) TGCACCTGACGCCCTTCAC 94°C(30 s) — 55°C€36- 72°C(30 s); 30 cycles
(AS) AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG
BCL-XL-S(S) CGGGCATTCAGTGACCTGAC 94°C(30 s) — 5E6) — 72°C(30 s); 35 cycles
(AS) TCAGGAACCAGCGGTTGAAG
BCL-W(S) AAGCTGAGGCAGAAGGGTTA 94°C(30 s) —€I(30 s) — 72°C(30 s); 28 cycles
(AS) CCCAAAGACAAAGAAGGCTA
GPX(S) CCAGTTTGGGCATCAGGAG 94 °C(30 s) - 58 °C(30 gP-°C(30 s); 30 cycles
(AS) CGATGTCAATGGTCTGGAAG
NOXA(S) TGTCCGAGGTGCTCCAGTTG 94°C(30 s) — 586) — 72°C(30 s); 30 cycles
(AS) TGCACCTTCACATTCCTCTC
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P19(S) CTCAACCGCTTCGGCAAGAC 94°C(30 s) — 55°C€9 — 72°C(30 s); 30 cycles
(AS) CCTGAAGCAACGTGCACACT

P21(S) GCGCTAATGGCGGGCTGCAT 94°C(60 s) 260 s) — 72°C(60 s); 25 cycles
(AS) GCCGGCGTTTGGAGTGGTAG
P53(S) CTGTGACTTGCACGTACTCC 94°C(30 s) — 55°C€ — 72°C(30 s); 30 cycles
(AS) CCATGCAGGAACTGTTACAC
P57(S) TCGCTGCCCGCGTTTGCGCA 94°C(30 s) — 60°C{30 &2°C(30 s); 30 cycles
(AS) CCGAGTCGCTGTCCACTTCGG
SESNX(S) CGACCAGGACGAGGAACTT 94 °C(30 s) - 58(30 s) - 72 °C(30 s); 30 cycles
(AS) CCAATGTAGTGACGATAATGTAGG
SESNZS) TCCGCCACTCAGAGAAGGTC 94 °C(30 s) - 58 30() - 72 °C(30 s); 30 cycles
(AS) GTTCAGGAAGGCCACAACAC
R-ACTIN (S) ACCAACTGGGACGACATGGAGAA 94°C(60 s) —BB(60 s) — 72°C(60 s); 25 cycles

(AS) GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC

4.11 Estrazione delle proteine e analisi di Westdot

Le cellule sono lavate con PBS, raccolte e risaspe#io specifico tampone di lisi cellulare:
20 mM Hepes pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM E&TL. mM NaF, 1 mM Ngv/Oy,
and 1x cocktail di inibitori di proteasi (Roche).ofpb tre cicli di congelamento-
scongelamento, i lisati cellulari sono centrifugatil4000 xg per 10 minuti a 4°C e |l
sovranatante e usato per il Western blot. La canaeone proteica € misurata utilizzando il
Coomassie Protein Assay Reagent (Pierce) e coraadatd” I'albumina di siero bovino
(BSA). 50 ug di estratto proteico cellulare sono fatti migraregel di poliacrilammide al
12% e poi trasferiti in membrane di polivinilidemagbruro (PVDF) (Millipore). Le
membrane sono incubate a 4°C per la notte con oinaisne di bloccaggio (5% latte in
TBST; TBST: 100 mM Tris pH 7.5, 0.9% NacCl, 0.1% Teme20) e, il giorno successivo,
sono incubate per 1 ora a temperatura ambientarieorpi monoclonali anti-p21 (Upstate
Biotechnology), anti-ERK1/2 (Santa Cruz Biotechmplp anti-P-ERK1/2 (Santa Cruz
Biotechnology), anti-p53 (Santa Cruz Biotechnologti-fosfo(ser15)p53 (Cell Signaling
Technology) o anti-tubulina (Upstate Biotechnology). Gli anticorpceadari (anti-mouse

o anti-rabbit) sono coniugati con la perossidadRiPjl e sono stati acquistati da Upstate
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Biotechnology. L'identificazione delle proteine sgiehe € effettuata utilizzando substrati

chemiluminescenti (Pierce) e impressionando ldsygerfilm ECL (Amersham).

4.12 Immunocitochimica

Le cellule(3-5 x 13) vengono fatte crescere adese a vetrini copribgg@opo i trattamenti,

le cellule vengono lavate con PBS e fissate incdbgrer 30 min a temperatura ambiente con
una soluzione contenente 4% di paraformaldeide BS.PLe cellule vengono poi
permeabilizzate con acetone a -20° C per 3 min.oDaye lavaggi in PBS, i vetrini sono
incubati per 10 min con una soluzione bloccante EBA in PBS) e di seguito per 1 ora con
I'anticorpo anti-AlF (Chemicon International) ditai 1:100 nella soluzione bloccante. Dopo
tre lavaggi, le cellule vengono incubate per 1 ar#duio con I'anticorpo secondario anti-
rabbit fluorescente nel verde (Alexa Fluor 48&yuistato dalla ditta Invitrogen) (1:200 nella
soluzione bloccante). Per valutare la morfologibriecleo, le cellule sono incubate per 8
min al buio con 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPQug/ml) (Invitrogen). Infine, dopo tre
lavaggi, i vetrini sono montati con 100% glyceral esaminati tramite un microscopio a
fluorescenza Canon (40X). Per visualizzare la #goenza emessa dall’anticorpo secondario
associato ad AIF si sono usate lunghezze d’ond@spondenti a 488/520 nm, mentre per il

DAPI lunghezze d’onda di 350/460 nm.

4.13 Xenograft in topi nudi

5 x 1¢ cellule PaCa44 sono iniettate sottocute in femmihéopi nudi di 4 settimane
(Charles River Laboratories). Dopo una settiman#irdazione delle cellule, si formano,
casualmente, gruppi da cinque topi ciascuno. Oguppp, per 4 settimane, riceve uno tra i
trattamenti predefiniti con i dosaggi e la frequeedz trattamento descritti. Bisettimanalmente

e inoltre registrato il peso corporeo degli anineglie stimata la massa tumorale utilizzando
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un apposito calibro. | topi sono sacrificati aliaef delle 2 settimane di trattamento e le masse
tumorali sono estratte, pesate e immediatamenigetate in azoto liquido per eventuali studi
futuri. Il test statisticd di Student e utilizzato per paragonare i pesi ai@idri estratti da ogni

topo ed é considerato statisticamente significativalore diP <0.05.
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5. RISULTATI

5.1 Caratterizzazione degli effetti del’aumento drinco intracellulare sulla crescita di
linee cellulari di adenocarcinoma pancreatico umane di fibroblasti primari

5.1.A. Inibizione della crescita cellulare dopotteanento delle cellule con zinco

Al fine di studiare l'effetto antiproliferativo del zinco sull’adenocarcinoma pancreatico,
quattro linee cellulari tumorali (PaCa44, CFPACHnEL e T3M4) e fibroblasti umani
primari sono stati trattati con dosi crescenti idice per 24 ore. La figura 4 mostra che a
0.5mM lo zinco € in grado di determinare una fanibizione della crescita di tutte le linee
cellulari tumorali, mentre ha un effetto minore &broblasti. La vitalita cellulare di tutte le
linee analizzate aumenta a concentrazioni piu &evd# zinco (10mM), suggerendo
I'attivazione di meccanismi di resistenza al tnagg@to, come, per esempio, I'induzione di

geni codificanti trasportatori per lo ione zinco grado di ridurne le concentrazioni

intracellulari.
100-.
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Figura 4. Lo zinco inibisce la crescita cellulare gquattro linee di adenocarcinoma
pancreatico, mentre € meno efficiente nell'inibigodei fibroblasti. Le cellule sono state
trattate per 24 ore con Zng@lle concentrazioni indicate. La proliferaziondudare é stata
valutata con il saggio di cristal-violetto (comesdetto nei Materiali e Metodi) ed i valori
presentati sono la media di tre esperimenti indipeat.
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5.1.B. Inibizione della crescita cellulare dopotteanento delle cellule con PDTC

Per valutare la possibilita di sfruttare I'attivitanofora del PDTC per inibire la crescita
cellulare, & stata misurata la concentrazione weaia livello intracellulare su una linea
cellulare di adenocarcinoma pancreatico (PaCa4d) sbroblasti primari, trattati con PDTC
(250 uM) in assenza o in presenza di una dose non todsizaco (10uM). La figura 5
mostra che, in entrambe le linee, si verifica umeawto della concentrazione di zinco
intracellulare ad opera del solo PDTC, probabilreesftuttando tracce dello ione presenti nel
siero; 'aumento e piu marcato con l'aggiunta dico esogeno. Inoltre, € possibile notare la
differenza di zinco intracellulare tra i due tigllalari: il livello basale nei fibroblasti e 8
volte inferiore a quello delle PaCa44 e il liveftassimo di zinco intracellulare, ottenuto con

PDTC e zinco, nei fibroblasti € paragonabile a lguehsale delle PaCa44.

