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Il carcinoma mammario

Il carcinoma della mammella rappresenta la neaplpsi frequente nella
donna e la seconda causa di morte dopo il tumoile pdémone.
Miglioramenti in termini di sopravvivenza sono s@ttenuti grazie a vari
programmi di screening. Ogni anno in Italia si sé@no circa 35000 nuovi
casi e 11000 decessi. L'incidenza della malattes@nta un netto gradiente
tra Nord, Centro e Sud con rischi superiori del 48%ord. Nel recente
quinquennio, l'incidenza ha mostrato un aumentoabde dal 2 al 17%
(Linee guida AIOM, 2013a fronte di una netta diminuzione in mortalita
grazie agli avanzamenti ottenuti nella diagnosicpce e nella strategia
terapeutica adiuvante. Tuttavia circa il 20-30%edphzienti con linfonodi
negativi ed il 50% di quelle con linfonodi positiglla diagnosi sviluppa
metastasi a distanza, mentre il 7-10% presentastatho avanzato gia al
momento della diagnosi. Ad eccezione di casi spordd-3%) in cui e
stata osservata una sopravvivenza di lunga duitatagnore mammario
metastatico rimane, ad oggi, una malattia non Qgilsi con una
sopravvivenza media nelle pazienti non precedentwmeattate di 18-24
mesi, variabile in base all'aggressivita biologiala sede e all’estensione

della malattiaCnossen J. A. et al., 2008; Mauri D. et al., 2008



| carcinomi della mammella rappresentano un grupptio eterogeneo di
neoplasie dal punto di vista morfologico, prognaste della risposta alla
terapia. Essi sono stati in genere definiti e diass in base a
caratteristiche cliniche e patologiche; eta, dinmms del tumore,
coinvolgimento di noduli ascellari, invasione angidatica, grado
istologico, stato dei recettori ormonali e ampafzoone di ERBB2 (noto
anche come HER-2/neu).

Per molti anni, le neoplasie della mammella sorabestaratterizzate in
base alla dimensione del tumore. Tuttavia, quetdasificazione si €
dimostrata limitante per [lincapacita di definireott®gruppi che
condividono aspetti prognostici e terapeutici simil

In seqguito, e stato sviluppato un sistema di di@sgione che ha permesso
di suddividere il carcinoma mammario in sottogrumstinti in base
all’aspetto istologico del tumor&\eigelt B. et al., 2008

Attualmente il sistema di classificazione piu atthto si basa su una
combinazione di informazioni isto-morfologiche (cemottotipo istologico
e grading) e sulla stadiazione TNM che valuta €asione del tumore
primario (fattore T), I'estensione del coinvolginerinfonodale (fattore
N) e le metastasi a distanza (fattore Mjsfon E. W. et al., 1993; Sobin L.

H. et al., 2003



La spiccata eterogeneita del carcinoma mammariata sonfermata dallo
studio del profilo dell’'espressione genica che ivaelato, sulla base di
esperimenti di DNA microarray, come ogni singolecaagoma mammario
abbia un suo preciso ed unico assetto molecotodi¢ T. et al., 2003

Nonostante questa grande variabilita, le neoplaska mammella si
possono ricondurre a cinque principali categouenihale A, luminale B,
carcinoma mammario HER-2-positivoprmal-like e basal-like (Figura 1)

(Sorlie T. et al., 2001

Invasive Ductal Carcinomas

~ 8% of imvasive breast cancers -
Unclassified
.

HER2+

ER+, PR+ ER-, PR-

Figure 2_Schematic illustrating various breast cancer subtypes. The
blue and pink rectangles group the subtypes based on the expression
of ER/PR, positive in the blue (Luminal A and Luminal B) and nega-
tive (HER2+ and basal-like) in the pink. The central grey rectangle
{with black outline) indicates the presence of HER2 amplification in
Luminal B and HER2+ subtypes.

Sandhu R. et al. LabMedicidd.: 6364-372. (2010Figura 1 della tesi



Questi sottotipi sono associati a prognosi e pdsaibdi trattamento
distinte e riflettono i pattern d’espressione gardei due tipi principali di
cellule della mammella adulta: le cellule lumindisposte in un unico
strato verso il lume dei lobuli e le cellule miaeiali, poste all’esterno a
circondare le luminali e che poggiano direttameqida membrana basale
(Perou C. M., 20111

| carcinomi luminali sono cosi definiti per I'espstone di citochine
luminali come CK8 e CK18; sono positivi ai recettbegli estrogeni (ER)
e del progesterone (PR) e rappresentano circ&l d&€ carcinomi invasivi
della mammella. | carcinomi luminali possono essdrgtinti in due
sottogruppi rispettivamente: luminali A (caratteas da alti livelli di
espressione dei recettori estrogenici, bassi livBllespressione di geni
associati alla replicazione, assenza di espressioHER-2 e basso indice
di proliferazione cellulare) e luminali B (caratzmati da bassi livelli
d’espressione dei recettori estrogenici, alti livefespressione di geni
coinvolti nella proliferazione cellulare ed iperesgsione di HER-2)
(Perou C. M. et al., 2000; Sorlie T. et al., 20@heang M. C. U. et al.,
2009.

| tumori HER-2 comprendono circa il 10-15% dei aaoeni invasivi; sono

rappresentati da neoplasie di alto grado, linfonpdsitivi, caratterizzati



dall’'espressione di HER-2 e di altri geni come GRBGBATA4 Sorlie T.
et al., 200).

| carcinominormal-like comprendono il 5-10% di tutti i carcinomi della
mammella ed esprimono geni caratteristici del tesadiposo.

| carcinomi basali detti anche basaloidiasal-like o carcinomi a fenotipo
basale, costituiscono il 10-20% dei carcinomi imviadella mammella e
sono caratterizzati dall’'espressione di citocheeatCK5, CK6, CK17,
presenti nello strato basale/mioepiteliale dellagtiola normaleGheang
M. C. U. et al., 2008; Rakha E. A. et al., 2008,06h. R. et al., 2010
Frequentemente i carcinomi basali hanno un assetwapponibile ai
carcinomi cosiddetti “tripli negativi” ovvero negatai recettori ER, PR ed
HER-2 Bauer K. R. et al., 2007Le forme di carcinoma triplo negativo
presentano caratteristiche comuni: sono piu fretijuatie giovani donne,
in quelle di origine africana ed in quelle obesancslegate ai geni che
regolano la suscettibilita all'insorgenza del caocha mammario (come
BRCA-1 e BRCA-2), sono scarsamente differenzidtajeente maligne e
molto aggressive, con una cattiva prognosi e coelevata probabilita di
sviluppare metastasi a distanza (fegato, sistemaose centrale e
polmone); presentano alterazioni nell’espressidangrateine, oncogeni ed
oncosoppressori  coinvolti in diversi pathways chegotano Ia

proliferazione, la crescita cellulare e I'apopt@@osh A. et al., 201(Reis-
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Filho J. S. et al., 2008 hen J. Q. et al., 2009e Ruijter T .C. et al., 2011,
Dey N. et al., 2012 Le forme di carcinoma triplo negativo condividono
specifiche caratteristiche morfologiche che inchmomitosi elevata,
necrosi tumorale, risposta linfocitaria stromale wu elevato rapporto
nucleo/citoplasma. Dal punto di vista istologicongsogeneralmente
carcinomi duttali invasivi di grado 3, anche sestsio rare forme
metaplastiche e midollarBpsh A. et al., 2020

Il carcinoma triplo negativo, a causa della maneaf@essione dei recettori
ER, PR e HER-2, non e sensibile alle terapie micatdro tali recettori ed
a quelle ormonali e nonostante risponda alla chemapia presenta,
comunque, un’elevata probabilita di recidiva in ipa con malattia
residua Rouzier R. et al., 2005; Dent R. et al., 2007; @ake A. et al.,
2007.

Le opzioni terapeutiche neoadiuvanti per il tragaito di tali forme
tumorali possono essere divise in due gruppi: agetotossici e terapie
mirate. Gli agenti citotossici determinano il daggiemento del DNA in
tutte le cellule in divisione. Cellule che si digiib velocemente, come le
cellule tumorali, sono piu sensibili alla terapidotossica; cosi anche
cellule normali ad alto tasso replicativo, comed#ule del sangue. Questo
e il motivo per cui gli agenti citotossici spesstatminano numerosi effetti

collaterali negativi. Gli effetti a breve terminegli agenti citotossici sono
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maggiori nelle forme di carcinoma mammario tripkgativo piuttosto che
in altri sottotipi Carey L. A. et al., 20Q7Le pazienti mostrano alti tassi di
risposta completa rispetto a pazienti con altreméordi neoplasie
mammarie, soprattutto a taxani ed antracicli@aréy L. A et al., 2007;
Hugh J. et al., 2009; Oakman C. et al., 211

Altri agenti citotossici sono quelli contenenti {oh®@, come ad esempio
cisplatino e carboplatinoTén A. R. et al.,, 2008 Questi inducono i loro
effetti attraverso lo sviluppo di addotti covalecdin il DNA e determinano
il blocco della replicazione cellular®fkman C. et al., 20})1

Le terapie mirate hanno come target biomolecole relppresentano una
caratteristica specifica della cellula cancerosaneoad esempio un
recettore overespresso che determina la selettieitarattamento verso le
cellule maligne e la mancata efficacia sulle cellwbrmali Tan A. R. et al.,
2008.

L’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) e overesgo in circa il 45-
70% delle forme di carcinoma mammario triplo negati pertanto,
I'inibizione di questo target rappresenta un pagssdpproccio terapeutico.
EGFR stimola la replicazione cellulare in modo $&mad HER-2. Se
utilizzato come target terapeutico, l'effetto stiatorio di EGFR potrebbe
diminuire e determinare un arresto della crescitianorale o una

regressione del tumore. EGFR puo0 essere il beosdgtiue tipi di agenti:
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anticorpi monoclonali e piccole molecole inibitridelle tirosina chinasi.
Cetuximab €& un anticorpo monoclonale chimerico capdi inibire il
dominio extracellulare di EGFR, bloccando cosiefjdme del ligando e
I'internalizzazione del recettore: esso € in fade sgerimentazione
nellambito del carcinoma triplo negativo metastati Gefitinib (Iressa) e
I'Erlotinib (Tarceva) inibiscono il dominio tirosaichinasi dellEGFR
rendendo inattivo il recetto®ocha-Lima C. M. et al., 2007; Bayraktar S.
et al., 2013.

Di notevole interesse terapeutico si e rivelatoltie, I'impiego dei micro-
RNAs (miRNASs), una classe di piccoli RNA non cod#inti che regolano
'espressione proteica a livello post-trascrizienal essi, infatti,
interagiscono con gli MRNA e ne determinano l'imibne della traduzione
o la degradazione. In particolare, € stato ossercht la regione non
tradotta al 3’ del’lmRNA codificante 'EGFR contientre putativi siti
target del microRNA-7. Studi condotti da Webstenra dimostrato che
I'impiego del microRNA-7 causa il decremento di B&GH linee cellulari
di carcinoma al seno ed al polmone, inducendod&ia del ciclo cellulare
e la morte cellulareWebster R. J. et al., 2009; Rocha-Lima C. M. et al.
2007).

L'angiogenesi € un meccanismo fondamentale nekacita tumorale,

pertanto, lo sviluppo di farmaci che colpiscono earanismi cellulari
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coinvolti nella neoangiogenesi € una delle priaditdcerca. Tra i composti
antiangiogenici, Bevacizumab €& un anticorpo monw® umanizzato
contro il fattore di crescita vascolare endoteli@é=GF). Il targeting e
I'inibizione della formazione di vasi sanguigni Iman I'obiettivo di
interrompere la creazione dell'ambiente che leulseftumorali inducono
per ricevere o0ssigeno e sostanze nutritive di caamnb bisogno per
sopravvivere ed interagire tra loredrez E. A. et al., 2010; Bayraktar S. et
al., 2013.

Anche gli inibitori della Poli (ADP-ribosio) polinmasi-1 (PARP1) trovano
impiego in diversi trials clinici. La PARP e un @ma che segnala la
presenza di danno al DNA e ne facilita la riparagiol’inibizione di tale
enzima durante la fase S del ciclo cellulare indieceformazione di
filamenti singoli di DNA interrotti che portano @iresto della forca di
replicazione che a sua volta provoca rotture neACANdoppio filamento.
Questi cambiamenti possono causare riarrangiardentromatidi e quindi
provocare l'arresto del ciclo cellulare in fase I&2d apoptosi. Tra gli
inibitori della PARP, ['Olaparib (AzZD2281) e il B&I01 sembrano
possedere una certa efficacia. Sono in corso, raottiversi studi per
valutare l'efficacia di combinazioni di composti aagliuvanti, come

'associazione tra Cisplatino con ['Olaparib e $asiazione del
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Carboplatino con il BSI-201Pgrez E. A. et al., 2010; Bayraktar S. et al.,
2013.

