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INTRODUZIONE

Sviluppo e progressione neoplastica

Nonostante la medicina abbia fatto passi da gigante nel ridurre la mortalita e aumentare la sopravvivenza
media della popolazione, il cancro rimane una delle principali cause di morte nel mondo. Il cancro si forma
a partire da lesioni pre-maligne come displasie e iperplasie che possono interessare diversi organi; a livello
di queste lesioni le cellule possono andare incontro a proliferazione incontrollata dovuta all’accumulo di
mutazioni genetiche, in alcuni casi favorita da fattori esterni come le infezioni virali [1]. Agli inizi degli
anni 90 studi genetici condotti su diversi tipi di tumore hanno condotto all’ipotesi che sono necessari 6 tipi
di mutazioni per convertire una cellula normale in tumorale [2,3]; tali mutazioni portano a i) non dipendenza
dai segnali di crescita, ii) proliferazione incontrollata, iii) resistenza all’apoptosi, iv) capacita di replicazione
infinita v) capacita angiogenica sostenuta, vi) capacita di invadere e dare metastasi.

L’accumulo di mutazioni porta le cellule ad acquisire un fenotipo maligno con la conseguente formazione
del tumore primario. Nella maggior parte dei casi, la morte da tumore non avviene direttamente a causa del
tumore primario, bensi delle metastasi. Le metastasi sono causate da cellule dal carattere particolarmente
invasivo che si staccano dal tumore primario per andare a colonizzare un sito secondario. La formazione di
metastasi € un processo molto articolato che prevede una serie di eventi che costituiscono la cosiddetta
“cascata metastatica”; alcune cellule facenti parte del tumore primario perdono contatto con le cellule
vicine, quindi si distaccano dalla massa tumorale e invadono i tessuti circostanti fino a raggiungere i vasi
ed entrare nel circolo sanguigno. Le cellule maligne che riescono a sopravvivere in circolo aderiscono poi
al tessuto endoteliale e fuoriescono dai vasi sanguigni per andare a colonizzare siti secondari. Una volta
stanziate negli organi bersaglio, le cellule tumorali iniziano a proliferare creando un tumore secondario,

detto appunto metastasi [4].
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Formazione di metastasi. Cellule tumorali maligne si distaccano dal tumore primitivo ed entrano in circolo

per andare ad insediarsi in siti secondari e dare metastasi. Immagine ripresa da:[4]

Il microambiente tumorale gioca un ruolo fondamentale nella progressione e nella diffusione metastatica;
€sso costituisce un sistema molto complesso che ospita diverse componenti sia cellulari che no. Al suo
interno si ritrovano cellule immunitarie, vai sanguigni, matrice extracellulare, fibroblasti, linfociti, cellule
infiammatorie derivanti dal midollo osseo e molecole di segnalazione [5,6]. Le interazioni che si istaurano
tra cellule maligne e componenti del microambiente tumorale sono determinanti per lo sviluppo e la
progressione tumorale [7,8].

Le cellule endoteliali, e in particolare i progenitori endoteliali, promuovono il sostentamento e lo sviluppo
tumorale formando nuove reti di vasi sanguigni a partire da vasi preesistenti [9], mentre le cellule
immunitarie come granulociti, linfociti e macrofagi contribuiscono a favorire la sopravvivenza tumorale
creando un ambiente infiammatorio favorevole per il tumore.

La componente immunitaria piu rappresentata nel microambiente tumorale é quella dei macrofagi [9,10]; i
macrofagi hanno diverse funzioni tra cui quella di promuovere I’immissione delle cellule tumorali nel
circolo sanguigno e di sopprimere le risposte immunitarie contro il tumore [10] .Diversi studi hanno messo
in luce come i macrofagi aiutino le cellule tumorali che si trovano nei vasi sanguigni ad uscire da questi per
andare a formare metastasi [5,6,11] e sono anche risultati implicati nel ridurre I’azione antitumorale di

radiazioni e farmaci citotossici.
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Microambiente cellulare. Il tumore si trova immerso in un complesso microambiente dove coesistono
diverse componenti cellulari e no che ne promuovono lo sviluppo e il sostentamento. Immagine modificata
da [12]

Tutte queste componenti del microambiente tumorale, dunque, forniscono al tumore un ambiente ideale in

Cui crescere e propagarsi.