S PaCa44 S fibroblasts

S 450, = 450
5% ™ 55 150 o,
2 o2 PDTC
1S o 1S o
me 250 m e 250 —4PDTC+ZnSO,
£7 £
[T S ) [TERN S )

o 504 g 0

o ‘ ‘ ‘ , ‘ ‘ o ‘ ‘ : ‘

2 Oh 1h 3h 6h 2 Oh 1h 3h 6h
Figura 5. Il PDTC aumenta la concentrazione dicainntracellulare. Le PaCa44 i

fibroblasti sono stati trattati per il tempo inglic con 10 uM ZnSg=), 250uM PDTC (),

o la loro associazioneA(). L'intensita della fluorescenza del FlouZin3, rigpondente ai
livelli di zinco intracellulare, e stata misuratanite citofluorimetria ed espressa in unita
arbitrarie (a.u.), come descritto nei Materiali etbti. | valori presentati sono la media di tre
esperimenti indipendenti.

Per verificare se il PDTC avesse sulle cellule ttahaun effetto antiproliferativo, le quattro

linee tumorali e i fibroblasti sono stati trattatin dosi crescenti dello ionoforo per 24 ore. Il
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PDTC inibisce, di circa il 50%, la crescita soldleldinee tumorali e non dei fibroblasti
(Figura 6A).

Lo studio successivo €& poi proseguito sulle PaCagrese come modello per
I'adenocarcinoma pancreatico, e sui fibroblasti.

Per valutare se l'effetto antiproliferativo del POTfosse legato alla sua capacita di
aumentare lo zinco intracellulare, le cellule PafCadno state trattate con dosi non tossiche
di TPEN, un chelante dello zinco, in associazidrelar C. La figura 6B mostra che il TPEN

e in grado di ridurre significativamente [linibizie di crescita indotta dal PDTC,

confermando che essa dipende dalla attivita ioagber lo zinco del PDTC.

A B

<140 N 100 =

2.1120 PaCa44 § | T

e < 75

S 100 T3M4 s O

S 80, whanct % =
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Figura 6. A) PDTC inibisce la crescita di quatthoek di adenocarcinoma pancreatico, ma
non dei fibroblasti. Le cellule sono state trattpgr 24 ore con PDTC alle concentrazioni
indicate. B) L'inibizione di crescita cellulare gerte del PDTC dipende dalla sua attivita
ionofora. Le PaCa44 sono state trattate per 2¢ame25@M di PDTC e/o 2,5M di TPEN.

La proliferazione cellulare é stata valutata cosaijgio di cristal-violetto (come descritto nei

Materiali e Metodi). | valori presentati sono ladreedi tre esperimenti indipendenti.

Le PaCa44 sono state analizzate tramite citofluetrian per valutare la distribuzione del

ciclo cellulare e I'apoptosi dopo il trattamentand®DTC. La figura 7 mostra che, rispetto a
cellule non trattate, il PDTC determina un aumetiéd 20% delle cellule in fase S e una

corrispondente diminuzione nella fase G1. Il tragato con PDTC non determina, invece,

morte per apoptosi (figura 18).
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Figura 7. Il PDTC determina un arresto del cicldutere in fase S. Le PaCa44 sono state
trattate con 25@M di PDTC per 24 ore. | valori mostrati rappresemtda differenza tra
cellule trattate e non trattate e sono la mediaedesperimenti indipendenti. Le indicazioni
sull’analisi della distribuzione del ciclo cellutasono riportate nei Materiali e Metodi.

5.1.B1. La produzione di ROS e la conseguente rilasfione di ERK1/2 sono la causa
dell'azione citostatica del PDTC

Per studiare i meccanismi molecolari di azioneRI2TC, sono stati valutati i livelli di ROS
dopo trattamento con PDTC sia nelle PaCa44 chdibreblasti. La figura 8A mostra che,
solo nelle PaCa44, il PDTC ¢ in grado di detern@rsiress ossidativo, aumentando di circa 2
volte i livelli di ROS intracellulari. Lo stress sidativo prodotto dal PDTC ha un ruolo
importante nella sua azione citostatica, infatitjillzzo dell’antiossidante NAC, che riporta i
livelli di ROS paragonabili a quelli basali, € imago di ridurre significativamente
I'inibizione di crescita a ciascuna dose di PDT&td&a (la figura 8B mostra che 'azione del
NAC determina un aumento di circa il 20% di vitldellulare in cellule trattate con la dose
massima di PDTC).

E noto che il PDTC, in altri sistemi cellulari comel muscolo liscio e nelle cellule di cancro
della prostata [52, 53], € in grado di ritardareidlo cellulare tramite I'attivazione di MAP

chinasi. Per verificare se le vie di traduzione skgnale delle MAP chinasi JNK, p38 ed

ERK1/2, fossero coinvolte nell'inibizione della soita delle linee cellulari di
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adenocarcinoma pancreatico da parte del PDTC, satotestati sulle PaCa44 gli inibitori
delle tre chinasi. Solamente il PD98059, un iniwtali MEK/ERK1/2 € in grado di
aumentare la vitalita di cellule trattate con PDT{KEgura 8B). L’aggiunta del NAC al
PD98059 non incrementa ulteriormente la vitalithutegre, suggerendo che le ROS possano
essere responsabili dell’attivazione di ERK1/2.|&blse di questa indicazione e stata fatta
un’analisi di Western blot della forma fosforilaganon-fosforilata di ERK1/2. La figura 8C
mostra che nelle PaCa44 il PDTC e in grado di filsf@ notevolmente ERK1/2 e che questa
fosforilazione dipende dalla produzione di ROS dagdel PDTC, in quanto I'aggiunta di

NAC ¢ in grado di annullare questa modificazionstgaduzionale.
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Figura 8. A) Il PDTC aumenta la produzione di R@BenPaCa44, ma non nei fibroblasti. Le
cellule sono state trattate con 280di PDTC e/o 10mM di NAC per 6 ore. L'intensitallde
fluorescenza di 2’,7'-diclorofluorescina (DCF) dsponde ai livelli di ROS intracellulari,
come descritto nei Materiali e Metodi. 1< 0.01. B) Sia il PD98059 che il NAC riducono
I'inibizione di crescita da parte del PDTC. Le P4€asono state trattate con 280di PDTC

in assenza e presenza dub0di PD98059 (inibitore di MEK/ERK), @8V di JNK inhibitor I
(inibitore di JNK), 3@M di SB203580 (inibitore di p38) e/o 10mM di NACrp24 ore. La
proliferazione cellulare e stata valutata con gga di cristal-violetto (come descritto nei
Materiali e Metodi). | valori presentati sono ladredi tre esperimenti indipendenti. C) Il
PDTC, tramite 'aumento di ROS, induce la fosfaritme di ERK1/2. Le PaCa44 sono state
trattate per 1 ora con 2pMI di PDTC in assenza o presenza dig0di PD98059 e/o 10mM
di NAC. L'analisi Western blot é stata eseguitausuestratto proteico totale con anticorpi
anti-P-ERK1/2 e anti-ERK1/2. Qui &€ mostrato un @spento rappresentativo.

5.1.B2. Il PDTC induce I'espressione di P21 neiéule PaCa44
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Per studiare sdé”21 fosse coinvolto nell’arresto del ciclo cellulare, stata impiegata
un’analisi di RT-PCR sul’lRNA totale estratto da R&l4 e fibroblasti in seguito al
trattamento con PDTC.

La figura 9A mostra ch®21 e fortemente indotto dal PDTC solo nelle PaCa4dntne
rimane invariato nei fibroblasti. La figura 9B m@stun Western blot di p21, ottenuto dopo
I'induzione con PDTC nelle PaCa44, in linea coméiési di RT-PCR.

Per valutare il ruolo funzionale di p21 nell'inimne della crescita cellulare da parte del
PDTC, si e utilizzato un opportuno oligonucleotidetisenso fosforotioato (p21AS) che
inibisce I'espressione d?21 Il saggio di proliferazione cellulare ha mostratee p21AS,
utilizzato assieme a PDTC, e in grado di aumentatevolmente la vitalita delle PaCa44, se
paragonata a quella ottenuta con il PDTC da solaguesto saggio si € impiegato come
controllo negativo un oligonucleotide senso (p21c8g, in associazione al PDTC, non altera

I'inibizione di crescita ottenuta con il solo PDTEIgura 9C).
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Figura 9. A) Il PDTC induce 'mRNA dP21 nelle PaCa44. Le PaCa44 e i fibroblasti sono
stati trattati per 8 ore con 2ol di PDTC. Sul’RNA totale e stata eseguita un’asiadi RT-
PCR. Le sequenze dei primer e le condizioni di BORo descritte nei Materiali e Metodi.
Qui € mostrato un esperimento rappresentativo. |[BYOTC induce I'espressione della
proteina p21 nelle PaCa44. Le PaCa44 sono stdtatérgper 18 ore con 2pM PDTC.
L’analisi di Western blot & stata eseguita su uratis proteico totale con anticorpi anti-p21
e antia-tubulina. Qui € mostrato un esperimento rappreseot C) L’oligonucleotide
antisenso diP21 riduce l'inibizione di crescita da parte del PDT& PaCa44 sono state
trattate per 24 ore con Q@M di oligonucleotide antisenso dP21 (p21AS) o di
oligonucleotide senso dP21 (p21S) in presenza di 280 di PDTC. La proliferazione
cellulare e stata valutata con il saggio di cristaletto (come descritto nei Materiali e
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Metodi). | valori presentati sono la media di tsperimenti indipendenti. | singoli trattamenti
con p21AS e p21S non interferiscono con la cragdati non mostrati).