Alcune forme di carcinoma mammario triplo negativmostrano
un’iperattivazione della proteina mTOR (Mammalianardet of
Rapamycin), un target delle chinasi PI3K/PKB, aobgota positivamente la
progressione del ciclo cellulare. Pertanto, I'imibne di mTOR mediante
macrolidi analoghi alla Rapamicina, come [|'Everalsn ed Il
Temsirolimus, sono oggetto di studio in diversialgi clinici in
combinazione con la chemioteraayraktar S. et al., 2033

Un altro target terapeutico in fase di studio dirasin chinasi SRC che é
overespressa nel carcinoma mammario. Dasatinitifone di SRC, c-KIT
e di altre chinasi, si € mostrato efficace in lice#ulari tumorali derivanti
da forme di carcinoma mammabasal-like(Bosch A. et al., 2030

Alcuni dati sperimentali hanno anche dimostrato gheinibitori delle
deacetilasi istoniche (HDACI) sono in grado di indula riespressione del
recettore ER in linee cellulari tumorali negative per tale reose. Ad
esempio, la Tricostatina A (TSA) determina nellaea cellulare MDA-
MB231, che non esprime il recettore per gli estrogeni (E&), la
riespressione dellmRNA codificante tale recetterdella proteina stessa.
Tale effetto risulta piu marcato quando il TSA eiegato in associazione

con l'agente demetilante 5-aza-2-deossicitidna. rdtettore ER €
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funzionale, come dimostrato dall’espressione detettere per |l
progesterone (PR), un target didefStearns V. et al., 200.7

Il trattamento delle forme tumorali positive per kfentifica come target
proprio tale recettore. In questi casi, le straetgrapeutiche possono
prevedere il blocco dell'interazione tra gli estag (E2) ed i propri
recettori impiegando antiestrogeni, definiti SERIBelective Estrogen
Receptor Modulators), l'inibizione dell’'enzima aratasi (responsabile
della sintesi degli estrogeni) e I'impiego di speci antagonisti del
recettore ER, definiti SERDs (Selective Estrogen Receptor Down-
Regulators). Inoltre, nelle forme di carcinoma marm che
overesprimono HER-2, viene impiegato il Trastuzumaiio anche come
Herceptin, un anticorpo monoclonale che interagiscea HER-2 e lo
inibisce Orlando L. et al., 2010 Tra i SERMSs, il Tamoxifene e stato Il
primo ad essere individuato ed il piu ampiamenidiato; € un agente non
steroideo, contenente un gruppo trifeniletiiene chgisce inibendo
competitivamente ER inducendone un cambiament@ roelhformazione
in grado di reprimere la sua attivita trascriziendl Tamoxifene presenta
comunque una parziale attivita agonista a livellelled ossa e
dell’endometrio, sui quali puo indurre proliferazé cellulare e aumento
del rischio di trasformazione tumorale in seguitoraelungata esposizione.

Sono stati sviluppati altri SERMs con minore atéivagonista, come |l

12



Raloxifene e altri SERMs di seconda e terza germraz come il
Lasofoxifene e il Bazedoxifene, senza pero ottebeni risultati a causa
dell'insorgenza di meccanismi di resistenza nedeignti Pickar J. H. et
al., 201Q. A causa della parziale attivita agonista dei BIERla ricerca si
€ concentrata su nuovi composti che legano e bhocéR senza effetto
agonista. | SERDs agiscono come antagonisti dettiage per gli estrogeni
ERa. Fulvestrant (noto come ICI 182,780 o Faslodexinpete con
I'estradiolo per il legame ad ER ed agisce inducend cambiamento
conformazionale di ER impedendone la dimerizzazieria traslocazione
al nucleo e riducendo cosi la sua capacita di nawdula trascrizione
genica. Il complesso Fulvestrant-recettore, inpltveene ubiquitinato,
avviato al proteasoma e degradato, causando unaiote dei livelli di
ERa (Long X. et al., 2006 Tuttavia, Fulvestrant presenta scarsa
biodisponibilita e difficolta di raggiungere in colo concentrazioni che
risultano efficaci icDonnel D. et al., 2010

La classe degli inibitori dell’enzima aromatasi ¢oende composti
steroidei (Examestano e Formastano) e non sterdjdeirozolo e
Anastrozolo); il loro impiego € pero limitato daflsorgenza di effetti

collaterali, come 'osteoporo€B(ueggemeier R. W. et al., 2005
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Modelli animali e cellule MDA-MB231

Ogni composto, prima di essere approvato clinicaeeateve essere testato
in vitro su cellule in coltura eth vivo in modelli animali xenotrapiantati
con tumori umani, su cui deve mostrarsi efficagmardi essere valutato in
studi clinici di fase precoce e tardiva. Pertantmo dei campi
d’applicazione piu importanti degli animali da |labdtorio € quello della
valutazione dell’efficacia di agenti chemioterap(elollingshead M. G.,
2008; Teicher B. A., 200&erbel R. S., 2003

Molte linee cellulari, anche se presentano un’dkevavasivitain vitro,
possono non essere capaci di indurre la formazdinkimori quando
impiantate in animali da esperimento; le condizemmbientali dello stroma
animale e le interazioni di quest'ultimo con lelglel umane impiantate,
infatti, possono influenzare lo sviluppo e la pexsgione tumoraleléssani
N. et al., 200k

In seqguito agli studi condotti da Rygaard e Povylsgre osservarono la
crescita di un adenocarcinoma del colon umanopnriodi (Rygaard J. et
al., 1969, questo ceppo di animali si e dimostrato il piileuper gli
xenotrapianti.

| topi nudi sono caratterizzati da aplasia del tiewh assenza di pelo,

determinate da una mutazione omozigote a livellgdrenu presente sul
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cromosoma 11Klanagan S. P., 1966; Byrd L. G., 1993 ’assenza di
timo causa una deficienza del sistema immunitan® € compone quasi
interamente di cellule B e di cellule Natural Killecon riduzione
guantitativa e funzionale della popolazione diuellT. Tali caratteristiche
determinano una totale compromissione della furditin del sistema
immune Gershwin M. E., 1977 Pertanto, l'inabilita al rigetto di tessuto
neoplastico allogenico o xenogenico rende il topmon un adeguato
modelloin vivo per la ricerca sul cancro.

Numerosi studi hanno riportato che, anche se ntn ittumori umani
pOSSONO essere xenotrapiantati con successo, [@igieo istologiche e
biochimiche dei tumori che crescono nei topi nuoinag molto simili a
quelle delle forme tumorali d’originéfovanella. B. C. et al., 1985

| topi nudi rappresentano anche un valido modeko o studio della
biologia delle metastagP(ice J. E. et al., 199(Fidler I. J., 1986.

Le variabili che influenzano la formazione di geesitime includono le
condizioni di salute e di stabulazione degli aning8harkey F. E. et al.,
1984; Neulat-Duga 1. et al., 1984 le vie di inoculazione delle cellule
tumorali impiegateKozlowski J. M. et al., 1984 le proprieta intrinseche
delle cellule tumorali inoculate. Molte cellule tamali umane quando
iniettate nel sottocute di topi nudi possono peséfein loco ma la

formazione di metastasi da questo sito é raraaViait I'impianto di cellule
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tumorali umane in siti anatomicamente adeguati €éadmpio in sede
ortotopica) permette I'espressione del fenotipcastatico.

Il vantaggio di un modello di malattia disseminatajuello di riprodurre
piu fedelmente la patologia umana, incluse le ctpadi infiltrazione,
migrazione e homing in siti metastatici specifierice J. E. et al., 1990

Lo sviluppo di modelli murini di carcinoma mammariche riproducono
tumori primari e metastasi nei tessuti clinicamentevanti (linfonodi,
polmoni ed ossa), rappresenta una valida oppoétyrer la valutazione
preclinica di nuove strategie terapeutiche rivata cura del carcinoma
mammario umano.

Gli attuali modelli di xenotrapianti coinvolgonané&e cellulari di carcinoma
mammario murino o0 umano impiantate nel pannicolpasd mammario di
topi immunodeficienti o iniettate per via sistemicandovenosa o
intracardiaca. Le cellule tumorali impiantate ne&ssuto mammario
riproducono il tumore ma possono richiedere damsatte a diversi mesi
prima che il tumore primario si sviluppi e produt@tastasi spontanee a
seconda della linea cellulare e del ceppo murifiazato.

La linea cellulare MDA-MB231 viene comunemente iztidta per gli
xenotrapianti in modelli animali ed & la piu studiacome modello
sperimentale delle forme di carcinoma mammariddripegativo. Queste

cellule, derivate da un carcinoma mammario duttaddastatico, mostrano
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una crescita preferenziale nel pannicolo adiposanmmario di topi
immunocompromessPfice J. E. et al., 1990sviluppando tumori primari
che producono spontaneamente metastasi ai linfanadicrometastasi ai
polmoni Jenkins D. E. et al.,, 2005La linea cellulare MDA-MB231 e
stata ricavata da un singolo campione di effugpbeurali ottenute nel 1973
da una donna di 51 anni a cui era stata pratic@amastectomia radicale
destra nel 1969 a causa di un tumore scarsameifieedriato tendente
verso la configurazione papillare ed alla formaeiombulare. Questa
paziente presentava, inoltre, un carcinoma inttabut Nel 1973
comparvero l'effusione pericardiale e I'effusioheupale sinistra entrambe
contenenti cellule compatibili con il tumore prinwar del seno.
L’'ooforectomia ed il trattamento sistemico con bidfburacile risultarono
inefficaci come il successivo trattamento combinetm ciclofosfamide,
adriamicina e amfotericina. La donna mori nel 19C4illeau R. et al.,
1974).

Le cellule MDA-MB231 sono una linea di adenocaram@ mammario
umano altamente aggressiva caratterizzata dallacate@respressione dei
recettori ER, PR e HER-2, dall’'overespressione réekttore per 'EGF
(EGFR) e dalla presenza di una forma mutata di ©@h® mostra una
sostituzione amminoacidica (G/A) nel codone 280g#sle corrispondente.

Sembra che gli elevati livelli del recettore pdeGF siano determinati
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dall'assenza del recettore degli estrogenuERfatti, 'mRNA dellEGFR

e regolato negativamente dal recettoreaE€he interagisce con una
sequenza di regolazione negativa di 96 bp locabzmal primo introne del
gene codificante 'TEGFRzhou Q. et al., 2009

Nelle cellule MDA-MB231 e stata osservata una ippressione delle
subunita integrinich@1, p4, a2, a3, a5, aV e a6 (Morini M. et al., 2000.

E’ noto che i recettori integrinici sono respon$atella trasmissione di
segnali di proliferazione che favoriscono la criesé l'invasivita Morini
M. et al., 2000; Lichtner R. B. et al., 1998

Le cellule MDA-MB231 hanno un fenotipmesenchymal-like stromal-
like (Lacroix M. et al., 2004 presentano, infatti, molte caratteristiche
comuni alle cellule mesenchimali: sono dotate delewvata capacita di
invadere e attraversare membrane basali e nonnespsi marcatori
epiteliali ma in contrasto mostrano un alto livadiovimentina.

Durante la progressione tumorale da iperprolifenaeiatipica a malattia
metastatica, le cellule potrebbero subire alterazienotipiche. Questo
processo ricorda la cosiddetta “transizione epiaiesenchimale” (EMT)
che si verifica durante lo sviluppo embrionaleragee luoghi precisi.

La EMT nelle cellule di carcinoma mammario compatde il
silenziamento di geni codificanti markers epiteliélecettore per gli

estrogeni, E-caderina, proteine tight junctionsg)eed il guadagno di
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aspetti mesenchimali quali una maggiore aggreasied invasivita e
I'aumento di marcatori, come la vimentifdiery J. P. et al., 20Q0&atz E.

et al., 2011; Mendez M. G. et al., 2010
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Il Partenolide ed il suo derivato dimetilamino-partenolide (DMAPT)

| Sesquiterpeni Lattoni (SL) sono una sottofamigtiai terpenoidi,
composti stabili, incolori, di sapore amaro e camatteristiche lipofile,
estratti dalle Asteraceae(Ghantous A. et al., 20)0 Essi sono stati
ampiamente utilizzati nelle pratiche medicinali digonali per il
trattamento di stati febbrili, emicrania, distudastrici, mal di denti, artrite
reumatoide, irregolarita mestruali ed altri stafiammatori Mathema V.
B. et al., 2012)l SL sono composti a quindici atomi di carbonastttuiti
da 3 unita isopreniche e un gruppo lattonico (uteresciclico). Tutti i
componenti di questa famiglia di composti hatucaltengono un anello
metileney-lattonico fuso incis- o in trans- alla posizione C6-C7 o C8-C7
dello scheletro carbossilico e che rappresentaodkigne attiva della
molecola (Figura 2)&hantous A. et al., 20).0

Questi elementi strutturali reagiscono tramite upg a-metileney-lattoni
con i gruppi nucleofili, i piu reattivi dei qualoso i gruppi tiolici, come i
residui aminoacidici di cisteina presenti nelle tpnoe e nel glutatione
(GSH) intracellulare libero; tali interazioni pantaalla riduzione di attivita
enzimatiche ed interferiscono con il metabolismb @8H e I'equilibrio
redox, essenziale per la sopravvivenza della eel@hantous A. et al.,

2010.
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Figura 2: Struttura chimica delle diverse classi diSesquiterpeni Lattoni e
del Partenolide.