Metabolismo tumorale

Il tumore e per definizione una condizione morbosa caratterizzata da una proliferazione incontrollata; le
cellule tumorali sono in grado di replicarsi un numero infinito di volte eludendo i meccanismi regolatori
della proliferazione, mentre nelle cellule normali la proliferazione si limita ad un numero definito di cicli
replicativi ed ¢ finalizzata al mantenimento dell’equilibrio di un organo [2]. L’intensa attivita replicativa
nei tumori é sostenuta dal metabolismo che fornisce alla cellula tutto il necessario per proliferare molto e
in tempi brevi.

Otto Warburg negli anni 20 osservo per la prima volta una differenza significativa nel comportamento
metabolico di cellule normali e cellule tumorali. Misurando il consumo di ossigeno e quantificando la
produzione di lattato, non noto differenze tra cellule normali e tumorali esposte a condizioni di carenza di
ossigeno, ma in presenza di ossigeno, si rese conto che mentre le cellule normali prediligevano un
metabolismo di tipo ossidativo, le cellule tumorali continuavano a produrre elevate quantita di lattato [13].

Questo fenomeno da allora ¢ noto con il nome di “effetto Warburg” o glicolisi aerobia e consiste nel fatto



che anche in presenza di ossigeno le cellule tumorali prediligono un metabolismo di tipo glicolitico, quindi
consumano glucosio producendo piruvato il quale poi viene convertito in lattato tramite 1’enzima lattico
deidrogenasi (LDH). Questo fenomeno si contrappone all’ “effetto Pasteur”, per cui in cellule normali la
presenza di ossigeno induce I’inibizione della glicolisi [14]: in presenza di ossigeno il glucosio viene
incorporato dalle cellule e convertito in piruvato e due molecole di ATP, dopo di che il piruvato entra nel
ciclo di Krebs producendo CO2, H,O e 36 molecole di ATP

Dunque, nel cancro si parla di “metabolismo riprogrammato” ad indicare un metabolismo alterato rispetto
a quello di cellule normali e finalizzato al mantenimento della malignita del tumore.

Nonostante il metabolismo ossidativo sia pitl vantaggioso da un punto di vista energetico, portando ad una
maggior produzione di molecole di ATP, la glicolisi fornisce in tempi piu rapidi gli intermediari necessari
alla sintesi del DNA e delle altre componenti cellulari. Accanto alla glicolisi, le cellule tumorali presentano
una spiccata attivita glutamminolitica dal momento che la glutammina & fondamentale per la produzione di
biomassa [15]. La “riprogrammazione” del metabolismo tumorale ¢ dovuta a mutazioni che colpiscono
oncogeni e oncosoppressori tra cui MYC, TP53, KRas, AMPK , EGF, mTOR e HIF1-alfa[16,17]. In cellule
normali, la presenza di fattori di crescita determina 1’attivazione di PI3K e quindi delle vie di AKT e di
mTOR che si trovano a valle, promuovendo un aumento della glicolisi e della sintesi di acidi grassi [18].
Nelle cellule tumorali la via di PI3BK-AKT-mTOR risulta maggiormente attiva e minimamente dipendente
da fattori di crescita, con conseguente up-regolazione della via glicolitica [19]. Anche la viadi MYC risulta
spesso iperattivata nei tumori, con conseguente aumento dell’espressione di molti geni, tra cui quelli
coinvolti in glicolisi e glutamminolisi [20].