Ipotizzando che il meccanismo molecolare alla loketkéinduzione diP21fosse I'attivazione
del gene da parte di PDTC, si e utilizzata unaitecdi trasfezione transiente delle PaCa44
con un plasmide contenente il promotore “wild-typ”P21 fuso al gene reporter della
luciferasi. Dopo un trattamento di 8 ore con PDT@ftivita della luciferasi e risultata
paragonabile a quella delle cellule non trattatguia 10A). Come controllo della qualita
della tecnica, si e riportato in figura 'aumentltttivita della luciferasi indotta da TSA, un
noto induttore della trascrizione ER1

Poiché I'induzione dP21 da parte di PDTC non dipende dall'aumento deHdadrizione del
gene, si e valutato se sia dovuta ad un aumenia stabilita del suo RNA messaggero. Per
verificare cio si € usata I'actinomicina D, un natobitore della trascrizione genica, in
un’analisi di RT-PCR. La figura 10B e C mostra dieDTC e in grado di indurrB21 anche

in presenza dell’actinomicina D e che, inoltrerapporto di espressione BR1 tra cellule
non trattate e trattate con actinomicina D e parabibe a quello ottenuto in presenza di

PDTC. Questi dati suggeriscono fortemente che iT€R@Aumenta i livelli di MRNA dP21,

prolungandone la stabilita.
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Figura 10. A) PDTC non determina un’induzione dednpotore diP21 Dopo trasfezione

transiente con il plasmide reporter contenenteroimmtore diP21, le PaCa44 sono state
trattate con PDTC o TSA per 8 ore. Il grafico mad&r media dei valori di tre esperimenti
indipendenti. Il plasmide utilizzato & descritta Materiali e Metodi. B) PDTC aumenta la
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stabilita del’mRNA diP21 Le PaCa44 sono state pre-trattate per 1h conoacitina D e
successivamente trattate con PDTC per 8 ore. JUl'fotale e stata eseguita un’analisi di
RT-PCR. Le sequenze dei primer e le condizioni @RPsono descritte nei Materiali e
metodi. Qui € mostrato un esperimento rappreseontaf) Analisi densitometrica delle
bande dP21normalizzate sy-actina | valori sono la media di tre esperimenti indigenti.

Per verificare se nella stabilizzazione del messaggli P21 fosse coinvolto 'aumento di
ROS e quindi I'attivazione di ERK1/2, si e utilizaanuovamente una RT-PCR su PaCa44
trattate con NAC e PD98059 in associazione al PDIZ figura 11 mostra che questi
composti sono in grado di ridurre significativameehinduzione diP21 da parte del PDTC, e
che la loro associazione non aumenta ulteriormguésto effetto.

Questi risultati, in linea con quelli della figuBa dimostrano che le ROS e ERK1/2 sono
coinvolte nell'induzione dP21 da parte di PDTC e che entrambi i segnali si tnovsulla

stessa via di traduzione del segnale. Come attdsattamento con gli inibitori di JNK e p38

non riducono l'induzione dP21da parte di PDTC (dati non mostrati).

-+ - 4+ - 4 - + PD98059
- - + + - - + + NAC

Figura 11. NAC e PD98059 riducono I'induzione dalRNA di P21 da parte di PDTC. Le
PaCa44 sono state pre-trattate per 1 ora con NAGnND) e PD98059 (5M) e
successivamente trattate con PDTC (28D per 8 ore. Sul’lRNA totale & stata eseguita
un’analisi di RT-PCR. Le sequenze dei primer edadizioni di PCR sono descritte nei
Materiali e metodi. Qui € mostrato un esperimeafpresentativo.

5.1.B3. Il PDTC induce p53 e il gene antiossideBESN2 nei fibroblasti

Essendo noto un coinvolgimento ™53 nello stress ossidativo [54], si € voluto valutsee
questo gene, funzionale nei fibroblasti, fosse waio nella resistenza di queste cellule

all'azione citotossica del PDTC. Tramite un’anatisWestern blot su un estratto di proteine

totali ottenute da fibroblasti trattati con PDTCgsvalutato lo stato di fosforilazione di p53
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nella serinalb, sito specifico fosforilato in seguad aumento dei livelli di ROS. Come
mostrato in figura 12, il PDTC e in grado di foslare fortemente questa serina gia dopo 6

ore di trattamento.

Oh 1h 3h 6h PDTC

53 kDa — “| P-p53

60 kDA — | e oy o | O-tubulin

Figura 12. Il PDTC promuove la fosforilazione dedlarina 15 nella p53 dei fibroblasti. |
fibroblasti sono stati trattati per il tempo indicacon PDTC alla concentrazione di 250
L’analisi Western blot & stata eseguita su un &etfaoteico totale con anticorpi anti-p53-
fosfoSerl5 e anti-tubulina. Qui € mostrato un esperimento rappresient

Come mostrato precedentemente (vedi figura 8A)fibedblasti non e stato riscontrato un
aumento di ROS dopo trattamento con PDTC. E’ stpimdi analizzato il livello di
espressione di geni con attivita antiossidantg|utatione perossidasi GPXJ), la sestrina 1
(SESN] e la sestrina 2SESN2, che e stato descritto essere indotti da p530IMC
determina, nei fibroblasti, un aumento del’'mRNASESNAi 5,5 volte, lasciando inalterati
i livelli degli altri due geni (figura 13A e B). Nle PaCa44, che contengofid®53 non
funzionante, il PDTC non € in grado di indurre nessdei tre geni presi in esame.

Questi risultati suggeriscono che la resistenzdibmblasti all’azione citotossica del PDTC

potrebbe essere spiegata dall’attivazione di getiwssidanti dipendenti da p53, che riescono

a neutralizzare la produzione di ROS indotta da®DT
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Figura 13. Il PDTC induce 'mRNA dBESN2nei fibroblasti. A) L'analisi di RT-PCR sui
geniSESN1SESN2 GPX é stata eseguita sul’RNA totale estratto deofitaisti e PaCa44
trattati per 8 ore con 2p® di PDTC. Le sequenze dei primer e le condizianP@R sono
descritte nei Materiali e Metodi. Qui € mostratoagperimento rappresentativo. B) Analisi
densitometrica delle bande SESN1SESN2e GPX normalizzate sy-actina | valori sono

la media di tre esperimenti indipendenti.

5.1.B4. Il PDTC inibisce la crescita del tumore peeatico in topi nudi

Gli effetti del PDTC sull'inibizione della crescith cellule di adenocarcinoma pancreatitco
Vivo sono stati esaminati utilizzando xenograft diudelldi PaCa44 che crescono sottocute in
topi nudi. Sette giorni dopo liniezione sottocude 5x1& cellule, gruppi di cinque topi
ciascuno sono stati trattati con PBS (soluzioneadhitrollo) e PDTC a 100 e 200mg/kg. Il
composto e stato somministrato con iniezione pahale e frequenza bisettimanale per un
totale di due settimane. La figura 14A e B mostna,alla fine del periodo di studio, il
PDTC, alle due dosi utilizzate, determina una ndoe del volume tumorale di circa il 30% e
60% rispetto al controllo. | trattamenti non hanemidenziato tossicita apparente, come

suggerito dalla sopravvivenza di tutti gli animsiudiati e dalla mancanza della perdita di

peso corporeo degli animali stessi (figura 14C).
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Figura 14. A) Il PDTC inibisce la crescita celldadelle PaCa44h vivo. Le PaCa44 sono
state iniettate sottocute in topi nudi. Dopo lis&tha, i topi sono stati sottoposti ad iniezioni
peritumorali di PBS e PDTC alle condizioni indichisettimanalmente per due settimane. |
valori rappresentano la media del volume tumorakurato tre giorni dopo l'iniezione. B)
Riduzione del volume tumorale dopo quattro iniekziakerito al controllo. | valori indicati
rappresentano la media calcolata sul gruppo divergpi. C) Media della massa corporea
dei topi misurata dopo tre giorni dall’iniezione.

5.1.C. Inibizione della crescita cellulare dopotteanento delle cellule con PDTC e zinco
Come mostrato in figura 5, I'uso associato di PD(R60uM) e dosi non tossiche di zinco
esogeno (10uM) determina un forte aumento di zintacellulare. La figura 15 mostra che
questo trattamento, rispetto al solo PDTC, inibigoéemente la crescita delle quattro linee
tumorali testate, mentre risulta meno efficaceiduoblasti. Il trattamento Zn/PDTC e inoltre

molto piu efficace del trattamento con gemcitabih@hemioterapico “standard” contro |l

cancro del pancreas.
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Figura 15. Zn/PDTC inibisce piu efficacemente leescita cellulare delle linee di
adenocarcinoma pancreatico rispetto ai fibrobldsticellule sono state trattate per 24 ore
con 10uM ZnS@e/o 250uM PDTC, o 1M gemcitabina. La proliferazione cellulare é stata
valutata con il saggio di cristal-violetto (comesdetto nei Materiali e Metodi). | valori
presentati rappresentano la media di tre esperinmeiipendenti.

5.1.C1. L'effetto anti-proliferativo dell'associazie PDTC e zinco dipende dallo stress

ossidativo

Per valutare il ruolo dell'incremento di zinco mtellulare e dello stress ossidativo

nell’effetto antiproliferativo ottenuto con Zn/PDT(@ cellule tumorali e quelle normali sono

state trattate con TPEN e NAC in associazione #BMmLC. Sia il chelante dello zinco che

I'antiossidante sono in grado di annullare l'inibize della crescita in entrambe le linee

cellulari (Figura 16).