(1a-1b): Isomeri Germacranolidi. (2a-2b): IsomeriudEBsmanolidi. (3):
Eremofilanolide.  (4a-4b): Isomeri  Guaianolidi. (5B}  Isomeri
Pseudoguaianolidi. (6): Ipocretenolide. (7): Isoestanapartolide. (8):
Partenolide Ghantous A. et al., 2010

Il Partenolide (PN) e il principale componente skesquiterpeni lattoni ed e
estratto dall’erba medicinal@anacetum partheniunanche nota come
feverfew. Attualmente € utilizzato per la profilasell’'emicrania ed e
presente in commercio con il nome di Tanacet ptoddalla Ashbury
Biologicals Curry E. A. lll et al., 200% Numerosi studi hanno dimostrato

che il PN possiede attivita antimicrobica, antinfraatoria ed

21



anticancerosa grazie ad un ampio range di segmadicellulari da esso
stimolati Mathema V. B. et al., 2012)

Gli effetti antinfiammatori del PN sono stati cdate all’inibizione della
fosfolipasi A2 Makheja A. N. et al.,, 1982a cui consegue la riduzione
della produzione di prostaglandine a partire daltla arachidonico
(Collier H. O. et al., 198D Inoltre é stato dimostrato che il PN € in grado
di inibire la 5-lipossigenasiSumner H. et al., 1992le forme inducibili
della ciclossigenasiHwang D. et al., 1996e dell’ossido nitrico sintetasi
(Fukuda K. et al, 2000 contribuendo ulteriormente all’effetto
antiflogistico. Il PN svolge la propria attivita tarfiammatoria anche
mediante ['inibizione della secrezione dei mediatpro-inflammatori
(TNF-o e IL-6) indotti dal lipopolisaccaridé&spbota R. et al., 2000

Tra i target molecolari del PN vi e il fattore dascrizione NF-kB che, se
attivato in seguito a diversi stimoli pro-apoptotifTNF-a, farmaci
citotossici, radiazioni ionizzanti stress ossidafilKwok B. H. et al., 2001;
Garcia-Pifieres A. J. et al., 2001modula la risposta inflammatoria,
'immunita innata ed acquisita, la proliferazionk differenziamento, la
sopravvivenza e l'apoptosiu J. T. et al., 2005; Pajak B. et al., 2008)
Tra le subunita che costituiscono il fattore NF+iBsono: c-Rel, Rel-A o
p65, Rel-B, p50 e p54.( X. et al.,2002. NF-kB € mantenuto inattivo nel

citoplasma grazie alle proteine IkBs che maschetansua sequenza di

22



localizzazione nucleare. La fosforilazione di Iké& parte della chinasi
IKK (eterodimero costituito da due subunita caizieé IKKa e IKKB e
dalla subunita regolatrice KK sul dominio citosolico e la sua successiva
ubiquitinazione e degradazione nel proteasomayrdetano l'attivazione

di NF-kB che trasloca nel nucleo e, in seguiteegbime con il promotore di

NF-kB, attiva la trascrizione dei geni da esso alati (Figura 3).

Proteasome

Flgure 1 | Regulation of MF-xB activation, inflammation and apoptosis after TNF
stimulation. Upon THNF binding to its receptor (TNFR1), the IKK compiex (IKK1, IKK2
and MEMO) becomes activated via adaptor proteins, such as TRAF2 and RIBand
mediates phosphorylation, ubiguitination and proteasome-mediated degradation of
the inhibitory protein IkBa. This action liberates the pS0—p&85 MF-«B dimer and
unmasks its nuclear localization site, resulting in NF-xB translocation to the
nuclteus, subsequent transcription of antiapoptotic and inflammatory genes and
repression of JNK activation. These NFxB-dependent signals are "counterbalancing|
the TNFHnduced cleavage of caspases like caspase-8 and the induction of
apoptosis. Abbreviations: FADD, Fas-associated death domain: IKK, kB kinase; kB,
inhibitor of xB; JNK, cJun{N}terminal kinase; NEMO, NFxB essential modulator;
MNFxEB, nuclear factor-«8; P phosphorylation: TAKL, transforming growth factor p
activated kinase 1; TMNFE tumor necrosis factor; THFR1, TNFreceptor 1; TRADD,
TNFreceptor-associated death domain; TRAF2, TMNFreceptor-associated factor 2;
RIR receptor-interacting protein; Ub, ubiguitination.

Luedde T. et al. Nature Reviews Gastroenterologi/r@patology. 8: 108-118.
(2011).Figura 3 della tesi.
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Tra i target trascrizionali di NF-kB vi sono alcufattori antiapoptotici
quali quelli che esprimono il fattore 1 associataexettore per TNk
(TRAF1), TRAF2, le clAP, la manganese superossidmdtasi (MnSOD),
A20, IEX-1L e due proteine anti-apoptotiche appsetei alla famiglia di
Bcl-2: Bfl1/Al e Bcl-xL (Pajak B. et al., 2008 Tra i target di NF-kB vi
sono anche fattori coinvolti nella invasivita cédie come MMP-2 e
MMP-9 e nell’angiogenesi come VEGBKa D. et al., 2007; Shibata A. et
al., 2003.

Il PN € in grado di inibire NF-kB sia in modo di@tinibendo la subunita
Rel-A/p65, sia in modo indiretto inibendo IKK. Lilmizione di NF-kB,
data la sua implicazione nei meccanismi di soprenda cellulare, rende
le cellule suscettibili all'apoptosi e le sensitzia all’azione di farmaci
antitumorali. Alcuni studi suggeriscono che le well normali non
risentono dell'azione tossica del PN perché I'#@ibasale di NF-kB in
gueste cellule € piuttosto bassa o a volte e sthiper il differenziamento
cellulare piuttosto che per 'oncogeneSatkar F. H. et al., 2008

Anche le proteine STATSs (signal transducer andvatdr of transcription)
sono target molecolari del PN. Queste sono fattorirascrizione che
mediano diverse funzioni biologiche come la pro&afgone cellulare,
'apoptosi, il differenziamento, l'inflammazione k& risposta immune

(Meyer T. et al., 2007 Attualmente, nei mammiferi sono state identifca
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7 STATs (STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5a,TAT-5b,

STAT-6). La stimolazione da parte di citochine dtda di crescita

determina la fosforilazione della tirosina seguitdla dimerizzazione e la

successiva regolazione genica mediante legame tadir@t sequenze

consenso presenti sul DNA (Figura 4). Diverse tr@shinasi tra le quali

JAK (Janus Kynase), TYK (Tyrosine Kinase), RTK (Bptor Tyrosine

Kinases) possono fosforilare STAT.

Kay:
. Ligand (UPD)

ﬂ Recaptor (DOME)

@  Phosphorylation

j :I 1 Nuclear pora complex

Fig. 1. The canonical model of
JAK/STAT signalling. Pre-dimerised
complexes of a pathway receptor (grey)
and JAKS {blue} are activated following
ligand (red) binding. Phosphorylation
{purple circles) of the JAKs and the
receptors generate docking sites for the
normally oytosolic STATS that are
recruited to the active complex.
Follawing phosphorylation of the STATS,
STAT dimers form, which translocate to
the nucleus and bind to a palindromic
DA sequence in the promoters of target
genes to activate their transcription. The
names of the pathway components in
Drosophila are provided in brackets in
the key.

Arbouzova N. I. et al. Development. 133 (14): 286%6. (2006)Figura 4 della tesi.

Nelle cellule normali la fosforilazione di STAT eahsiente, mentre in

numerose forme tumorali, quali leucemia, mielomdtiplo (Ferrajoli A.

et al., 200, carcinoma della mammell&lieen-Chen S. M. et al., 2007
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carcinoma della prostateBiomberg J., 2002 tumore del colon retto
(Corvinus F. M. et al., 2005 carcinoma epatocellular€&rlisi D. et al.,
2011), le proteine STATs (in particolare STAT3) sonagmentemente
fosforilate. Cio pu0 essere dovuto sia alla de@gohe degli effettori
positivi della fosforilazione di questi fattori ttescrizione (JAK, TYK) che
all'inibizione dei regolatori negativi [soppressodel segnale delle
citochine (SOCS), proteine inibitrici di STAT atito (PIAS), fosfatasi]
(Bromberg J., 2002

E’ stato ipotizzato che il PN possa agire mediamteffetto inibitorio delle
proteine JAK; l'inibizione di tali chinasi impediscla fosforilazione di
STAT-3 a livello della tirosina 705, prevenendo myli la sua
dimerizzazione e la traslocazione al nucl8olfota R. et al., 2000

Nel laboratorio dove ho sviluppato la mia tesitatasdimostrato che il PN,
attraverso l'inibizione della via di segnalazion®KISTAT, induce un
incremento dell’espressione dei recettori di mantére linee cellulari di
epatocarcinoma umano, HepG2, Hep3B e SK-Hepl relodencosi
sensibili alla morte per apoptosi indotta da TRAdenza manifestare alcun
effetto tossico in epatociti umani in coltu@atlisi D. et al., 2011

In altri sistemi tumorali, I'azione selettiva delNP rispetto a cellule
normali, sembra associata alla sua capacita diriaduaorte per apoptosi

attraverso induzione di stress ossidatiMaihema V. B. et al., 201L2F’
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noto che molti farmaci antitumorali sono induttaléll’apoptosi poiché
alterano I'equilibrio redox, riducendo il contenutdi gruppi tiolici
intracellulari mediante espulsione o ridistribuzione del GSH oeHalare
(Ghibelli I. et al., 199h Generalmente le cellule tumorali presentano un
piu alto grado di stress ossidativo rispetto afitute normali Mathema V.

B. et al., 2012 Quindi una strategia antitumorale potrebbe esser
indirizzata all'induzione di ulteriore stress o aallsoppressione dei
meccanismi anti-ossidanti naturali di cui la cellgbde, in maniera tale da
sensibilizzare le cellule tumorali alla morte asadi uno stress ossidativo
eccessivo, mentre le cellule normali circostantlatandosi, possono
continuare a mantenere I'omeostasi dello statoxeedo squilibrio nello
stato redox intracellulare innesca una serie dngwhe portano alla morte
cellulare per apoptosi ed alterazione della furziomntocondriale Ghibelli

l. et al.,, 199%. E’ stato dimostrato che il PN induce incremedidROS
nelle cellule di carcinoma prostatico (PC3), atida la NADPH ossidasi,
che determina una cascata di reazioni che coinvbfghway di P3K/Akt

e FOXO3a, portando alla down-regulation degli emzantiossidanti
manganese superossido dismutasi e della cat&lani Y. S. et al., 2010
Nei laboratori dove ho sviluppato questa tesi éostiamostrato che il PN
stimola un particolare meccanismo di morte caspagbendente in cellule

di osteosarcoma umano MG63 e in cellule di melan@KaMEL-28
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(D’Anneo A. et al., 2012 In particolare € stato dimostrato che in queste
linee cellulari il PN determina un incremento ngll@duzione di ROS, a
causa dell’attivazione della NADPH ossidasi e delenasi ERK1/2. I
composto causa, inoltre, una diminuzione nel caritedi gruppi tiolici e
di glutatione, l'inibizione di NF-kB, I'attivaziondi JNK. L'aumento della
produzione dei ROS insieme allaccumulo di?Cael mitocondrio,
favorisce la dissipazione del potenziale di meméramtocondriale, con
conseguente fuoriuscita di AlIF e sua traslocaziorsede nucleare.

I PN e in grado di attivare la c-Jun N-terminalnKse (JNK). Questa
chinasi, una volta attivata, mediante fosforilaei@u residui di treonina e
tirosina, trasloca al nucleo e fosforila fattori tdascrizione come c-Jun.
JNK é attivata in risposta allo stress cellulare& edinvolta nell’attivazione
dell’apoptosi. L’attivazione di JNK da parte del PNO avvenire in modo
diretto (interagendo con ess@h@ng S. et al., 2004ppure puo dipendere
dall'inibizione di NF-kB o dalla produzione di speceattive dell’'ossigeno
(Varfolomeev E. E. et al., 20p4

Le proprieta antitumorali del PN sono anche stttéaite al suo ruolo di
modulatore del codice epigenetico. | meccanismigametici sono
frequentemente alterati nelle cellule cancerosdcenatumori mostrano
modifiche aberranti degli istoni, esprimono elevatelli di attivita della

deacetilasi istonica 1 (HDAC1) e sono molto piusseifi allazione degli
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inibitori delle deacetilasi istoniche rispetto atlellule normali Ghantous
A. et al., 201 Il PN riduce in modo specifico I'espressionelagroteina
HDAC1 determinandone la degradazione mediata date@soma, senza
inibire I'azione delle HDACs di classe I/IGppal Y. N. et al., 200711 PN,
ad esempio, attraverso questa inibizione, promiewascrizione del gene
p21, un inibitore del complesso chinasi ciclinoafigente, determinando
I'arresto del ciclo cellulare@hantous A. et al., 20J0E’ stato anche
evidenziato che il ruolo del PN, come rimodellatded codice epigenetico,
si espleta anche sulla metilazione del DNA. Diveisi di tumore hanno
elevati livelli di DNA metil trasferasi DNMT1 e DNWBb. Questo
determina ipermetilazione delle isole CpG dei prtomali alcuni geni che
codificano per tumor suppressors determinando um $denziamento in
alcune forme tumorali Ghantous A. et al, 20)0 Il PN induce
ipometilazione del DNAIn vitro ed in vivo inibendo in modo specifico
l'attivita di DNMT1 grazie al legame covalente tilasuo gruppoo-
metileney-lattone e la cys1226 del gruppo tiolico funzionatesto nel sito
catalitico dell’enzimal(iu Z. et al., 2009Ghantous A. et al., 20).0

Grazie ai numerosi processi mediante i quali effeta sua azione anti-
cancro (Figura 5), il PN possiede un ampio speitrattivita in cellule: di
mieloma multiplo Suvannasankha A. et al., 200&ucemiche Zunino S.

J. et al., 200y, di cancro alla prostat&i(Q J. W. et al. 2010 al colon retto
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(Zhang S. et al., 2004al seno Nakshatri H. et al., 2004 al pancreas
(Kawasaki B. T. et al., 2009esso € invece inefficace in cellule normali

(Guzman M. L. et al., 2005
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Mathema V. B. et al. Inflammation. 35: 560-565.120Figura 5 della tesi.

In virtu della bassa citotossicita sulle cellulemali il PN sembra essere
un agente ideale per la terapia antitumorale aedgpmo futuro.
Di contro, I'attivita del PN usato come singolo aggein vivo € modesta.

Sweeney e collaboratori hanno dimostrato che in atiodrtotopici di
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carcinoma mammario, il PN non induce riduzioni isteamente
significative della crescita tumorale ma riducenietastasi polmonari ed
aumenta la sensibilita al docetax@Meeney C. J. et al., 2005

Nonostante il PN abbia dimostrato effetti promdttenvitro, I'impiego di
guesto composto naturale come agente terapeutfootegnente limitato
dalla sua scarsa solubilit€rry E. A. lll et al., 2004 Pertanto, Guzman
ed i suoi collaboratori hanno preparato il dimethaino-partenolide
(DMAPT) facendo reagire il PN con la dimetilammimgjindi il composto
prodotto e stato convertito nel suo sale fumard&mufa 6) che ha
dimostrato una solubilita in acqua 1000 volte sigoer al PN, una

maggiore biodisponibilita ed una minore tossicita.

1) 1° or 2@ Amine

Wl S TH

) Fumaric Acsd
Déetnyl Ether

Fegome & 5ynithesis of aminespa rihe neelide amalogs

Neelakantan S. et al. BioorgarSc Medicinal Chemistry Letterd9 (15): 4346-
4349. (2009)Figura 6 della tesi.

Il DMAPT cosi come il PN e capace di determinarenimdo efficace morte
delle cellule staminali e progenitrici di leucemmaeloide acuta (AML)

umana senza esercitare alcun effetto sulle cedltdminali e progenitrici
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ematopoieticheGuzman M. L. et al., 2007; Neelakantan S. et &IQ9
Gli stessi ricercatori hanno anche effettuato stadnacologici che hanno
dimostrato che nei topi una dose di DMAPT di 100kggsomministrata
per via orale raggiunge una concentrazione massin2b uM ed una
emivita di 0,63 ore nel siero. La biodisponibilitéale comparata con quella
endovenosa e di circa il 70%. Queste carattersstickppresentano un
significativo miglioramento del composto rispettoRIN che dimostrava
una concentrazione massima nel siero di 200 nM ase di
somministrazione di 40 mg/kg, che rappresenta & aoassima ottenibile
data la scarsa solubilita del PN. Negli studi distoologia, inoltre, € stato
dimostrato che la somministrazione giornaliera@ ing/kg di DMAPT ai
topi per 10 giorni consecutivi € ben tollerata inagto non e stata
riscontrata alcuna tossicita acuta evidente o camménti nei parametri
ematologici Guzman M. L. et al., 2007

E stato dimostrato che il DMAPTh vitro determina morte cellulare
attraverso la produzione di ROS e linibizione dF-KB in cellule di
cancro della prostata, del polmone e della vesg@&t@mnmugam R. et al.,
2010; Shanmugam R. et al., 2011

L’efficacia del DMAPT é stata dimostrata ancime vivo in modelli di
xenograft di cellule di carcinoma prostatico an@migndipendente in cui

determina la riduzione dei volumi tumorali rispetb controllo. Inoltre,
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come agente singolo, mostra una maggiore attivit&ivo rispetto alla

bicalutamide (un anti-androgeno) e al docetaxel,agente citotossico
(Shanmugam R. et al., 2010)

Anche in modelli murini di cancro del polmone eldefescica il DMAPT e

in grado di indurre riduzione della crescita tunh@mrd inibisce il processo
metastaticolShanmugam R. et al., 2010hfine, e stato dimostrato che,
sempre in modelli murini di tumore al polmone, IMBPT incrementa

significativamente il ritardo nella crescita tumerandotta dai raggi X,

indicando che la morte cellulare indotta dalle aawtini € fortemente

incrementata dal DMAPTHstabrook N. C. et al., 2011
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Obiettivi della tesi

Nel Laboratorio di Biochimica del Dipartimento di idnedicina
Sperimentale e Neuroscienze Cliniche (oggi STEBIC#H Universita di
Palermo, dove ho sviluppato tale progetto di riaeta tempo si studiano |
meccanismi di morte indotti da diversi composti,piegando come
modello sperimentale cellule tumorali umane inw®alt Gli studi riportati
in questa tesi sono stati condotti in cellule MDARRB1, una linea di
adenocarcinoma mammario umano, capace di indumertl in topi
immunodepressi. Questa linea cellulare e la pidiata come modello
sperimentale delle forme di carcinoma mammariddrpegativo prive dei
recettori degli estrogeni, del progesterone e dRKEeu. Queste forme
tumorali sono particolarmente aggressive, non nidpao ai trattamenti
con agenti endocrini o al trastuzumab e attualmdéntero trattamento
prevede la combinazione di terapie chirurgiche,iotadapeutiche e
chemioterapeuticher@gata H. et al., 20)1La chemioterapia standard con
antracicline, taxani e agenti del platino determina alto tasso
d’'insorgenza di resistenza nei confronti di questdecole Yagata H. et
al., 2011;Liedtke C. et al., 2008; Dent R. et al., 2007; Paayd. et al.,

2013. Pertanto, oggi la ricerca scientifica € rivodtdiindividuazione di
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nuovi composti che risultino efficaci per il trattanto di queste forme
altamente invasive.

Recentemente, studi condotti in questi laboratafiescellule MDA-
MB231, in vitro, hanno dimostrato che il Partenolide induce morte
stimolando stress ossidativo e autofag@A(neo A. et al., 2033 Questi
studi hanno analizzato le espressioni molecolari pdhways coinvolti
negli eventi necrotici e autofagici.

In particolare, e stato osservato che il PN inddeeremento della vitalita
cellulare in modo dose e tempo dipendente. L’'affetbn € contrastato
dallaggiunta di z—VAD-fmk, un inibitore generaleeltt caspasi, le
principali proteasi coinvolte nell’induzione di guosi.

| risultati indicano che nelle prime ore di tratemo (1 - 3 h) il PN induce
una marcata produzione di specie reattive delfessi (ROS), dipendente
dall’attivazione della NADPH ossidasi (NOX). Quesiima sembra essere
correlata con I'aumento di €acitosolico e I'attivazione di ERK1/2 e di
RIP-1, indotti dal PN.

La produzione di ROS a sua volta determina dephezoh gruppi tiolici e
glutatione, attivazione di c-Jun N - terminal kieadNK) e un marcato
decremento dell'attivita di legame al DNA di p65ncta conseguente
riduzione di attivita di NF-kB. Durante questa pairfase il PN stimola |l

processo autofagico, come suggerito dalla aumentsfaessione di
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beclina-1, dalla conversione di LC3-I (microtubalesociated protein light
chain 3-)in LC3-Il e dallaumento del numero di cellule po® alla
monodansilcadaverina.

In una seconda fase di trattamento (5 — 20 h) iliice produzione di
ROS, legata principalmente a dissipazione del podén di membrana
mitocondriale. Come conseguenza della compromissmitocondriale gli
eventi necrotici diventano predominanti come suiggetall’aumento del
numero di cellule positive alla colorazione conummdi propidio D'Anneo

A. et al., 2013(Figura 7).

Depletion of GSH Dissipation
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l Ca? /,.' /’f
ERK1/2 ~-> NOX —> % - "TVK
[ T T SP600125
U0126 —|MEK1/2 Apocynin NAC
v
NFkB

Metalloproteinases

Figura 7. Meccanismo d'azione del Partenolide in ¢lele MDA-MB231 in
coltura (D'Anneo A. et al.Cell Death and Disease. 4, doi: 10.1038/cddis.2013.
415. 2013.
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Sulla base di queste osservazioni, I'obiettivo mé studio e stato quello
di valutare I'efficacia del PNh vivoin xenografts di cellule MDA-MB231

inoculate in topi nudi in sede ortotopidauttavia, in considerazione della
scarsa solubilita del PN, lo studio vivo & stato condotto impiegando il
dimetilamino-partenolide (DMAPT), un analogo del Bbtato di maggiore

solubilita e biodisponibilita.

Gli esperimentin vivo sono stati condotti presso I'lstituto Zooprofiledt

Sperimentale della Sicilia “A. Mirri”.
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MATERIALI E METODI

38



Condizioni di coltura delle cellule MDA-MB231

Le MDA-MB231 sono state ottenute dall’lstituto Sdiéco Tumori
(Genova, ltalia) e sono coltivate in fiasche dacith in presenza di terreno
di coltura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEMaddizionato con
siero bovino fetale (FBS) al 10% inattivato al cald¢56°C per 30 min),
amminoacidi non essenziali (NEA) all’1%, glutammaM e antibiotico
anti-micotico (1%) (miscela di penicillina-streptmmna e amfotericina b
0.5%). Le cellule vengono mantenute in incubatdte emperatura di
37°C in atmosfera umidificata costituita dal 95%adn e dal 5% di CO
Le cellule MDA-MB231 sono unpopolazione cellulare molto eterogenea,
che cresce adesa alle fiasche disponendosi in nratws

Per studiare gli effetti dei composti, le cellulens state staccate dal
substrato utilizzando una soluzione di tripsina-BOZ.5 mg/ml di tripsina
e 1 mg/ml di EDTA) e seminate in piastre da 6 ptiz¢2 x 17 cellule/2
ml di terreno di coltura) o da 96 pozzetti (8 X &@lule/200ul di terreno di
coltura in ognipozzetto). Le cellule sono state quindi poste aquibatore a
37°Covernightper favorirne I'adesione al supporto ed in segs@oo state
trattate con i composti. Per ogni esperimento sstate condotte delle
prove controllo, in cui le cellule sono state inatédbin presenza del solo

veicolo in cui sono stati solubilizzati i compossiaminati.
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Le cellule destinate all’inoculazione nei topi sostate staccate dal
substrato utilizzando una soluzione di tripsina-BOZ.5 mg/ml di tripsina
e 1 mg/ml di EDTA) e sono state lavate due volte B8S (Phosphate-
Buffered Saline) mediante centrifugazione e risesp®m PBS (2 x 10
cellule in 200ul di PBS). Il numero e la vitalita cellulare sontats
determinati colorando un piccolo volume di sospamsicellulare con 0.2%
di Trypan blu e mediante I'utilizzo di un emocitamee Controlli di qualita
microbiologici hanno dimostrato I'assenza di battericoplasmi e miceti

nelle cellule utilizzate.

Composti chimici utilizzati

I PN e stato preparato in dimetilsulfossido (DMS®)il DMAPT in

etanolo al 50%; entrambi sono stati diluiti in &M di coltura alla
concentrazione finale gM, 8 uM, 12 uM, 18 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM,

100 uM. La concentrazione finale di DMSO impiegata nomai stata
superiore allo 0.04%, concentrazione oltre la qualEMSO puo risultare
tossico per le cellule. La soluzione di N-Acetiteina (NAC) e stata
preparata direttamente in terreno di coltura atbacentrazione 0.2 M,
successivamente filtrata per garantire condiziosietilita e impiegata alla

concentrazione 2 mM.
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Vitalita cellulare: test MTT

La vitalita cellulare € stata accertata mediantgadgio colorimetrico che
impiega il colorante di tetrazolio MTT. Quest'ultimviene ridotto dalle
deidrogenasi mitocondriali in formazano (Figuraw),composto di colore
blu-violetto la cui concentrazione risulta direttamente proporziondle a

numero di cellule vive ed misurabile spettrofotometricamente.
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Figura 8. Riduzione dellMTT in formazano
(http://www.biotek.com/resources/articles/quontifioa-cell-viability-epoch.html

Per questi esperimenti le cellule (8 x®X®llule/pozzetto) sono state
seminate in piastre a 96 pozzetti in 200di DMEM e trattate con PN o
DMAPT. Infine, sono stati aggiunti 20 di soluzione di MTT (11 mg/ml

di PBS) e l'incubazione € stata protratta per 2ltne
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In seqguito la piastra e stata centrifugata a 12feg 5 min; e stato
allontanato il terreno e sono stati aggiunti 10@i tampone di lisi (20%
sodio dodecil solfato 50% in N, N-dimetilformamm)jdé'assorbanza del
formazano e stata misurata con un lettore di miaste (OPSYS MR,
Dynex Technologies, Chantilly, VA) a 540 nm con lumaghezza d'onda di

riferimento di 630 nm.

Misura dei ROS intracellulari

La produzione di specie reattive dell'ossigeno (RO& parte delle cellule
trattate con diversi composti €& stata misurata dsan2’,7’-
diclorodiidrofluorescinadiacetato (BCFDA, Molecular Probes, Eugene,
OR), una sonda non fluorescente che entra dentcellaa in virtu delle
proprie caratteristiche lipofiliche, conferitele idayruppi acetilici.
H,DCFDA viene metabolizzato dalle esterasi cellul@ie rimuovono
gruppi acetato) in DCFA che in presenza di speeidicaliche viene
ossidato in una molecola (DCF) fluorescente rildeabmediante
citofluorimetria, 1 cui picchi d’eccitazione ed eBione sono
rispettivamente a 480 nm e 525 nm. Cellule semimatea piastra da 6
pozzetti sono state trattate con DMAPT (M. Successivamente sono state

rimosse mediante tripsina dal supporto cui erares@dlavate con buffer
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Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)/Ca/Mg (NaCl3T. M, KCI 5.4
mM, NaHPQO, 0.34 mM, KHPGO, 0.44 mM, CaCGl 1.3 mM, MgSQ 0.41
mM, MgCl, 0.49 mM, NaHCg4.2 mM, D-Glucosio 5.56 mM, pH 7.3) ed
incubate con 100 pl diJ@CFDA 50 uM a 37°C per 30 min.