100

A o o
= et et

Cell viability (%)

N
e

1 L

T

o

PaCa44

fibroblasts

B PDTC+ZnSO,

[J PDTC+ZnSO,+TPEN

O PDTC+ZnSO,+NAC

[J PDTC+ZnSO,+TPEN+NAC

35



Figura 16. NAC e TPEN annullano l'effetto citotassdel trattamento Zn/PDTCe PaCa44

e i fibroblasti sono stati trattati con 28@ PDTC e 10uM ZnS@in assenza o in presenza di
10uM TPEN e/o 20mM NAC per 24 ore. La proliferaziorellalare & stata valutata con il

saggio di cristal-violetto (come descritto nei Mak e Metodi). | valori presentati sono la

media di tre esperimenti indipendenti.

La figura 17 mostra che, nelle PaCa44, il trattaameon Zn/PDTC determina un aumento
delle ROS di 5,5 volte e che sia I'aggiunta di Nala&2 di TPEN inibisce totalmente questo
effetto. Questo risultato assieme al precedentdeoma il ruolo cruciale dello stress

ossidativo nella crescita cellulare e indica chiedlizione di stress ossidativo € una

conseguenza diretta dell'incremento di zinco irgHadare.

6;
~ 9 Oc
c
2 4 B PDTC+ZnSO,
2
22 4 [J PDTC+ZnSO,+TPEN
i)
S , [ PDTC+ZnS0,+NAC
A .
0 T T

Figura 17. Il trattamento con PDTC e zinco deteamima forte produzione di ROS nelle
PaCa44. Le cellule sono state trattate conuRB®DTC e 10uM ZnSQin assenza o in
presenza di 16M TPEN e/o 20mM NAC per 6 ore. L'intensita delladtescenza di 2',7'-
diclorofluorescina (DCF) corrisponde ai livelli (ROS intracellulari, come descritto nei
Materiali e Metodi. | valori presentati sono la needi tre esperimenti indipendenti.

5.1.C2. Il PDTC in associazione a zinco esogenoanonenta il blocco di ciclo determinato
dal solo PDTC, ma induce una forte apoptosi caspatipendente

Le PaCa44 sono state analizzate al citofluorimptp valutare la distribuzione del ciclo
cellulare. L’analisi (dati non inseriti) ha mostrathe il trattamento con Zn/PDTC non

determina ulteriore blocco di ciclo cellulare rigpeal solo PDTC come si era osservato in
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figura 7, indicando che la quasi totale inibiziodiecrescita data dall’aggiunta di zinco
esogeno non e causata da un effetto citostatico.

Per capire se il trattamento con Zn/PDTC determnnite cellulare apoptotica, le PaCa44
sono state analizzate tramite citofluorimetria emmexina V-FITC e ioduro di propidio. La
figura 18 mostra che il trattamento con Zn/PDTCedeina una quasi totale morte per
apoptosi, che non é stata osservata a seguitcatteimento con il solo PDTC o con lo zinco.

L’apoptosi indotta da Zn/PDTC é totalmente annalldal TPEN o NAC.

C

149%

PDTC

ZnSQO,

15%

9% 3

4

1 102 10 10

Annexin V

10 10 100 10

Annexin V

PDTC + ZnSO,
56%

w0 10° w' ot

Annexin V

PDTC + ZnSO, + TPEN PDTC + ZnSO, + NAC

=4

20%

9%

1n?

w0 10? 10®
Annexin V

102 10 10*

Annexin

Figura 18.’associazione Zn/PDTC induce una forte apoptosBRilpendente. Le PaCa44 e
i fibroblasti sono stati trattati con 280 PDTC e 10uM ZnSQin assenza o in presenza di
10uM TPEN e/o 20mM NAC per 24 ore. 2 x 16ellule sono state analizzate tramite
citofluorimetria per determinare la percentualecdllule mostranti annexina “Ypropidio
ioduro (apoptosi precoce) o annexina/ ropidio iodurd (apoptosi tardiva). Qui & mostrato
un esperimento rappresentativo.

Per esaminare il “pathway apoptotico”, sono staéigeiti saggi di attivita delle caspasi. La
figura 19A mostra che il trattamento Zn/PDTC notivatné la caspasi 3 né la caspasi 8.

Inoltre, I'inibitore delle pan-caspasi, Z-VAD-FMKyon € in grado di annullare l'effetto
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citotossico determinato dal trattamento di Zn/PD{fiQura 19B), confermando che, nel
processo apoptotico indotto da un forte incrementonco intracellulare, non sono coinvolte

le caspasi.
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Figura 19. L’associazione Zn/PDTC induce una fapeptosi caspasi-indipendente. A) Le
PaCa44 sono state esposte a 250uM PDTC e 10uMm83d tempo indicato. Le attivita
delle caspasi 3 e 8 sono state saggiate come ttiescei Materiali e Metodi. | valori
presentati sono la media di tre esperimenti indipeti. B)Le PaCa44 sono state trattate con
250uM PDTC e 10puM ZnS/o 100uM Z-VAD-FMK, un inibitore di pan-caspager 24
ore. La proliferazione cellulare € stata valutata it saggio di cristal-violetto (come descritto
nei Materiali e Metodi). | valori presentati sormorhedia di tre esperimenti indipendenti.
5.1.C3. Il trattamento con PDTC e zinco determindainneggiamento ROS-dipendente del

mitocondrio

E’ stato dimostrato che la produzione di ROS pudentare la permeabilita della membrana
mitocondriale, promuovendo una morte cellulare mdidal mitocondrio [55]. Per
determinare se il mitocondrio fosse coinvolto ragdbptosi indotta da Zn/PDTC, e stata
valutata, tramite citofluorimetria, la percentudiecellule che presentavano un potenziale di
membrana mitocondriald’m) ridotto. In accordo con I'analisi di apoptosg hPDTC né

lo zinco sono in grado di aumentare la percentdatellule con umMAWm ridotto rispetto al
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controllo, mentre il trattamento combinato detemnima riduzione del¥m in piu del 50%
delle cellule (Figura 20A). Inoltre, il trattamentton TPEN o NAC previene il danno
mitocondriale, dimostrando che questo evento dipetadl'incremento di zinco intracellulare

e quindi dalla produzione di ROS.

Per valutare se il trattamento con PDTC e zincole=sge I'espressione di geni implicati nel
promuovere o inibire il danno alla membrana mitalr@aie, sono stati valutati, tramite RT-
PCR, i livelli del’'mRNA dei geni apoptotidBAK, BAX, BCL-X® NOXAe anti-apoptotici
BCL-2, BCL-We BCL-XL La figura 20B mostra che il trattamento assockRioI C e zinco
non € in grado di regolare I'espressione di tahigadicando che il danno al mitocondrio
deriva dallaumento di stress ossidativo e nonadaltegolazione di geni generalmente

responsabili dell’apoptosi mediata dal mitocondrio.
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Figura 20. L’associazione Zn/PDTC danneggia la nramd mitocondriale mediante
'aumento di ROS. A) Le PaCa44 sono state trattate25M PDTC e/o 10uM ZnS@in
assenza o presenza diuhd TPEN o 20 mM NAC per 24 ore. La percentuale diube che
mostrano un ridottoAWm & determinata tramite citofluorimetria usandostanda 3,3-
dihexyloxacarbocyanine come descritto nei MatealMetodi. | valori presentati sono la
media di tre esperimenti indipendenti. B) L’anal@i RT-PCR dei geni indicati & stata
eseguita sul’RNA totale estratto da PaCa44 teatper 8 ore con 25M PDTC e/o 10uM
ZnSQ,. Le sequenze dei “primers” e le condizioni di PE€sho descritte nei Materiali e
Metodi. Qui € mostrato un esperimento rappresesatati

anti-apoptotic
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5.1.C4. Il trattamento con PDTC e zinco induce dpsipassociata alla traslocazione di AlF
nel nucleo

AIF (apoptotic inducing factor) € una proteina maadriale che, quando rilasciata dal
mitocondrio, trasloca nel nucleo e promuove unaratigyione del DNA in modo

indipendente dalle caspasi [56]. La figura 21 maosthe il trattamento con Zn/PDTC
determina una traslocazione di AIF dal mitocondalonucleo (colocalizzazione dei due
coloranti di AIF e del nucleo), che é totalmentelah dal TPEN e dal NAC dimostrandone
I'attivita Zn/ROS_dipendente. Al contrario, lo zme il PDTC singolarmente non sono in
grado di promuovere la traslocazione di AlF, inado con la loro incapacita di indurre
apoptosi (figura 18) e danno mitocondriale (figRB). Questi risultati sono stati confermati

da saggi di Western blot su estratti proteici naiglédati non mostrati).
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Figura 21. L’associazione Zn/PDTC induce il rilasdi AIF dai mitocondri. Le PaCa44 sono
state trattate con 2GM PDTC e/o 10uM ZnSQin assenza o presenza diubd TPEN o

20mM NAC per 24 ore. L'immunoreattivita di AlF, werde, appare all'interno dei nuclei
(colorati in blu con il DAPI) solo nelle cellule gsste a PDTC e zinco. Maggiori dettagli
sulla tecnica sono presenti nei Materiali e MetoQui € mostrato un esperimento

rappresentativo.
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L’insieme di questi dati dimostra che lI'aumento zihco intracellulare nelle PaCa44
determina una forte produzione di ROS che causadaritocondriale e traslocazione di AIF

al nucleo, con una conseguente apoptosi caspasemtkente.

5.1.C5. Il trattamento con PDTC e zinco inibis@spressione di p53 nei fibroblasti normali
Poiché un piccolo aumento di zinco intracellulaegedmina I'attivazione di p53 (figura 12),
che inducendo il gene antiossidarB&SN2(figura 13) protegge i fibroblasti da stress
ossidativo, si € voluto studiare se la parzialgistenza dei fibroblasti ad un aumento
ulteriore di zinco intracellulare, coinvolgessedgolazione di p53. La figura 22A mostra che
il trattamento con Zn/PDTC riduce il livello pratei di p53, non alterandone i livelli di
MRNA (figura 22B). L'inibizione di p53 e dipendend@ll’aumento di zinco intracellulare e
dalla produzione di ROS, infatti, come mostra tufa 22C, I'utilizzo del TPEN e del NAC
annullano l'effetto del Zn/PDTC. Nel caso di unwa® aumento di zinco intracellulare non

avviene una fosforilazione di p53 in serina 15, eanvece accade con il solo PDTC.

- + + + + PDTC

- + + + + ZnSO4

- + - + PDTC - - + - + NAC

- - + + ZnSO4 _ + - + PDTC - - - + + TPEN
e Rt

p53 b‘-—- TP53 p53|w

Figura 22. L’associazione Zn/PDTC determina unaziaghe dei livelli della proteina p53 nei
fibroblasti. A) | fibroblasti sono stati trattatep6 ore con 25M di PDTC e/o 10uM ZnS©
L’analisi di Western blot € stata eseguita su uraéie proteico totale con anticorpi anti-p53-
fosfoSerl5 e anti-p53. B) L’analisi di RT-PCR $®53 € stata eseguita sul’RNA totale
estratto da fibroblasti trattati per 6 ore con | Z2890PDTC e/o 10uM ZnS9 Le sequenze dei
“primers” e le condizioni di PCR sono descritte méateriali e Metodi. C) L'analisi di
Western blot e stata eseguita su un estratto pmtetale di fibroblasti trattati per 6h con
250uM di PDTC e/o 10pM ZnS©in assenza o presenza duM TPEN o 20 mM NAC. Qui
sono mostrati degli esperimenti rappresentativi.

Ponceau S
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In accordo con la mancata attivazione di p53, attéimento con Zn/PDTC non regola
I'espressione di alcuni importanti geni antiosstdd8ESN]1 SESNe GPX1) e apoptotici

(BAX BAK e NOXA regolati da p53 (dati non mostrati).

Successivamente, lo studio e continuato al fine cdpire con quale meccanismo
I'associazione Zn/PDTC riducesse i livelli di p53e questo effetto avesse un ruolo nella
parziale resistenza dei fibroblasti alla citotogaidndotta da un forte aumento di zinco
intracellulare. E’ stata effettuata un’analisi dieSt¥ern blot su fibroblasti trattati con
Zn/PDTC in presenza di un inibitore del proteasomM&132, ipotizzando che la riduzione
dei livelli di p53 dipendesse da una minor stabilitella proteina piuttosto che da una
diminuzione dell’efficienza di traduzione. Comesio osservare nella figura 23A, I'aggiunta
di MG132 non permette la riduzione dei livelli d3da parte di Zn/PDTC: questo risultato
ci dimostra che l'elevato aumento intracellularezitico e I'associata induzione di stress
ossidativo attivano un meccanismo di degradaziang58 dipendente dal proteasoma. E
stato quindi valutato il ruolo della degradaziong®3 nella crescita cellulare, tramite I'uso
associato di MG132 e Zn/PDTC. La figura 23B mogthe I'inibizione del proteasoma
associata allaumento di zinco e ROS riducono iwiterente, rispetto al solo Zn/PDTC, la
vitalita cellulare dei fibroblasti. | dati mostratella figura 20 suggeriscono che la riduzione
di p53, determinata da Zn/PDTC, abbia un ruoloanedkistenza dei fibroblasti all'apoptosi

indotta da stress ossidativo.

43



>
o)

60
50- + MG132
40
30 T

20- 0 25um
] 50
PonceauSjd . 10 O 1083M

+ + ZIn/PDTC
+ -+ MG132
P53 | WS

Cell viability (%)

PDTC (250uM) + ZnSO, (10uM) |

Figura 23. La degradazione di p53 dipendente datepsoma protegge parzialmente i
fibroblasti dagli effetti citotossici di Zn/PDTC.)A fibroblasti sono stati trattati per 6 ore con
250uM di PDTC e 10uM ZnS@in assenza e in presenza di 100uM di MG132. Liandi
Western blot e stata eseguita su un estratto poot®itale con anticorpi anti-p53. Qui e
mostrato un esperimento rappresentativo. B) | blasti sono stati trattati per 24 ore con
25uM di PDTC e 10uM ZnSQin assenza e in presenza di MG132 alle concentradi

25, 50 e 100uM. La proliferazione cellulare & stahutata con il saggio di cristal-violetto
(come descritto nei Materiali e Metodi). | valorepentati sono la media di tre esperimenti
indipendenti.

Cio e in linea con dati di letteratura riportantiecp53 agisce da fattore di trascrizione
attivando geni apoptotici e che la traslocazionep88 al mitocondrio determina una

permeabilizzazione della membrana con successikaione di apoptosi [21].

5.2 Caratterizzazione degli effetti della riduzionedi zinco intracellulare sulla crescita di

linee cellulari di adenocarcinoma pancreatico umane di fibroblasti

5.2.A. Il TPEN inibisce la crescita di cellule dilenocarcinoma pancreatico in modo piu
efficace rispetto ai fibroblasti

Lo studio & poi proseguito analizzando gli effettiusati da una forte riduzione di zinco
intracellulare su linee di adenocarcinoma panareatttenuta tramite 'uso del TPEN, un
chelante dello zinco. Per valutare la capacitaTd®EN di diminuire lo zinco intracellulare

nelle cellule PaCa44 e nei fibroblasti primariggitilizzata la sonda Fluozin3. Il trattamento
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con il TPEN determina una riduzione dello zincaantllulare molto piu forte nelle PaCa44

(24 unita arbitrarie) rispetto ai fibroblasti (3itanarbitrarie) (figura 24).
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Figura 24. Il TPEN riduce la concentrazione di pinatracellulare. A) Le PaCa4d i
fibroblasti sono stati trattati per 4 ore coruDdi TPEN e/o 10 uM ZnSg L'intensita
della fluorescenza del FlouZin3, corrispondentdialli di zinco intracellulare, € stata
misurata tramite citofluorimetria ed espressa iitauarbitrarie (a.u.), come descritto nei
Materiali e Metodi. | valori presentati sono la needi tre esperimenti indipendenti. ***
p<0.001, *p<0.01. B) il valore dA (C-TPEN) rappresenta la differenza del livello di
zinco intracellulare prima e dopo il trattamento G@PEN nelle due linee messe a confronto.

E’ stato poi valutato I'effetto citotossico del TREulle cellule PaCa44 e sui fibroblasti. In
figura 25 é presentata sia una curva dose-dipeadgatuna curva tempo-dipendente dei
trattamenti con il chelante su entrambe le linekuleei. Si nota che i fibroblasti sono
significativamente piu resistenti delle PaCa44attamento con il TPEN e, inoltre, mostrano
caratteristiche di resistenza a partire dalla cotmagione di 1QM, dose sufficiente a inibire
completamente la crescita delle PaCa44. Anchenktica di inibizione & molto piu lenta nei
fibroblasti rispetto alle PaCa44: la differenzaitdue tipi cellulari € maggiormente evidente
dopo un trattamento di 8 ore, in cui la vitalitdleleellule normali € di circa 1'85%, mentre

guella delle tumorali del 20%.
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Figura 25. Il TPEN é piu efficace nell'inibizioneelth crescita di cellule pancreatiche
tumorali rispetto a fibroblasti normali. A) Le PafZlae i fibroblasti sono stati trattati per 24
ore con dosi crescenti di TPEN. B) Le PaCa44 broblasti sono stati trattati con una dose
fissa di 1@M di TPEN per tempi crescenti. La proliferazionddare e stata valutata con il
saggio di cristal-violetto (come descritto nei Mak e Metodi). | valori presentati sono la
media di tre esperimenti indipendenti. *f*< 0.001.

Per verificare se l'effetto antiproliferativo dipdesse dall’attivita chelante del TPEN, le
cellule sono state trattate con il chelante in B&se in presenza di ioni zinco aggiunti al

mezzo di coltura. La figura 26 mostra che lo ziesogeno e in grado di annullare I'effetto

citotossico del TPEN sia nelle PaCa44 che nei lilasti, confermando I'assenza di effetti

aspecifici.
125
T T
~ 1007
S
2 757 O ZnSO,
5 H TPEN
£ 50 O TPEN+ZnSO,
3
O 251
0 —— :
PaCa44 fibroblasts

Figura 26. L'inibizione di crescita cellulare dartgadel TPEN dipende dalla sua attivita
chelante. Le PaCa44 e i fibroblasti sono statiatigper 24 ore con 1M di TPEN e/o 1M

di ZnSQ,. La proliferazione cellulare é stata valutata dasaggio di cristal-violetto (come
descritto nei Materiali e Metodi). | valori presatitsono la media di tre esperimenti
indipendenti.
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L’insieme dei risultati sopradescritti indicano daeiduzione di zinco intracellulare, ottenuta
con il TPEN, puo determinare un effetto citotossicomodo dipendente dalla quantita di

zinco sottratto, molto maggiore nelle PaCa44 rispaitfibroblasti.