A seguito dell'incubazione, dopo centrifugazionqlg per 5 min), le
cellule sono state risospese in HBSS ed analizzaleperando un
citofluorimetro FACScan (Beckman Coutler Epics »dg i dati sono stati
elaborati adoperando il software Expo2. La procadarstata applicata

anche a cellule controllo.

Preparazione degli estratti cellulari e separazionemediante SDS-

PAGE

Per preparare gli estratti cellulari le cellule s@tate seminate su piastre da
6 pozzetti (2 x 10cellule/2 ml di terreno di coltura). Dopo il trattanto
con i composti, le cellule sono state lavate in P&&8ccate dalla piastra
adoperando una soluzione di Tripsina-EDTA (2.5 nhgdimtripsina e 1
mg/ml di EDTA), prelevate e centrifugate a 120 gr g0 min.
Successivamente sono state lisate in RIPA buffg® (1/10° cellule), ed
incubate in ghiaccio per 30 min. Il RIPA €& un tam@odissociante

costituito da NP-40 all'1%, sodio deossicolato @l6% e SDS allo 0.1%.
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Prima di effettuare la lisi cellulare al RIPA buffe stata aggiunta una
miscela di inibitori delle proteasi, per evitarediegradazione delle proteine
(aprotinina 25ug/ml, PMSF 1 mM, sodio ortovanadato 10 mM, fluordro
sodio 10 mM, leupeptina 2bg/ml e pirofosfato di sodio 0.2 mM). La
completa lisi cellulare é stata quindi ottenuta i@etk sonicazione (tre
cicli di 10 sec, con intervalli di 5 sec) adoperanah’intensita di 10 REV
(Soniprep 150). Successivamente e stato dosatmntecuto proteico
tramite il metodo di Lowry e sono stati preparatinpioni contenenti 60 pg
di proteine da sottoporre ad elettroforesi SDS-pagampioni sono stati
quindi trattati con sample buffer 2X (Tris-HCI 50migtmercaptoetanolo
100 mM, SDS al 2%, blu di bromofenolo allo 0.1%cefolo al 10%, pH
finale 6.8) secondo un rapporto di 1:1. Le proteoro state denaturate per
5 min a 90°C, ed i campioni sono stati caricati pezzetti di un gel di
poliacrilamide al 10%, accanto ad uno standarditadst da proteine di
peso molecolare noto. Infine e stata effettuata cmsa elettroforetica

verticale a 150 V per circa 2 h.
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Western blotting

Terminato lo scorrimento elettroforetico, le prageisono state trasferite su
un filtro di nitrocellulosa mediantelettroblotting (20 V overnigh), in
presenza di transfer buffer (glicina 39 mM, Tris®al8 mM, SDS allo
0.037%, metanolo al 20%). Per controllare l'avventrasferimento e
I'uniformita della quantita di proteine caricatei pezzetti, il filtro e stato
colorato con rosso Ponceau, un colorante che legargibilmente le
proteine. Dopo avere effettuato una serie di lavagg TBST (Tris-HCI
20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.005%, ph 7.5), éastagiunta al filtro
una soluzione dblocking (latte al 1% in TBST), in modo da schermare il
filtro e ridurre i legami aspecifici tra le proteinpresenti nel filtro e
I'anticorpo da impiegare nella successiva fasdeadection E stata quindi
aggiunta una soluzione contenente I'anticorpo primngpecifico (1ug/mi

di TBST) ed il filtro e stato mantenuto in incub@azeovernight

Gli anticorpi primari adoperati per identificareJpK, p65 e vimentina
sono stati sono stati forniti da Santa Cruz Biotedbgy Dopo
I'incubazione, il filtro e stato sottoposto a tewrhggi in TBST di 10 minuti
ciascuno, ed é stato incubato per 1 h in TBST camie |'anticorpo
secondario (diluizione 1:3000) coniugato con lafdtasi alcalina (Santa

Cruz Biotechnology, CA, USA). Le bande sono staidenziate mediante
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I'aggiunta dei substrati della fosfatasi alcali®CIP o 5-bromo-4-cloro-
indolil fosfato (16.5ul) e NBT o nitroblue di tetrazolio (38l) in 5 ml di
AP buffer, costituito da Tris-HCI 100 mM, MgCb mM, pH 8.9. La
fosfatasi agisce sui substrati causando la formazeb colore blue-viola in
corrispondenza della banda in cui e localizzafadéeina bersaglio.
L’omogeneita del contenuto proteico delle singalevp € stata accertata

mediante immunoblotting per l'actina.

Saggio di migrazione cellulare — Scratch wound healg assay

Il wound healing € un test sviluppato per la vaigae in vitro della
capacita di migrazione e proliferazione cellulare.

Le cellule MDA-MB231 (2 x 18cellule/pozzetto) sono state seminate in
piastre a 6 pozzetti. Raggiunto il 100% di conflzeene stato creato un
graffio sul monostrato cellulare raschiandolo can puntale di pipetta
sterile. Il monostrato cellulare e stato dunquatawxon PBS per rimuovere
le cellule galleggianti ed e stato aggiunto terraddizionato con DMAPT
25 uM. Nelle prove controllo le cellule sono state ibate in presenza del
solo terreno di coltura.

Le immagini (5/campo) della superficie graffiatanscstate acquisite (con

ingrandimento 100x) usando un microscopio Leica DMBtato di
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fotocamera digitale DC300F subito dopo aver efégtido scratch e dopo
4, 8 e 16 h di incubazione con DMAPT. Le immagi®l dnonostrato

trattato con DMAPT sono state confrontate con guelél monostrato
controllo per valutare gli effetti del DMAPT sultapacita delle cellule di
ripopolare I'area mancante di cellule e la percaletaell’area di chiusura e

stata calcolata mediante l'utilizzo del softwareagiaJ.

Animali utilizzati per gli esperimenti in vivo

Topi atimici nudi (Fox1 nu/nu) femmine di quattrettsmane di eta sono
stati ottenuti da Harlan (Udine, Italia). Gli animsono stati stabulati in
condizioni esenti da organismi patogeni. Prima wbigere le attivita
sperimentali € stata data agli animali una settanah tempo per
I'acclimatamento. Questo ha permesso loro di re@upelo stress del
trasporto e di riconoscere il huovo ambiente corsue caratteristiche e
variabilitd. Gli animali sono stati alloggiati inruppi di massimo 3 per
gabbia e cibo ed acqua sono stati foratilibitum in un ciclo luce/buio di
12 ore. Gli animali da laboratorio sono stati &faitin conformita con le
linee guida nazionali e internazionali attualidécreto legislativo italiano
116/92 e la Direttiva della Comunita Europea 86/6EE), in conformita

alla autorizzazione da parte del Ministero dellauteataliano.
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Prove di tumorigenicita in vivo

Circa 2 x 16 cellule (200ul di sospensione cellulare in PBS) sono state
iniettate nel pannicolo adiposo mammario di 5 tapilizzando un ago
calibro 25. In altri 5 topi sono state iniettatex 20° cellule risospese in
PBS e matrigel (BD Biosciences) in rapporto 1:10(g0di sospensione).
Solo matrigel € stato iniettato nei 5 topi del grapdi controllo. Il peso
corporeo degli animali e stato misurato tre volsetimana. Le dimensioni
dei tumori indotti sono state determinate tuttiargi mediante misurazione
con il calibro ed i volumi calcolati con la formula = lunghezza x
(larghezzd) 2.

| topi sono stati sacrificati quando il peso detlnlo tumorale ha raggiunto
il 10% del peso corporeo normale dell’animale, aarglo sono state
riscontrate ulcere tumorali o altre condizioni dinfmilita, in conformita con
le linee guida istituzionali che sono in conformitzn le regolamentazioni
nazionali (DL 116 GU, Suppl. 40. 18 febbraio, 19%2) internazionali
(ECC direttiva del Consiglio 86/609, GU L358.1, diz 1987). Alla fine

dell'esperimento, i topi sono stati sacrificati @mtesso di CO

Questo studio e stato autorizzato dal Ministeréadghlute italiano.
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Prove di efficacia antitumorale del DMAPT

Sospensioni di 2 x £ai cellule MDA-MB231 in 20Qul di PBS sono state
inoculate nel pannicolo adiposo mammario dei tajdizaando un ago
calibro 25. Quando i tumori sono diventati palpiahiltopi sono stati
suddivisi in due gruppi di 10 animali ciascuno,triligiendo equamente i
volumi dei tumori tra i due gruppi. Un gruppo dipioé stato trattato
giornalmente con 50 mg/kg DMAPT (Biomol - Enzo Lifgcience),
preparato in una soluzione al 50% di etanolo invaotume di 100y,
somministrata mediante sonda gastrica (gavageur@i§). Il gruppo di
controllo ha ricevuto ogni giorno soltanto il veimosomministrato
mediante sonda gastrica.

Il peso corporeo degli animali € stato misuratovinéie a settimana. Le
dimensioni dei noduli tumorali sono state determ@nautti i giorni
mediante misurazione con il calibro ed i volumiccédti con la formula

v = lunghezza x (larghezZAp.
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Figura 9. Gavage
(http://pics6.this-pic.com/key/gavage%20rat)

| topi sono stati sacrificati quando il peso detlnlo tumorale ha raggiunto
il 10% del peso corporeo normale dell’animale, aarglo sono state
riscontrate ulcere tumorali o altre condizioni ddnmilita, in conformita con

le linee guida istituzionali che sono in conformit@n le regolamentazioni
nazionali (DL 116 GU, Suppl. 40. 18 febbraio, 19%2) internazionali
(ECC direttiva del Consiglio 86/609, GU L358.1, diz 1987). Alla fine

dell'esperimento, i topi sono stati sacrificati @mtesso di CO

Questo studio e stato autorizzato dal Ministeréadghlute italiano.

50



Istologia - Colorazione ematossilina - eosina

Dai preparati di tessuto fissato in formalina eduso in paraffina si sono
ottenute sezioni dello spessore duh che sono state fissate su appositi
vetrini porta-oggetto trattati con silano (3-amnprapil-trieossi-silano)
onde evitare il distacco durante la colorazione.

| preparati cosi ottenuti sono stati asciugati naoge in stufa a 37°C. Si é
dunque proceduto alla eliminazione della paraffi(gparaffinatura)
mediante trattamento con il solvente xilolo pem2i®. Successivamente il
solvente e stato eliminato con I'etanolo facendocqeere ai vetrini la
serie discendente degli alcoli (100°, 95°, 75° &).5Dopo un lavaggio in
acqua distillata, i vetrini sono stati colorati cbamatossilina di Harris,
immergendoli nel colorante per circa 12 min. Si r@spguito con un
lavaggio in acqua di fonte per 5 min, per elimindu@lorante in eccesso,
un lavaggio con acqua distillata ed infine alcuecandi in HCI 1% per
farne virare la tonalita verso il viola. Dopo avigretuto i lavaggi in acqua
di fonte ed in acqua distillata, si € proceduto tawolorazione mediante
eosina per circa 40 sec. A guesto e seguito la sslendente degli alcoli
(50°, 75°, 95° e 100°) e la chiarificazione in JloDopo quest’ultima fase
I vetrini sono stati montati in balsamo sinteti&dJKITT, Kartell).

Per studiare le metastasi polmonari, da ciascum@u sono state ottenute
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tre sezioni. Queste sono state esaminate con iignanto 50x e le sezioni
dei polmoni degli animali trattati con DMAPT sontate confrontate con
sezioni ottenute dai polmoni dei topi controlloatéa relativa di metastasi
e stata analizzata mediante l'utilizzo del softwal&-Elements (Nikon

Instruments).

Immunoistochimica

Dai preparati di tessuto fissato in formalina ecluso in paraffina si sono
ottenute sezioni dello spessore du#h che sono state fissate su appositi
vetrini porta-oggetto trattati con silano onde &netil distacco durante la
procedura immunoistochimica. | preparati cosi attesono stati asciugati
una notte in stufa a 37°C. Si e dunque procedul®m sparaffinatura
mediante trattamento con il solvente xilolo pem2i@. Successivamente il
solvente e stato eliminato con I'etanolo facendoc@eere ai vetrini la
serie discendente degli alcoli (100°, 95°, 73508). Dopo un lavaggio in
acqua distillata, i vetrini sono stati riscaldatisoluzione di citrato di sodio
(pH 6.0) a 96°C per 20 min per il recupero dellgane. E stato effettuato
un lavaggio in acqua distillata ed € stata bloctatéivita perossidasica

endogena con perossido di idrogeno al 3% in metapet 30 min. Dopo

aver effettuato 3 lavaggi in PBS, i vetrini sonatistrattati con 1% di
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sieroalbumina bovina (BSA) in PBS per 30 min. lgwt®, i vetrini sono
stati posti ad incubare per una notte a 4°C ingmzs di BSA 0.1% con
uno dei seguenti anticorpi: anticorpo monoclonalarino anti-p-JNK
(1:50), monoclonale murino anti-NF-kB (p65) (1:5Q)pliclonale di
coniglio anti-MMP-2 (1:50), monoclonale murino aMMP-9 (1:50),
monoclonale murino anti-VEGF (1:50), monoclonalerimu anti-antigene
nucleare umano (1:20). Tutti questi anticorpi satati forniti da Santa
Cruz Biotechnology, ad eccezione dell’anticorpo-atiGF fornito dalla
R&D Systems e dell’anticorpo anti-antigene nucldaraito dalla Lifespan
Biosciences.