5.2.A1. Il TPEN inibisce la crescita di cellule @denocarcinoma pancreatico piu
efficacemente di un pannello di sette compostiambrali

Per studiare se l'elevato effetto antiproliferatidel TPEN sulla linea cellulare PaCa44
potesse essere esteso anche ad altre linee ddlliudattenocarcinoma pancreatico, sono state
eseguite, nelle stesse condizioni della figura @6¢ curve dose e tempo-dipendente
prendendo in esame altre cinque linee di adenaowara pancreatico umano con differente
origine e profilo genetico. La vitalita delle vatieee cellulari, mostrata in figura 27, € in
linea con l'effetto ottenuto con il TPEN sulle Pd@alinea cellulare presa come modello,
suggerendo che le linee di adenocarcimoma pancoeatbn mostrano i meccanismi di

resistenza ipotizzati nei fibroblasti.
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Figura 27. Il TPEN inibisce la crescita di tutte dei linee cellulari di adenocarcinoma
pancreatico testate. A) Le cellule sono stateat@agber 24 ore con dosi crescenti di TPEN. B)
Le cellule sono state trattate con una dose fisddidM di TPEN per tempi crescenti. La

proliferazione cellulare é stata valutata con gga di cristal-violetto (come descritto nei

Materiali e Metodi). | valori presentati sono ladieedi tre esperimenti indipendenti.
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L’effetto antiproliferativo del TPEN e stato poi rdoontato con quello ottenuto con altri
composti usati nella terapia contro il cancro (geéabina, 5-fluorouracile, irinotecan,
cisplatino, edelfosina, tricostatina A, mitomici@d. Anche in questo caso, e stata fatta una
curva dose e tempo-dipendente sulle PaCa44. Corpeososservare nella figura 28, |l
TPEN risulta essere il piu efficiente tra tutti onsposti saggiati nell'inibire la crescita
cellulare, sia se si considerano i bassi dosaggia(éduM) sia se si considera la rapidita nella

sua azione (8h).
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gemcitabine cisplatin —=—- mitomycin C

—&— 5-fluorouracil —©— irinotecan
Figura 28. Il TPEN e molto piu efficace nellinilbne della crescita di cellule di
adenocarcinoma ancreatico di altri 7 composti mmtierali. A) Le PaCa44 sono state trattate
per 24 ore con dosi crescenti di ciascun compaosticato nella legenda. B) Le PaCa44 sono
state trattate con una dose fissa duMOdi ciascun composto per tempi crescenti. La
proliferazione cellulare é stata valutata con gga di cristal-violetto (come descritto nei

Materiali e Metodi). | valori presentati sono ladree di tre esperimenti indipendenti. ***
p < 0.001 (TPEN rispetto a ciascun altro composto).

5.2.A2. Il TPEN inibisce la progressione del ciclulare
Per esaminare i meccanismi coinvolti nell'inibizéodella vitalita cellulare delle PaCa44 in
seguito a trattamento con TPEN, e stata analizagiarcentuale delle cellule nelle varie fasi

del ciclo cellulare. La figura 29 mostra che laudibne di zinco intracellulare aumenta la
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percentuale di cellule in fase G1 dell’'11% rispettmon trattato; il blocco in G1 & annullato

dall’aggiunta di ioni zinco.
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Figura 29. Il TPEN determina un arresto del cictiutare in fase G1. Le PaCa44 sono state
trattate con 10M di TPEN e/o 1QM di ZnSQ, per 24 ore. | valori mostrati sono riferiti a
cellule non trattate e sono la media di tre espanimndipendenti. Le indicazioni sull’analisi
della distribuzione del ciclo cellulare sono riatet nei Materiali e Metodi.

Negli esperimenti successivi, € stata misurataptessione di vari geni coinvolti nella
regolazione del ciclo cellulare tramite RT-PCR.rlduzione di zinco intracellulare da parte
del TPEN determina un’induzione dei geRb7 e P19 soppressori tumorali, e una
repressione dei ge@ICLINA Ae CICLINA B (figura 30A), mentre non altera I'espressione
di altri geni comeP21 e P27 (dati non mostrati). In figura 30B & mostrato dh@pporto tra

il livello di espressione dei geni inibitori deiroplessi ciclina-cdkF#57 e P19) e quello dei
geni codificanti cicline aumenta fortemente a stgdel trattamento con TPEN. La riduzione
di zinco intracellulare, quindi, € in grado di réaye sia i geni coinvolti nella progressione sia

nell'inibizione del ciclo cellulare, determinandone effetto globale di rallentamento del

ciclo in fase G1.
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Figura 30. Il TPEN regola I'espressione di gennwoiti nella regolazione del ciclo cellulare.
A) L'analisi di RT-PCR sui genP57, P19, CICLINA Ae CICLINA Bl e stata eseguita
sul’RNA totale estratto dalle PaCa44 trattate eore con 1M di TPEN e/o 1QM di
ZnSQ,. Le sequenze dei “primers” e le condizioni di PE€sho descritte nei Materiali e
Metodi. Qui € mostrato un esperimento rappresetat8) Analisi densitometrica delle
bande diP57,P19, CICLINA Ae CICLINA B1 normalizzate syactina | valori espressi
sono calcolati come volte di induzione dei livelli espressione del rappob7 + P19/
CICLINA A + CICLINA B1E’ presentata la media di tre esperimenti indilgeri.

5.2.A3. Il TPEN induce morte apoptotica

Per spiegare se nel forte effetto citotossico sséocoinvolto, oltre ad un blocco di ciclo,
anche un meccanismo apoptotico, le Paca44 somoastalizzate tramite citofluorimetria con
annexina V-FITC e ioduro di propidio. La figura 3dostra che il TPEN, gia a 16 ore
dall'inizio del trattamento, causa una forte apspaumentando la percentuale di cellule sia
in fase precoce (annexina’)Vsia tardiva (annexina “Ypropidio iodurd) del processo

apoptotico. Questo effetto € completamente anmuliial’aggiunta di zinco nel mezzo di

coltura.
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Figura 31. Il TPEN induce una forte apoptosi. LE&44 sono state trattate couMTPEN
e/o 10uM ZnSQ@per 16 ore. 2 x Tellule sono state analizzate tramite citofluoriiaeper
determinare la percentuale di cellule mostrantieaima V/propidio iodurdé (apoptosi
precoce) o annexina'¥propidio iodurd (apoptosi tardiva). Qui & mostrato un esperimento
rappresentativo.

Successivamente € stata compiuta un’analisi dphéssione di geni coinvolti nel processo
apoptotico mediato dal mitocondrio. La tecnica '83llPCR ha rivelato che il TPEN € in
grado di indurre I'espressione del gene apoptoB€il-Xs, probabilmente regolando lo
splicing alternativo del gen@CL-X e di inibire I'espressione dei geni anti-apoidBCL-2,
BCL-We BCL-X_ (figura 32A). Nonostante il TPEN non induca afjgni apoptotici come
BIM, BAK, BAX PUMA e NOXA (lati non mostrati), € importante notare che c’éarte

aumento (circa 9 volte) del rapporto tra i livelliespressione dei geni apoptotici e quelli dei

geni anti-apoptotici (figura 32B).
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Figura 32. I TPEN regola l'espressione di geningoiti nell'apoptosi mediata dal
mitocondrio. A) L’analisi di RT-PCR dei ge8CL-2 BCL-W, BCL-X_ e BCL-Xs é stata
eseguita sul’RNA totale estratto dalle PaCa44tdtatper 8 ore con M di TPEN e/o
10uM di ZnSQ,. Le sequenze dei “primers” e le condizioni di PEG&ho descritte nei
Materiali e Metodi. Qui € mostrato un esperimemggpresentativo. B) Analisi densitometrica
delle bande dBCL-2 BCL-W,BCL-X_ e BCL-Xs normalizzate sy#-actina | valori espressi
sono calcolati come volte di induzione dei livelliespressione del rappoB&L-Xs/ BCL-2

+ BCL-W +BCL-X.. E' presentata la media di tre esperimenti indijeeri.

Per determinare l'effetto della riduzione di zincdracellulare sul mitocondrio, & stata
valutata, tramite citofluorimetria, la percentudiecellule che presentavadd’m ridotto. Il
TPEN, gia dopo 16 ore di trattamento, € in gradautinentare a 45% la percentuale di cellule
con un AWm ridotto rispetto al controllo e l'aggiunta di iominco esogeni previene
completamente il danno mitocondriale (figura 33),accordo con quanto osservato per

I'apoptosi (figura 31) e per la regolazione di gapoptotici (figura 32).
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Figura 33. Il TPEN danneggia la membrana mitocabelriLe PaCa44 sono state trattate con
10uM TPEN e/o 10uM ZnSgper 16 ore. La percentuale di cellule che mostianodotto
AWYm & stata determinata tramite citofluorimetria wgan la sonda @ 3,3-
dihexyloxacarbocyanine come descritto nei MategaMetodi. | valori presentati sono la
media di tre esperimenti indipendenti.

Per capire se nellapoptosi causata da una dinonezidi zinco intracellulare fossero
coinvolte le caspasi, sono stati eseguiti dei satjgattivita sulle caspasi 3 e 8. Questi
esperimenti hanno mostrato che il TPEN attiva siadspasi 3 sia la caspasi 8 di 11 e 2,5

volte, rispettivamente, indicando che esse rivestan ruolo importante nell'induzione

apoptotica indotta da TPEN (figura 34).
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Figura 34. Il TPEN attiva le caspasi 3 e 8. Le RPEICsono state esposte a 10uM TPEN e/o
10uM ZnSQ per il tempo indicato. Le attivita delle caspas 8 sono state saggiate come
descritto nei Materiali e Metodi. | valori presemtaono la media di tre esperimenti

indipendenti.
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6. DISCUSSIONE

In questo studio, sono stati valutati gli effetélld variazioni dei livelli intracellulari dello

ione zinco in linee cellulari di adenocarcinoma gaatico. E’ stato dimostrato che questa
strategia permette di ottenere una riduzione dethdita cellulare molto piu marcata nelle

cellule tumorali pancreatiche che nei fibroblagirmali. L’alterazione della concentrazione
intracellulare di zinco determina lo scatenarsimdiccanismi molecolari diversi in relazione
all'intensita dellaumento o della diminuzione mtellulare di questo ione. L’aumento dei
livelli di zinco e stato ottenuto trattando le oédl con un composto ad attivita ionofora, il
PDTC, con il quale e possibile modulare I'aumengtiadquantita di zinco intracellulare:

bassa se il PDTC veicola tracce di zinco presesitinmezzo di coltura oppure alta se si
aggiunge zinco esogeno al terreno. Per quantordgua riduzione di zinco intracellulare e
stato utilizzato il TPEN, un chelante specifico jperione zinco altamente permeabile alla

membrana cellulare.

6.1 Effetti e meccanismi molecolari coinvolti nelaumento di zinco intracellulare

Nella prima parte di questo studio e stato diméstche il PDTC ha un effetto inibitorio
sulla crescita di cellule di adenocarcinoma panmeatramite un arresto in fase S del ciclo
cellulare, mentre non ha effetto su fibroblastingati. L’azione citotossica del PDTC é
dovuta ad un aumento dei livelli di ROS e ad ursdiglazione ROS-dipendente di ERK1/2.
Questa induzione e responsabile dell’aumentatalisiattel’mRNA di P21, il quale ha un
ruolo centrale nell’arresto della crescita cellalamome dimostrato tramite silenziamento
genico con specifici oligonucleotidi antisenso.céhtrario, nei fibroblasti il PDTC fosforila
ed attiva p53 inducendo, coSEESN2gene target di p53 con funzione antiossidanigale

e presumibilmente responsabile della resistenzpudste cellule all’azione antiproliferativa
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del PDTC. Nella figura 35, € mostrato, per maggichearezza, un modello di azione del

PDTC sulle linee cellulari tumorali e sui fibrohiias

fibroblasts ancreatic cancer cells
ppTC) ©

t[ Zn2*],—— TPEN

| NAC
0S

p.lp53 MEK ——PD98059

SESN2 | P-ERK1/2

p£1

CELL CYCLE ARREST
(S-phase)

Figura 35. Modello dei meccanismi di azione del BDsL linee cellulari tumorali e normali

Nella seconda parte dei risultati, & stato dimtstrhe I'ulteriore aumento dei livelli di zinco
intracellulare, ottenuto trattando le cellule cdDTE in associazione a dosi di per sé non
tossiche di zinco, determina un’inibizione delleesmita di cellule di adenocarcinoma
pancreatico tramite l'induzione di una forte apaptdl processo apoptotico € totalmente
annullato dall'uso del TPEN o del NAC, dimostrandee I'incremento dei livelli di ROS,

zinco-dipendenti, sono l'evento chiave dell'inimne della crescita cellulare indotta da
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Zn/PDTC. Inoltre, 'aumento di ROS genera una ridne del potenziale di membrana
mitocondriale ed una traslocazione di AIF al nuclsenza regolare I'espressione di geni
apoptotici ed anti-apoptotici o l'attivita dellesgasi 3 e 8. Rispetto alle cellule tumorali, i
fibroblasti sono meno sensibili all'azione citoticasdella combinazione Zn/PDTC. In queste
cellule, inoltre, I'induzione di stress ossidatiwvduce fortemente i livelli di espressione della
proteina p53, promuovendone la degradazione pmtesls. La figura 36 illustra i
meccanismi molecolari determinati da Zn/PDTC swedircellulari tumorali e normali. Va
notato che, rispetto al trattamento con il solo BDT trattamento Zn/PDTC determina un
aumento significativamente piu consistente dei llliviatracellulari di zinco e di ROS

inducendo cosi differenti meccanismi molecolari@otiferativi.

fibroblasts . pancreatic cancer cells

{1 Zn2*].—— TPEN

NAC

P53 | mitochondrial
damage

AIF r"elease

v

APOPTOSIS

Figura 36. Modello dei meccanismi di azione delRPDIC su linee cellulari tumorali e

normali
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Lo stress ossidativo causato dall'incremento dicainntracellulare ha un ruolo chiave
nell'induzione della morte apoptotica. In letteratusono presenti numerosi articoli che
confermano una diretta relazione tra aumento iatl@are di zinco e stress ossidativo, anche
se le ipotesi meccanicistiche sono varie. Le pghnificative sono le seguenti: a) lo zinco
determina un rallentamento del trasporto deglitrelet a livello della catena respiratoria
inibendo il complesso 1l [57] o il complesso IVEE b) lo zinco inibisce enzimi con attivita
antiossidante come la LADH, lipoamide deidrogengs)] o GR, glutatione reduttasi, [60];
¢) lo zinco produce radicali idrossilici tramiteamoni non enzimatiche [61].

L’aumento della concentrazione di zinco a livelitracellulare €, quindi, strettamente legato
all'incremento dello stress ossidativo, il qualeua volta determina lo scatenarsi di fenomeni
diversi volti a proteggere la cellula dai danni &t dalle ROS o, se questi ultimi fossero
troppo elevati, a promuoverne il “suicidio” celltdaper apoptosi [37]. Infatti, nel presente
studio, bassi livelli di ROS inducono il potenziame dei sistemi antiossidanti (aumento di
SESNZ, livelli intermedi promuovono sistemi di limitazioragel danneggiamento cellulare
(diminuzione di p53 e induzione di p21); livelleghti inducono apoptosi. Questo concetto e

rappresentato schematicamente in figura 37.

N J N J
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Figura 37. Effetti e meccanismi molecolari inddtilo stress ossidativo

Uno degli effetti piu significativi dei metalli eetle ROS sulle “pathways” di trasduzione del
segnale é stato osservato nella famiglia delle MZihasi, importanti nei processi di
carcinogenesi e nel controllo della proliferaziowellulare, del differenziamento e
dell'apoptosi [62]. L'attivazione delle tre “pathy&’ di MAP chinasi (ERK, JNK, e p38)
varia in funzione del tipo di ROS prodotta, dell@yenienza dello stimolo, della durata
dell’esposizione e del tipo cellulare. E’ stato dstrato che la produzione di ROS determina
un rallentamento nel ciclo cellulare con incremediop21l che &€ accompagnato da una
fosforilazione di ERK1/2 e p38 [63]. Nel nostro netild cellulare e sotto lo stimolo del
PDTC e possibile attribuire totalmente ad ERK1/2cépacita di aumentare la stabilita
del’'mRNA di P21 e il conseguente blocco del ciclo cellulare iref& p21 € uno dei piu
importanti regolatori del ciclo cellulare ed € raente mutato nei vari tipi di cancro,
compreso quello pancreatico [64]. L'aumento di ¢megsroteina causa generalmente un
arresto in fase G1 e G2/M [52, 65] anche se soath gubblicati dei lavori [66, 67], in
accordo con questo studio, in cui I'induzione di 2 cellule di cancro del seno e delle ovaie
determina un blocco in fase S.

E’ stato riportato che elevati livelli di ROS cansaun aumento della permeabilita della
membrana mitocondriale e rilascio nel citosol diezanolecole che possono portare a morte
programmata, in alcuni casi senza coinvolgimentite dsaspasi [55]. Dati, che non sono
mostrati in questa tesi, rivelano che l'apoptosdia@ da Zn/PDTC produce frammenti di
DNA ad elevato peso molecolare e non & associalasaio nel citosol di citocromo c. Tultti
guesti dati, assieme a quelli di letteratura [58] 6éhe confermano che l'apoptosi AlF-
dipendente €& associata alla degradazione del DNAlamghi frammenti e non e

necessariamente accoppiata all’attivazione delépasi, suggeriscono fortemente che AlF
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sia il maggior effettore dell’apoptosi ROS-dipenenndotta da Zn/PDTC in cellule
pancreatiche tumorali.

Rispetto alle cellule tumorali, i fibroblasti sopai resistenti al’aumento di stress ossidativo,
grazie all’attivazione dei sistemi di protezione @oinvolgono la regolazione di p53.