Dopo aver effettuato 3 lavaggi in PBS, le seziamcsstate incubate per 30
min con l'anticorpo secondario biotinilato anti-nsey anti-rabbit e anti-
goat (DAKO). Le sezioni sono state lavate con PBSneubate con la
streptavidina coniugata con perossidasi per 1dyitedal cromogeno 3-3'
tetrahydrochloride diamminobenzidine per 1 min, entrastate con
ematossilina di Mayer. L'immunoreattivita di questnticorpi e stata
accertata mediante il metodo streptavidina-bioflcf8AB; Dako) secondo
le istruzioni del produttore. Dopo aver effettuaito lavaggio in acqua di
fonte ed i risciacqui in acqua distillata, i vetrsono stati immersi in una
serie ascendente degli alcoli (50°, 75°, 95° e @0Chiarificati in xilolo.

Dopo quest'ultima fase i vetrini sono stati montatibalsamo sintetico
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(EUKITT, Kartell).

Tutte le sezioni immunocolorate sono state anakzza&on un
ingrandimento 400x (5 campi) con un microscopiaotteica DMLB. Le
immagini digitali sono state analizzate mediantgrdgramma ImageJ per
valutare la percentuale di area positiva agli anpicutilizzati nelle analisi

di immunoistochimica\(rekoussis T. et al., 209
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RISULTATI
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Effetti citotossici del Partenolide e del DMAPT incellule MDA-MB231

in coltura

Studi precedentemente condotti presso il labo@tdirBiochimica dove ho
sviluppato questa tesi, hanno dimostrato che itelRalide induce marcati
effetti citotossici in cellule MDA-MB231 attraversan meccanismo che
risulta indipendente dall'attivazione delle caspasicorrelato con la
produzione di specie reattive dell’'ossigeBdnneo A. et al., 2013

Su questa base di conoscenze, sono state condoitee aanalisi per
valutare se il DMAPT avesse effetti simili al PNllsucellule MDA-
MB231 in coltura.

E’ stato inizialmente valutato I'effetto esercitatal DMAPT sulla vitalita
cellulare, confrontandolo con l'effetto esercitdtd PN.

La vitalita cellulare é stata valutata mediantsaitjgio colorimetrico dello
MTT che misura I'attivita delle deidrogenasi mitoduiali.

Le cellule MDA-MB231, seminate come riportato in teliaali e Metodi,
sono state trattate con diverse concentrazionO(uM) sia di PN che di
DMAPT per 16 h. Come si puo notare nella FiguraAlLQl trattamento
delle cellule con concentrazioni crescenti dei damposti determina un
decremento della vitalita cellulare dose-dipendenbe particolare,

impiegando la concentrazione di gM si determina una riduzione della
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vitalita del 70% con il DMAPT e del 64% con il PNQuesti dati
preliminari suggeriscono che i due sesquiterpetioda esercitano un
effetto citotossico simile.

Lo studio della vitalita cellulare, valutata a disietempi di trattamento,
impiegando la concentrazione 28V sia di PN che di DMAPT, ha
dimostrato che l'effetto € tempo-dipendente (Figl€aB). Dopo 4 h di
incubazione i composti non sembrano modificareifalita delle cellule
MDA-MB231 rispetto al controllo trattato con il soVeicolo. Dopo 8 h la
vitalita cellulare inizia a decrementare riducenda®gressivamente nel
tempo fino a raggiungere, dopo 16 h, il 36% coRN ed il 30% con il

DMAPT.
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Figura 10. Effetti citotossici esercitati dal Parteolide e dal DMAPT sulla
vitalita cellulare.

A) Dose dipendenza dell’effetto esercitato da Pelide e dal DMAPT a 16 h
di trattamento. B) Tempo dipendenza dell’effettplieato dal Partenolide 25
uM e dal DMAPT 25uM. La vitalita cellulare é stata valutata mediaséggio
colorimetrico MTT come descritto nei Materiali e tddi. Il controllo e
rappresentato dalle cellule trattate nelle stesswlizioni con il solo veicolo.
Sull'asse delle x sono riportate, in (A), le diveioncentrazioni del composto,
mentre in (B) sono indicate le differenti ore dittamento; I'asse delle y indica

il numero di cellule vitali. | risultati riportatn (A) e (B) sono rappresentativi di
tre esperimenti indipendenti.
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I DMAPT determina produzione di specie reattive dd#’ossigeno

(ROS) in cellule MDA-MB231 in coltura

Precedenti studi condotti in cellule MDA-MB231 imolwra hanno
dimostrato che il Partenolide stimola, gia dallengr ore di trattamento
(1-3 h), la produzione di specie reattive dellgesb (ROS). Cio si
accompagna a deplezione di gruppi tiolici e glotadi attivazione di c-Jun
N-terminal kinase (JNK) e down-regulation del fattowucleare kB (NF-
kB). Prolungando il tempo di trattamento (5-20 &)produzione di ROS
favorisce la dissipazione del potenziale di meméremtocondriale e la
comparsa di eventi necrotid{Anneo A. et al., 2013

Alla luce di questi risultati, € stato valutatofieito del DMAPT sulla

produzione di ROS. A tale scopo sono state conddtalisi

citofluorimetriche per valutare la presenza di R@Sellule trattate per
diversi tempi (1, 8 e 16 h) con DMAPT 18BM. Le analisi sono state
eseguite (come riportato in Materiali e Metodi) dojmcubazione delle
cellule con il fluorocromo H2-DCFDA e la produziomik ROS e stata
guantificata in base alle variazioni nell'intensda fluorescenza della
diclorofluoresceina (DCF).

Come dimostra la Figura 11, il trattamento con DMAB uM determina

una notevole produzione di ROS gia dopo 1 h ddtaireento. Questo
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effetto diminuisce dopo 8 h e 16 h ma si mantieee tptto il tempo di

esposizione al composto.

15uM DMAPT
CTR lh 8h
4
10.5% 71.2% 35.1%
I ) N R P L PR PR | T
3 10! 10* o o 10' o 10 «° 10 10* 0 1o 10" La 10°
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Figura 11. Produzione di ROS ottenuta dopo trattameto delle cellule
MDA-MB231 con DMAPT.

| ROS intracellulari rilevati utilizzando il fluommomo H2-DCFDA sono stati
misurati dal citofluorimetro EPICS XL. Le celluleDA-MB231 (2 x 10) sono
state trattate con DMAPT 18M. In seguito, le cellule sono state raccolte, tava
con HBSS ed incubate con H2-DCFDA o per 30 min a 37°C al buio. Dopo
centrifugazione (120 g per 5 min), le cellule setate risospese in HBSS ed
analizzate usando un citofluorimetro con impostaizidi eccitazione e di
emissione rispettivamente a 480 e 525 nm.
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Effetto del trattamento con DMAPT su p65 e JNK fosbrilato in cellule

MDA-MB231 in coltura

Come riportato nell'introduzione, p65 e una subaundel fattore di
trascrizione NF-kB, ubiquitariamente espresso,refgela diverse funzioni
vitali per la cellula quali il ciclo cellulare, ibifferenziamento e la
proliferazione. E’ stato anche dimostrato che altemi dei pathways
regolati da NF-kB possono avere un ruolo sia naisscita tumorale che
nei processi di invasivita e metastaaldwin A. S. et al., 2001

La Figura 12 A mostra l'effetto del DMAPT su p65lwato mediante
Western blotting. Il trattamento con DMAPT g8 per 16 h riduce i livelli
di p65. L'aggiunta dellagente antiossidante N-Alcetteina (NAC)
contrasta parzialmente questo effetto, suggerehdoi ROS generati dal
DMAPT contribuiscono alla riduzione dei livelli gb5 (Figura 12 A).

E’ stato precedentemente dimostraidAnneo A. et al., 2003che Il
trattamento delle cellule MDA-MB231 con PN si ac@agna a
produzione di ROS e all’attivazione di JNK, unatpnoa attivata mediante
fosforilazione in risposta allo stress ossidativo.

Qui é stato valutato l'effetto del DMAPT su JNK foslato (p-JNK)
mediante analisi di Western blotting. | risultaanmo dimostrato che il

DMAPT, come il PN, determina l'incremento di p-JNKeffetto e
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evidente gia dopo 1 h di trattamento ed incrematpo 4 e 8 h di

esposizione al composto (Figura 12 B).

1-CTR
P63 2-25uM DMAPT
o 03 e 3 -25uM DMAPT + 2mM NAC

— — - | B-actin

B 25uM DMAPT

1 4 8§ h
p-JNK P | i e —

PAG | o — —

p54 1.0 14 20 2.2 fold

B-actin [ —

Figura 12: Effetti del trattamento con DMAPT su p65e p-JNK in cellule
MDA-MB231.

A) Le cellule MDA-MB231 sono state trattate con DMAR3 uM da solo o in
presenza di NAC 2 mM per 16 h. B) Le cellule MDA-RIBL sono state trattate
con DMAPT 25uM per 1, 4 e 8 h. A e B) Al termine del trattamelgaellule
sono state lisate e sono state condotte anallieditern blotting con anticorpi
specifici.

L’'omogeneita del contenuto proteico delle singol®vp € stata accertata
mediante immunoblotting per faactina.
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Il DMAPT inibisce la capacita di migrazione delle ellule MDA-MB231

in coltura

Per studiare I'effetto del DMAPT sulla capacitamgrazione delle cellule
MDA-MB231 in vitro e stato condotto uno scratch wound healing agsay.
stato effettuato, pertanto, un solco lineare innmwnostrato di cellule a
confluenza e dopo trattamento con DMAPT, e statatata nel tempo la
capacita delle cellule di migrare nellarea maneandi cellule
ripopolandola. La chiusura di quest’area e statsurata in tempi diversi
mediante l'utilizzo di un software e la capacitéidare di migrare € stata
espressa come percentuale dell’area di chiusura.

La Figura 13 (A e B) mostra che, rispetto al cdidrde cellule trattate con
DMAPT hanno un significativo ritardo nel ripopolafarea mancante di
cellule. Cio suggerisce che il composto eserciteefietto antimigratorio
sulle cellule MDA-MB231.

E’ stata anche studiata la capacita del DMAPT filiémzare la transizione
epitelio-mesenchimale (EMT) valutando il suo efiesull’espressione
della vimentina, un marker mesenchimale.

Le analisi di Western blotting hanno dimostrato dbecellule MDA-

MB231 esprimono un elevato livello di vimentina cha seguito al
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trattamento con DMAPT, viene ridotto dopo 4 h e 8iHlrattamento del

60% e 78% rispettivamente (Figura 13 C).
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Figura 13. Il DMAPT inibisce la motilita delle cellule MDA-MB231.

(A-B) Il monostrato cellulare e stato graffiato con puntale di pipetta sterile e
trattato con DMAPT 25uM. La motilitd cellulare é stata valutata mediante
microscopia ottica. (A) Immagini rappresentativiadeona graffiata sono state
acquisite a 0, 4, 8 e 16 h. Barre di scala, @®0 (B) L'istogramma rappresenta
la percentuale di chiusura della zona graffiataemheinata mediante software
ImageJ come descritto in Materiali e Metodi. | datino presentati come
percentuale di area ripopolata dalle cellule traee 446 h. (C) Il DMAPT
determina una riduzione dell’'espressione del mankesenchimale vimentina.
Le cellule sono state trattate per 4, 8 e 16 h BMAPT 25 uM, sono stati
preparati i lisati cellulari e sottoposti a Westdiotting come riportato nei
Materiali e Metodi. In (A) e (C) i risultati sonappresentativi di tre esperimenti
indipendenti. In (B) i valori sono le medie di #sperimenti indipendenti + SE
*p <0.01 rispetto al controllo non trattato.
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Tumorigenicita delle cellule MDA-MB231 in topi immunodepressi

Prima di valutare l'efficacia del DMAPTh vivo sono state eseguite prove
di tumorigenicitain vivo delle cellule MDA-MB231 per valutare sia la
capacita di tali cellule (inoculate con o senzarigeal) di indurre tumori in
topi nudi che 'andamento della crescita dei notlutorali e la formazione
di metastasi. Per tale motivo, 2 x°X cellule MDA-MB231 risospese in
PBS sono state inoculate nel pannicolo adiposo namndi 5 topi nudi
femmine. Altri 5 topi sono stati inoculati con lellcle ed il matrigel. Un
numero uguale di animali, inoculati solo con PBSnatrigel, e stato
utilizzato come controllo. | noduli tumorali hanmmoziato a svilupparsi in
tutti i topi dopo 8 giorni dall’inoculazione delleellule. Il volume medio
dei noduli tumorali del gruppo di animali inoculablo con le cellule dopo
7, 14 e 21 giorni ha raggiunto rispettivamente,, B85 e 1900 mrh Per il
gruppo che ha ricevuto cellule e matrigel, dopstesso numero di giorni,
il volume medio dei noduli ha raggiunto rispettivamte, 120, 700, 2000
mn?. | dati indicano che I'impiego del matrigel norflirenza la crescita
tumorale dal momento che i noduli degli animaliduaiati con cellule e
matrigel hanno raggiunto volumi pressoché simijuglli dei noduli degli
animali inoculati con sole cellule (Figura 14). Neapimali inoculati solo

con PBS e matrigel non si sono sviluppati nodutiduali.
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Figura 14. Prova di tumorigenicita in vivo delle cellule MDA-MB231.:
crescita dei noduli tumorali indotti.

Cellule MDA-MB231 (2 x 16) risospese in PBS sono state inoculate nel
pannicolo adiposo mammario di 5 topi nudi femmineettule e matrigel sono
state inoculate in altri 5 topi. Un numero ugualewnimali, inoculati solo con
PBS e matrigel, & stato utilizzato come contrdloll'asse delle x sono riportati

i giorni trascorsi dall'inoculo delle cellule; siatse delle y & indicata la media
dei volumi dei noduli tumorali (in mM

Come mostra la Figura 15 (A e B), all’ analisi Istpca i noduli di

entrambi i gruppi si presentano con una massaaoarge delimitata, non
incapsulata e riccamente vascolarizzata che inviedemuscolatura
scheletrica adiacente.