E stato riportato che in condizione di limitatoess ossidativo, bassi livelli di p53 sono
sufficienti ad indurre geni codificanti proteinencunzione antiossidante che determinano,
quindi, una diminuzione delle ROS intracellulard[5Nel presente studio, bassi livelli di
ROS determinano fosforilazione di p53 con induzidn8ESN2 suggerendo fortemente che
il suo effetto antiossidante puo annullare la proloe di ROS da parte del PDTC rendendo i
fibroblasti resistenti all'azione citotossica diegtio composto. Quando, invece, i fibroblasti
sono sottoposti a livelli di ROS piu elevati, lsforilazione di p53 e i livelli dei geni target
apoptotici o antiossidanti non variano, mentre ef@a forte riduzione della proteina p53
stessa. E noto che essa, oltre ad avere un runie cegolatore della trascrizione genica, ha
anche un effetto pro-apoptotico diretto sul mitairdm partecipando a interazioni proteiche
con membri pro- e anti-apoptotici della famiglia Bcl-2 [21]. p53 necessita di essere
fosforilato quando funge da fattore trascrizionf®], mentre le sue modificazioni post-
traduzionali (fosforilazione o acetilazione) sononfluenti quando promuove I'apoptosi
mitocondriale tramite l'interazione molecolare piofa-proteina [70]. Considerando tultti
questi aspetti, la parziale resistenza dei fibrstbla trattamenti con PDTC e Zn/PDTC puo
dipendere da due fattori: 1) il minor aumento delmcentrazione di zinco intracellulare e
dello stress ossidativo rispetto alle cellule tuatiggancreatiche; 2) la funzione di p53 che, se
attivata a bassi livelli dal solo PDTC, proteggantite I'induzione di geni antiossidanti e, se
degradata via proteasoma da un forte stress assidatiminuisce il contributo diretto
all’apoptosi mitocondriale.

In tipi tumorali esprimenti la proteina p53 non fisnante, la ricerca di nuove strategie volte

a ridurre gli effetti collaterali sui tessuti norima&ausati da una eccessiva morte cellulare da
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chemio- e radioterapia, € orientata all’'utilizzopiticole molecole capaci di inibire p53 [71].
Un composto con queste caratteristiche potrebbereess PDTC, che, singolarmente o in
associazione a zinco, agisce su p53 annullandalwendo la citotossicita sulle cellule
normali. Il PDTC, inoltre, e risultato essere matio efficace del chemioterapico standard
gemcitabina nell'inibizione della crescita di lineellulari di adenocarcinoma pancreatico.
L’insieme delle proprieta descritte suggeriscon@ ¢imcremento di zinco intracellulare
possa essere una nuova e selettiva strategiatpgitaimento del cancro del pancreas. In linea
con questa ipotesi sono i risultati ottenutivivo, i quali dimostrano che il PDTC, senza
determinare tossicita apparente, riduce fortemdirte, al 60%, il volume della massa di
cellule di adenocarcinoma pancreatico cresciuteo&ate in topi nudi. Esperimenith vivo
eseqguiti associando al PDTC dosi di zinco, non banmostrato un’ulteriore effetto
antitumorale (dati non mostrati): cio puo esseliegaio considerando che la concentrazione
di zinco nel plasma e circa 15-20uM [72], quansitdficiente a generare una massimale

azione antitumorale del PDTC.

6.2 Effetti e meccanismi molecolari coinvolti nellaiduzione di zinco intracellulare
Lo studio sugli effetti della chelazione dello anatracellulare ha messo in luce che |l
TPEN é in grado di determinare, nelle cellule paatiche tumorali, arresto del ciclo
cellulare ed apoptosi attraverso la regolaziongedii coinvolti nei due processi. Lo schema

riassuntivo dei meccanismi di azione del TPEN étratsin figura 38.
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Figura 38. Modello dei meccanismi di azione del WPd linee cellulari di adenocarcinoma

pancreatico

Due sono gli effetti piu interessanti del TPEN:eljnolto piu efficace nellinibire la vitalita
di linee cellulari tumorali pancreatiche rispettbaltri sette composti anti-tumorali; 2) la sua

attivita citotossica € molto minore nei fibroblassipetto a cellule tumorali.

I chemioterapici in uso per il cancro del pancreaso il 5-fluorouracile e la gemcitabina.
Quest’'ultima e considerata migliore sebbene presentasso di risposta inferiore al 20%
[73, 74]. Sarebbe quindi importante trovare deivigomposti che risultino piu efficaci della
gemcitabina nella cura del cancro del pancreagjuiest’ottica, i dati mostrati in questo
lavoro diventano degni di attenzione. Esperimentirdliferazione cellulare dose-dipendente
e tempo-dipendente dimostrano che il TPEN e maltoefficace nellinibire la crescita di

cellule tumorali pancreatiche della gemcitabinarfunleoside analogo della citidina) e del 5-

61



fluoruracile (una base analoga all’'uracile) e driatinque composti anti-tumorali come
I'irinotecan (un inibitore della DNA topoisomerdiil cisplatino (un intercalante del DNA),
I'edelfosina (un alchilo-lisofosfolipide), la tristatina A (un inibitore delle deacetilasi
istoniche) e la mitomicina C (un inibitore dellatgisi del DNA). Inoltre i risultati mostrano
che, l'aggiunta di zinco al mezzo di coltura prexgd’inibizione cellulare data dal TPEN,
confermando che l'effetto citotossico dipende dalle attivita chelante e non da effetti

aspecifici.

Lo studio dei meccanismi molecolari coinvolti natfesto del ciclo in fase G1 ha mostrato
che il TPEN e in grado di aumentare il rapportoi tigelli di espressione dei geni inibitori
dei complessi ciclina-cdkP67 e P19 e i geni delle ciclineGICLINA Ae CICLINA B). E’
stato dimostrato in precedenza che l'induzioneldi p p57 arresta la progressione del ciclo
cellulare in fase G1 [75], mentre I'inibizione dekiicline A e B1 blocca il ciclo cellulare in
fase S e G2/M e in fase G2/M, rispettivamente [78, || TPEN modula I'espressione di
geni del ciclo cellulare in modo da arrestare pmtdmente tutte le fasi del ciclo, quindi,
oltre al blocco rilevato in fase G1, probabilmerdevuto al contributo prevalente
dell'induzione di pl9 e p57, si puo ipotizzare diesia un rallentamento globale nella
progressione del ciclo cellulare, non apprezzafiderimentalmente dal calcolo dei valori
percentuali. Inoltre, poiché il TPEN non e in gratiaegolare altri geni coinvolti nel ciclo
cellulare, coméP21 e P27, si puo supporre che la riduzione di zinco agspecificamente
sull'attivita di determinati attivatori o represstnascrizionali di geni che controllano il ciclo
cellulare. Una regolazione specifica dei geni debacellulare diventa importante soprattutto
se si considera che il cancro del pancreas preseatalevata frequenza di mutazion®it6

e P15[78].

L’analisi apoptotica mostra che il TPEN e capacendurre anche una forte morte cellulare

apoptica nelle cellule pancreatiche tumorali, clmpletamente annullata dall'aggiunta di
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ioni zinco. Le caratteristiche apoptotiche sondestmnfermate dalla presenza di nucleosomi
nella frazione citoplasmatica di cellule tumorahttate con TPEN (dati non mostrati). La
riduzione di zinco intracellulare € in grado di nementare il rapporto tra i livelli di
espressione dei geni mitocondriali apoptotici e llquenti-apoptotici, appartenenti alla
famiglia di Bcl-2, di aumentare la percentuale @etellule con un basso potenziale di
membrana e di attivare le caspasi 3 e 8. Poichémloni pro- e anti-apoptotici della famiglia
di Bcl-2 sono noti per la loro funzione di regoldrenacchinario apoptotico e i loro livelli di
espressione relativi sono critici per il destinollalecellula, I'incremento del rapporto
dell’'espressione dei geni apoptotici rispetto aghtiapoptotici pud essere cruciale
nell'induzione del processo apoptotico determindeo TPEN. Inoltre, poiché é stato
dimostrato che lo zinco inibisce I'attivazione deltaspasi 3 [33] la sua deplezione puo
favorire il processamento proteolitico della casp&sinducendo apoptosi nelle cellule
tumorali pancreatiche. Per quanto riguarda la casPai dati presenti nella letteratura
suggeriscono che la sua attivazione potrebbe npendere da un contributo diretto della
diminuzione di zinco intracellulare, ma da una meomseguenza dell’attivazione della

caspasi 3 [79].

E’ stato precedentemente dimostrato che il TPENerdeha l'inibizione della crescita
cellulare tramite I'induzione di stress ossidatevali P53 [80, 81]. Per valutare se anche in
guesto caso, oltre a quello di un aumento dellexzimtracellulare dato dal PDTC, p53
avesse un ruolo nella parziale resistenza dei lilasdi al TPEN, i fibroblasti sono stati
trattati con il chelante per valutare i livelli pb3 e p53 fosforilato. Inoltre, & stata valutata la
vitalita dei fibroblasti trattati con TPEN in asgano presenza di NAC. L'esperimento di
Western blot e la curva di crescita (non insentguesta tesi) hanno mostrato che il TPEN
non é in grado né di regolare p53 né di indurre R€&® e rivela I'incapacita del NAC di
annullare I'effetto antiproliferativo del TPEN. Quii, la minor sensibilita al TPEN dei

fibroblasti rispetto alle cellule tumorali, non eatd dalla regolazione di p53, ma
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probabilmente dalla differente riduzione del lieellli zinco intracellulare dopo I'uso del

chelante (circa 8 volte in meno nei fibroblasti).

~

In conclusione, in questa tesi € stato mostrato agendo sull’omeostasi dello zinco, sia
aumentando che diminuendo la sua concentraziohdarel € possibile inibire fortemente la
crescita di cellule tumorali pancreatiche attravefarresto nella progressione del ciclo
cellulare e/o l'apoptosi, preservando almeno pargate la vitalita dei fibroblasti normali.
L’insieme dei dati presentati puo fornire la base pno studio indirizzato allo sviluppo di

una terapia contro il cancro del pancreas bas#itarsaostasi intracellulare dello zinco.
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