A maggiore ingrandimento si osservano numerosaileelin mitosi, in

apoptosi, multinucleate e multinucleolate; le delluneoplastiche sono

caratterizzate da anisocariosi e anisocitosi mar¢agura 15 C).
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Figura 15. Analisi istologica dei noduli tumorali indotti dall’inoculo di
cellule MDA-MB231 nel pannicolo adiposo mammario dtopi nudi.

A) Una massa scarsamente delimitata e non incaps@laresente nel tessuto
sottocutaneo ed invade la muscolatura scheletrdiacente (frecce nere).
Ingrandimento originale 1008) Aggregati di cellule neoplastiche sono visibili
all'interno del lume di diverse strutture vascoladiacenti alla muscolatura
scheletrica sottocutanea (frecce bianche). Edestar{gco giallo) e aggregati di
cellule neoplastiche (asterisco verde) sono altmsisenti. Ingrandimento
originale 200x.C) La neoplasia € composta da diversi strati di cellul
neoplastiche dai contorni citoplasmatici scarsameietfiniti e con abbondante
citoplasma eosinofilico, nuclei da rotondi ad ovedin nucleoli prominenti.

Sono visibili diverse figure mitotiche (frecce bade), cellule apoptotiche
(freccia gialla) e cellule multinucleate (frecciargle). Ingrandimento originale
400x.
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Per assicurarsi che il tumore sviluppato fosse rijie umana e non
murina sono state condotte analisi di immunoistoota per valutare la
presenza dell'antigene nucleare umano. Questaikatis espresso in oltre
i 90% dei nuclei indicando quindi la prevalenzaédilule di origine umana

nel nodulo primario (Figura 16).

=

Controllo negativo Antigene nucleare

Figura 16. Analisi di immunoistochimica per I'antigene nucleare umano.

Analisi di immunoistochimica condotte su sezionirgiduli tumorali indotti

dall'inoculo di cellule MDA-MB231 nel pannicolo gahso mammario di topi
immunodepressi.

Oltre il 90% delle cellule esprime I'antigene nwlke umano indicando la
prevalenza di cellule di origine umana nel nodulomprio. Ingrandimento
originale 400x. Barra di scala, 10 micron.

Sono state, inoltre, condotte analisi istologichetdti gli organi interni
degli animali ed ¢ stata rilevata la presenza dronnetastasi polmonari sia
negli animali inoculati con sole cellule che neghimali inoculati con

cellule e matrigel.
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In considerazione che i risultati ottenuti impiedanl matrigel sono simili
a quelli ottenuti senza l'utilizzo del matrigel, &i preferito condurre i
successivi esperimenti in assenza di tale comppsito riprodurre un

sistema piu simile a quello che si riscontra neliio.
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Effetti del DMAPT sulla crescita dei noduli tumorali e sulla

sopravvivenza degli animali trattati

Nei modelli di sviluppo di tumori solidi, il tratteento con composti
farmacologici puo essere avviato prima dello s\luplel nodulo tumorale
0 dopo la comparsa di esso. Se il trattamentozéatoi il giorno dopo o |l
giorno stesso dell'impianto delle cellule tumor#ésperimento consiste in
uno studio della inibizione della crescita tumor&eando il trattamento e
iniziato in seguito alla formazione di un nodulonwrale (50-200 mf) si
valuta il ritardo della crescita del tumore. Entbemle tipologie di
valutazione richiedono che i composti siano somsinaii agli animali a
dosi non tossiche in modo che la risposta del tenabrtrattamento possa
essere osservata per un periodo di tempo relativiemiango(Teicher B.
A., 2006.

Obiettivo degli esperimenti riportati in questa ites stato valutare
I'efficacia del DMAPT nel ritardare la crescita dienotrapianti di
carcinoma mammario triplo negativo. A tale scopmcs state inoculate
cellule MDA-MB231 (2 x 16 cellule in PBS) nel pannicolo adiposo
mammario di topi nudi femmine. Quando i noduli tuwalbindotti hanno
raggiunto dimensioni palpabili di circa 200 fhintopi sono stati suddivisi,

in maniera random, in due gruppi di 10 topi ciasculh gruppo degli
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animali trattati ha ricevuto giornalmente DMAPT (51@/Kg) solubilizzato
in etanolo al 50% mediante gavage. In base a giuetedentemente
condotti da Guzman e collaboratori, & stata imgeegaa dose di DMAPT
considerata non tossic&(zman M. L. et al., 20071 gruppo degli animali
controllo ha ricevuto giornalmente soltanto etanalo50% mediante la
stessa via di somministrazione.

Il trattamento con DMAPT ha ritardato notevolmelaterescita dei noduli
tumorali degli animali trattati rispetto a quell@ichoduli degli animali
controllo: si e infatti osservata una riduzione d8|3% dopo 7 giorni di
trattamento e del 48,3% dopo 15 giorni (Figura )7 A

La somministrazione a lungo termine del DMAPT étastben tollerata
dagli animali. Non sono stati osservati, infatégsi di tossicita, quali ad
esempio perdita di peso degli animali o evidentssitsta degli organi
interni durante I'esame autoptico. In particolale, analisi istologiche
hanno rilevato I'assenza di caratteri anormalieigaito, esofago, reni, milza
e stomaco degli animali trattati.

Sono state altresi valutate le percentuali di ssqivanza (calcolate ogni
guattro giorni) degli animali coinvolti nello studdurante tutto il tempo di
trattamento con il DMAPT. Le curve ottenute dalBisi di Kaplan-Meier
(Tripepi G. et al., 2004 hanno dimostrato che gli animali trattati con

DMAPT sopravvivono piu a lungo rispetto agli aninm@ntrollo. Le curve
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di sopravvivenza mostrano, infatti, un significatincremento del tempo

mediano di sopravvivenza dai 12 giorni dei topi toollo ai 28 degli

animali trattati (Figura 17 B).
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Figura 17. Effetti del DMAPT su modelli di xenotrapanti di cellule di
carcinoma mammario umano MDA-MB231 in topi immunodepressi

(A) Effetto del DMAPT sulla crescita del tumore. @08 giorni dall'inoculo
delle cellule, quando i noduli tumorali sono divanpalpabili, i topi (n = 10)
sono stati trattati giornalmente con DMAPT 50 mg/IKgediante gavage.

Sull'asse delle x sono riportati i giorni di tratteanto; sull’asse delle y e indicata
la media dei volumi dei noduli tumorali (in MjmLa progressione della crescita
dei noduli tumorali degli animali trattati con DMAPe stata confrontata con

quella dei noduli dei topi controllo trattati conl@ veicolo del DMAPT.

(B) Curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier. | tdmttati con DMAPT hanno
mostrato una sopravvivenza prolungata rispettogittattati con il solo veicolo
del DMAPT. Sull'asse delle x sono riportati i giomh trattamento; sull'asse
delle y e indicata la percentuale di sopravviveregli animali.
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Valutazione degli effetti del DMAPT sui noduli tumarali

Sugli xenografts di cellule MDA-MB231 sono statendotte analisi di
immunoistochimica per valutare 'effetto esercitdto DMAPT sui tumori
primari, sull'invasivita e sui relativi fattori esgssi dalle cellule tumorali.

Lo sviluppo delle metastasi € caratterizzato ddiffusione di cellule
tumorali dal tumore primario verso organi distatiappresenta una delle
principali cause di morbilita e mortalita in miliordi pazienti con
carcinoma mammario. Il processo di formazione deiktastasi dipende
dalla capacita delle cellule tumorali di invadeee membrana basale e
migrare nei tessuti adiacenti.

L’invasione tumorale coinvolge alterazioni nella titig cellulare,
nell’adesione cellulare e nella produzione di past@xtracellulariKleiner
D. E. et al., 1999; Friedl P. et al., 20P3Tra queste ultime, le
metalloproteinasi (MMPs) della matrice, un gruppb ethzimi zinco-
dipendente ECM-degradanti, svolgono un ruolo aitieella invasione
delle cellule tumoral{Stallings-Mann M. et al, 2007

Grazie ad indagini quantitative eseguite mediamesistema di analisi
delle immagini sulle sezioni immunocolorate e stptssibile osservare,
nei noduli tumorali di animali trattati con DMAPTun sensibile

decremento dell’espressione di MMP-2 e MMP-9 (rispamente 26% e
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32% di area positiva agli anticorpi anti-MMP2 eidviMP-9) rispetto alle
sezioni dei noduli degli animali non trattati (rgpvamente 40% e 66% di
area positiva agli anticorpi anti-MMP2 e anti-MMP{®%igura 18 A e B).
Inoltre, nei noduli degli animali trattati con DMAP e stata anche
osservata la riduzione dell’espressione di VEGF (@Ptarea positiva
all’anticorpo anti-VEGF rispetto al 26% del contoyl (Figura 18 A e B)
un fattore che svolge un ruolo cardine nell’angragge, il processo di
crescita di nuovi vasi sanguigni da vasi preesistehe rappresenta un
requisito essenziale per la proliferazione e diffims del tumoreKolkman
J., 197).

Numerosi studi hanno dimostrato che la capacitindicellula tumorale di
invadere I'ambiente circostante € il risultato @icecanismi di segnalazione
cellulari aberranti. La trasduzione del segnale gloeta all'invasione
tumorale coinvolge fattori diversi: tra questi NB-lke stato riconosciuto
guale importante mediatore della segnalazione mprasiva(Dolcet X. et
al., 2005. NF-kB e target del PN e dati gia riportati inegta tesi negli
studi condottiin vitro hanno dimostrato che esso e anche coinvolto nel
meccanismo d’azione del DMAPT.

In linea con i risultati ottenuti sulle cellule icoltura, nei noduli degli
animali trattati con DMAPT, si € osservata una zidoe dell’espressione

di p65, subunita del fattore di trascrizione NF-kIB cui sono target
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MMP-2, MMP-9 e VEGF. La Figura 18 (A e B) mostraedhnoduli degli
animali trattati con DMAPT hanno il 35% di area iwa all’anticorpo
anti-p65 rispetto ai noduli degli animali controlibe esibiscono lo 85% di
area positiva all’anticorpo anti-p65.

Nei noduli degli animali trattati con DMAPT, si dtrasi osservato un
notevole incremento dell’espressione di p-JNK (98i%rea positiva agli
anticorpi anti-p-JNK) rispetto al controllo (39% direa positiva agli

anticorpi anti-p-JNK) (Figura 18 A e B).
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Figura 18. Analisi di immunoistochimica per VEGF, MMP-2, MMP-9, p65,
p-JNK in xenotrapianti di cellule MDA-MB231 in topi immunodepressi.

Analisi di immunoistochimica condotte sui nodulintarali di animali sacrificati
dopo 16 giorni dall'inizio del trattamento. Ingramento originale 400x. Barra
di scala, 10 micron. (B) Dati quantitativi dimosteache i livelli di VEGF,

MMP-2, MMP-9 e p65 diminuiscono dopo il trattamewttn DMAPT, mentre
incrementa il livello di espressione di p-JNK.
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Effetto del DMAPT sulle metastasi

Analisi istologiche sono state condotte, mediant@orazione con
ematossilina-eosina, per valutare I'eventuale prasedi metastasi negli
organi interni degli animali coinvolti nellesperanto. Sono state
riscontrate metastasi soltanto a livello dei polmsma degli animali
controllo che degli animali trattati con DMAPT.

Tuttavia la valutazione dell’area relativa di meaas (calcolata utilizzando
un sistema di analisi delle immagini) ha permessevdienziare (Figura
19) che la superficie di polmone invasa da cellcdmcerose, in topi
sacrificati dopo 16 giorni di trattamento, e pai controllo al 17,0 £ 0, 9%
mentre nei topi trattati con DMAPT é pari al 5,0,5%.

| risultati suggeriscono un effetto antimetastatieb DMAPT.
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Figura 19. Metastasi polmonari in animali portatori di xenotrapianti di
cellule di carcinoma mammario umanoMDA-MB231 non trattati e trattati
con DMAPT.

Analisi istologiche (colorazione ematossilina-eagidei polmoni degli animali

controllo e trattati con DMAPT per 16 giorni, dini@so che l'area relativa di
metastasi € inferiore nei topi trattati con DMAPiSpetto agli animali non

trattati. Le metastasi del polmone sono indicateedeecce nere. Barre di scala,
100 micron. | risultati sono rappresentativi dieésperimenti indipendenti.
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DISCUSSIONE
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Gli studi riportati in questa tesi si sono propastvalutare I'efficacia del
DMAPT, un analogo solubile del Partenolide, in xgradt di cellule MDA-
MB231 in topi immunodepressi. La linea cellularelizeata e la piu
studiata come modello sperimentale di carcinoma mano umano “triplo
negativo”, cosi definito perché privo dei recettdegli estrogeni, del
progesterone e di HER-2/neu.

Queste forme tumorali sono altamente maligne, @aiatate da un’elevata
mortalita e frequente insorgenza di resistenza tallapie attualmente in
uso. E’ necessario, pertanto, valutare nuove gigterapeutiche.

Su queste cellule, nel Laboratorio di Biochimica dapartimento di
Biomedicina Sperimentale e Neuroscienze Clinichggi(cSTEBICEF),
dove ho sviluppato questa tesi, precedentementda® studiato il
meccanismo di azione del AN vitro (D’Anneo A. et al., 20)3 E’ stato
dimostrato che nelle prime ore di trattamento il Bdércita un effetto
citotossico inducendo la produzione ROS che simpagna a deplezione
dei gruppi tiolici e del glutatione, ad attivaziom® p-JNK e down-
regulation di NF-kB. Durante questa fase il PN stamanche il processo
autofagico. Prolungando il trattamento, la prodoeidei ROS favorisce la
dissipazione del potenziale di membrana mitocofel@ala comparsa di

eventi necrotici.
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Nonostante il PN abbia dimostrato effetti promdttenvitro, I'impiego di
guesto composto naturale come agente terapeutfootegnente limitato
dalla sua scarsa solubilita. Pertanto, per gliistudivo € stato impiegato |l
dimetilamino-partenolide (DMAPT), analogo del PNtato di maggiore
solubilita, maggiore biodisponibilitd e minore tegs (Guzman M. L. et
al., 2007).

Le evidenze sperimentali qui riportate dimostrahe ¢t DMAPT, in modo
simile al PN, € in grado di indurre effetti citosas sulle cellule MDA-
MB231 in coltura in maniera dose e tempo dipendertralisi di
citofluorimentria condotte mediante impiego delofiocromo H2-DCFDA
hanno dimostrato che [l'effetto citotossico osservagé correlato
all'induzione di stress ossidativo.

Analisi di Western blotting hanno dimostrato, imejt che iI DMAPT
determina una riduzione del livello di p65, uno demponenti di NF-kB.
L’'osservazione che l'aggiunta di N-Acetilcisteingeaellule incubate con
DMAPT contrasta questo effetto suggerisce che eadipenda dalla
produzione di ROS. Inoltre, il DMAPT indude vitro un incremento della
forma fosforilata attiva di JNK analogamente a daamimostrato
impiegando il PND’Anneo A. et al., 2003

La progressione maligna dei tumori e caratterizzaitre che dalla

proliferazione cellulare, da migrazione ed invdsivi eventi che
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rappresentano validi bersagli per l'azione di farmantitumorali. Studi
sulla migrazione e proliferazione cellulaire vitro, valutate mediante il
saggio del wound healing, hanno dimostrato cheyacita di ripopolare la
zona mancante di cellule é fortemente ostacoldta pellule trattate con
DMAPT, che hanno mostrato un significativo ritardella migrazione
nellarea vuota rispetto al controllo. Cio ha suggeche il DMAPT
determina un effetto antimigratorio sulle cellul®M-MB231.

E’ stata anche valutata la capacita del DMAPT fluanzare la transizione
epitelio-mesenchimale (EMT). Il termine EMT deficgsuna serie di eventi
attraverso i quali le cellule epiteliali perdonoltealelle loro caratteristiche
epiteliali e acquisiscono un fenotipo mesenchin(@leiery J. P. et al.,
2006. La EMT é un processo dinamico, finemente regolahportante
nellembriogenesi o nell’organogenesi, che giocawsio chiave anche in
alcuni eventi patologici, quali I'insorgenza e laogressione di molti
carcinomi [Lee J. M. et al., 2006Le cellule epiteliali che compongono gli
epiteli semplici presentano caratteristiche fenotip e morfo-funzionali
ben definite: si organizzano a formare lamine cwdi(nelle quali diversi
dispositivi giunzionali garantiscono I'adesivitafte cellule stesse), sono
polarizzate e scarsamente mobili. Le cellule mdsemali, al contrario,
non si organizzano a formare strutture laminarira di loro non si

instaurano dispositivi giunzionali stabili ma solocalizzati punti di
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adesione focale. Le cellule mesenchimali hannoformaa fusata o stellata,
e sono dotate di elevata mobilitBhfery J. P. et al., 20Q&he ne permette
la migrazione nellinterstizio circostante mediandeversi meccanismi
basati sull’emissione di filopodi e pseudopdsdii€¢dl P., 2004. Durante la
EMT le cellule epiteliali perdono il loro fenotipoer acquisire quello di
cellule mesenchimali; esse si riorganizzano perdeaiduni marcatori del
loro fenotipo epiteliale e ne esprimono altri cemastici del fenotipo
mesenchimale acquisito. La vimentina € una proteah citoscheletro
appartenente alla famiglia dei filamenti intermedpressa nelle cellule di
origine mesenchimale; la rapida induzione di vimment e stata
frequentemente osservata durante la EMat£ E. et al., 2011; Mendez M.
G. et al.,, 201D L'espressione di questa puo essere predittivia de
ricorrenza e del potenziale invasivo delle celldidumore della prostata
(Zhang Q. et al., 2009 puo essere utilizzata per determinare l'origine
(basale vs luminale) delle cellule di carcinoma mmemo metastatico
(Hugo H. et al., 2007; Gilles C. et al., 1999

Qui e stato dimostrato mediante analisi di Westdatting che le cellule
MDA-MB231, dotate di fenotipamesenchymal-likgLacroix M. et al.,
2004, esprimono un elevato livello di vimentina. llattamento con
DMAPT determina una notevole riduzione del liveltb vimentina,

suggerendo che il composto contrasta 'EMT.
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Questi primi risultati ottenutn vitro, nel complesso, hanno suggerito che il
DMAPT, agendo in cellule MDA-MB231 in modo similéRN, & in grado
sia di esercitare effetti citotossici che di ingbilia capacita invasiva delle
cellule, caratteristica cruciale per la diffusiank crescita del tumore.
Nella prima fase degli studh vivo, per valutare I'efficacia del DMAPT, é
stata valutata la tumorigenicita delle cellule MB/B231. A tale scopo le
cellule sono state inoculate in sede ortotopicdopi immunodepressi e
sono state valutate la capacita di indurre tumiarerescita tumorale e la
capacita di formare metastasi. In questa fase @ stache valutata la
capacita permissiva del matrigel su questi evéminduli tumorali si sono
sviluppati in tutti gli animali gia dopo 8 giornatfinoculo delle cellule e la
presenza del matrigel non ha influenzato lo sviugpl tumore primario e
delle metastasi; pertanto si € stabilito di noniggpre questo composto
nelle successive prove di efficacia del DMAPT ulinbre primario indotto
si e presentato privo di capsula, scarsamente ilglon riccamente
vascolarizzato e capace di invadere la muscoladracente al punto di
inoculo.

Quando cellule cancerose umane vengono Inoculate topi
immunodepressi, le cellule che compongono i nodwhorali devono
adeguatamente rappresentare gli stessi tumori ufaniaccadere, infatti,

che le cellule impiantaten vivo inducano lo sviluppo di cellule murine
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trasformate che possono acquisire un fenotipo malegcomporre in parte
o totalmente il nodulo indottd*@thak S. et al., 1998

Da valutazioni di immunoistochimica per l'antigenecleare umano e
risultato evidente che la massa tumorale indotautando MDA-MB231
e composta da cellule di origine umana; essa rappta quindi un valido
modello sperimentale.

In tutti gli animali in cui sono state inoculatedellule é stata rilevata la
presenza di micrometastasi nei polmoni.

Sulla base di questi risultati sono stati svilupgétesperimenti al fine di
valutare l'efficaciain vivo del DMAPT ed in particolare la sua capacita di
ritardare la crescita tumorale. A tale scopo, setaie inoculate cellule
MDA-MB231 nel pannicolo adiposo mammario di topnmnodepressi ed
il trattamento con il composto ha avuto luogo igu® alla formazione di
noduli tumorali palpabili, impiegando una dose 8lBPT considerata non
tossica in base a studi precedentemente condo@udanan e collaboratori
(Guzman M. L. et al., 2007

Il trattamento con il DMAPT e risultato efficacelm@urre la crescita dei
noduli tumorali rispetto ai volumi raggiunti dai ci degli animali
controllo (trattati con il solo veicolo del DMAPT)a somministrazione del
composto e risultata, inoltre, ben tollerata daglimali che non hanno

mostrato segni di tossicita, come confermato dalhalisi istologiche
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effettuatepost morteml topi trattati con DMAPT, inoltre, hanno raggtan

percentuali di sopravvivenza sensibilmente supeaiguelle degli animali
controllo, come dimostrato dalla formulazione delleve di Kaplan Meier.
Sono state condotte analisi di immunoistochimicaseaioni di noduli

tumorali degli animali coinvolti nell'esperimentepvalutare I'effetto del
DMAPT su alcuni fattori correlati alla morte delbellule e alle capacita
invasive.

Durante l'invasione tumorale, la digestione ed irthadellamento della
matrice extracellulare dei tessuti circostanti umbre gioca un ruolo
chiave. Numerosi studi hanno messo in evidenzaileelazione esistente
tra elevati livelli di metalloproteasi (MMPSs) ed gagssivita tumorale in
numerosi carcinomi umani quali il carcinoma ovaridel colon, del seno,
del polmone, del pancreas, della prostata, e del fdcCawley L. J. et al.,
2000; Catania J. M. et al.,, 20D7Le MMPs favoriscono linvasivita
tumorale degradando le proteine della matrice ealialare, attivando
sistemi a cascata di trasduzione del segnale éibphando i fattori di

crescita che inducono i legami all'interno dellatnta stessa. Fra le
MMPs, le gelatinasi MMP-2 ed MMP-9 sono le proteasiggiormente
coinvolte, in quanto in grado di degradare il cgdae di tipo IV delle

membrane basali. In particolare, la MMP-2 e stathcata quale uno dei

principali mediatori dell'invasivita tumorale, risa up-regolata in tumori
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altamente maligni ed inoltre la sua espressiontata sorrelata al grado di
invasivita del tumore stessM¢Cawley L. J. et al., 2000Le MMP-2 e 9,
inoltre, sono importanti marcatori di EMT. Esse @oprodotte dai
fibroblasti e risultano up-regolate, favorendo I|&gkhdazione delle
membrane basali.

Analisi di immunistochimica eseguite su sezionndduli tumorali hanno
dimostrato che il trattamento con DMAPT riduce daihmente
'espressione di MMP-2 e MMP-9 rispetto ai noduégtl animali non
trattati. Inoltre, é stata riscontrata una ridaspressione anche di VEGF,
un fattore di crescita coinvolto nel processo discuogenesi.
Analogamente a quanto avviene per i tessuti saoheper i tumori solidi
I'accrescimento e la sopravvivenza dipendono dalksenza di un’estesa
rete di vasi sanguigni ed inoltre, la capacitatdelore di formare metastasi
dipende in grande misura dallo sviluppo di una peopascolarizzazione.
L'angiogenesi e quindi essenziale per la progressimaligna dei tumori
solidi. IL VEGF svolge un ruolo cruciale nello seht angiogenico e di
conseguenza, nell’accrescimento della maggior mhetgéumori primari e
nella successiva formazione di metastasin R. K., 200R

In accordo con quanto dimostrabo vitro, nelle cellule MDA-MB231
xenotrapiantaté vivo si € osservata la riduzione dell’espressione 8iip6

seguito al trattamento con DMAPT. Questa protein@a subunita di NF-
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kB, un noto target del PN, che comprende una famidl fattori di
trascrizione coinvolti nella regolazione di unargta varieta di risposte
biologiche. NF-kB regola I'espressione di geni wolfi in molti processi
che svolgono un ruolo chiave nello sviluppo e nptlagressione del cancro
quali la proliferazione, la migrazione e I'angiogsn(tra cui anche MMP-
2, MMP-9 e VEGF). L’attivazione aberrante o cosiita di NF-kB € stata
rilevata in molti tumori umani, pertanto, esso na@ggenta un interessante
bersaglio terapeuticdplcet X. et al., 2005 In particolare in cellule di
carcinoma mammario privo di recettori degli estrogesono
frequentemente rilevati elevati livelli di NF-kBlékshatri H. et al., 1997
Infine, in linea con i risultati ottenutn vitro, nei noduli tumorali degli
animali trattati con DMAPT rispetto ai noduli degihimali controllo si e
osservato un notevole incremento dell’espressioneJNK; una proteina
attivata in risposta allo stress ossidativo cheaéosdimostrato mediare
I'azione citotossica del PN in cellule MDA-MB231 aoltura O’Anneo A.

et al., 2013.

L'impiego del DMAPT in vivo e stato efficace anche nel ridurre le
metastasi polmonari; infatti, benché queste sicsmriluppate in tutti gli
animali coinvolti nello studio, € risultata evidentuna sensibile

diminuzione dell'area relativa di metastasi neginaali trattati rispetto agli

animali controllo.
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Complessivamente i dati prodotti in questo studigliseffetti del DMAPT
in una linea cellulare di adenocarcinoma mamman@anp, costituiscono
un’incoraggiante evidenza del possibile impiego agimposto nel
prossimo futuro nella terapia di questa forma twateor Ulteriori studi
saranno necessari per chiarire la modalita attsaveuni vengono attivati i
meccanismi di mortén vivo. L'efficacia del PNin vivo, inoltre, potrebbe
essere migliorata utilizzando il sale fumarato DBIAPT che presenta una
buona solubilita in acqua. Infine, un'altra strégger migliorare l'attivita
citotossica di PN su cellule di carcinoma mammaatrebbe consistere
nella sua combinazione con altri composti in graicensibilizzare le
cellule all'azione PN. In particolare, presso ibdeatorio dove ho
sviluppato questa tesi sono in corso sfiadvitro di combinazione del PN
con il SAHA, un inibitore delle deacetilasi istohe Studi preliminari
hanno dimostrato che il pretrattamento delle cellMDA-MB231 con
SAHA sensibilizza all'azione citotossica di basssidli PN. Studi sono in

corso per dimostrare i meccanismi alla base ditdgazione.
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