La proteina p53 codificata dal gene TP53 & mutata o deleta nel 50% dei tumori; la sua funzione € quella di
regolare i meccanismi di riparazione del DNA, il ciclo cellulare, la senescenza e 1’apoptosi cellulari, ma ¢
stato osservato che la perdita della funzione di questa proteina si ripercuote anche sul metabolismo cellulare

inducendo un aumento della glicolisi.
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Metabolismo glicolitico tumorale. Le cellule tumorali esibiscono un metabolismo di tipo glicolitico che le
rende particolarmente avide di glucosio e di glutammina. [21]

Alla luce di tutte queste considerazioni, sarebbe sbagliato pensare al metabolismo tumorale in senso
univoco e omogeneo; al contrario il metabolismo tumorale & estremamente eterogeneo, cosi come
eterogenei sono il tumore stesso e il microambiente in cui si trova. Il tumore si trova immerso in un contesto
molto variabile in cui si hanno zone con diversa perfusione e con diverso pH; questo fa si che le cellule
sviluppino differenti assetti metabolici per adattarsi alla condizione in cui si trovano; un esempio di questo
atteggiamento della cellula ¢ quello della “simbiosi metabolica” che si istaura tra cellule esposte ad un
ambiente ipossico e cellule che respirano [22]. L’ipossia ¢ un fenomeno che si verifica quando si ha una
riduzione della concentrazione di ossigeno e si istaura quando le cellule tumorali si trovano lontano dai vasi
sanguigni; in tale situazione si ha la stabilizzazione dei livelli di HIF 1a, che in condizioni di normossia
viene idrossilato e ubiquinato. Nelle cellule tumorali HIF 1o svolge svariate funzioni e in generale
determina un aumento della malignita tumorale; da un punto di vista metabolico, HIF 1a, migliora
I’efficienza di uptake di glucosio da parte delle cellule mediante un aumento dell’espressione dei
trasportatori del glucosio e incrementa ’espressione degli enzimi coinvolti nella glicolisi aerobia [23].
L’intensa attivita delle cellule esposte all’ipossia si traduce nella produzione di molte molecole di lattato
che vengono estruse dalla cellula con conseguente acidificazione dell’ambiente extracellulare.
L’esposizione ad un ambiente acido fa si che le cellule tumorali adottino un metabolismo di tipo ossidativo
[24], per cui utilizzano il lattato rilasciato dalle cellule ipossiche come substrato della fosforilazione
ossidativa [22].



Il microambiente tumorale & un sistema molto dinamico, soggetto a continue e repentine modificazioni; la
propensione delle cellule tumorali ad adattarsi a tali cambiamenti si traduce in cambiamenti metabolici
continui che rendono difficile la comprensione in toto del metabolismo tumorale. Tuttavia, vista
I’importanza che il metabolismo riveste nella progressione neoplastica esso costituisce un valido target

terapeutico e per questo motivo ad oggi & oggetto di molti studi.

Terapia antitumorale

Laddove possibile il trattamento di prima scelta contro un tumore & senza dubbio la rimozione chirurgica
totale o parziale; accanto alla chirurgia esistono anche altri validi trattamenti che possono essere utilizzati
anche in combinazione tra loro, ovvero la radioterapia e la chemioterapia.

La chemioterapia ¢ stata ed ¢ tutt’ora ampiamente utilizzata per la sua indubbia efficacia, ma il suo utilizzo
comporta dei limiti notevoli. Esistono centinaia di farmaci utilizzati in chemioterapia che possono essere
classificati in modo diverso; in generale si possono distinguere farmaci ad azione non mirata e farmaci ad
azione mirata [25].

Farmaci ad azione non mirata

Il meccanismo d’azione alla base dei farmaci tradizionali utilizzati in chemioterapia ¢ quello di andare a
distruggere cellule in rapida proliferazione, come le cellule tumorali.

Tra questi farmaci si annoverano gli agenti alchilanti, che agiscono andando a danneggiare il DNA, anti
metaboliti, inibitori della divisione mitotica e i farmaci appartenenti alla classe delle asparaginasi, che sono
in grado di bloccare la sintesi proteica [25].

Di questo gruppo fanno parte anche quei farmaci che inibiscono la sintesi del DNA tra cui I’idrossiurea, le
topoisomerasi | e 11, agenti che si intercalano nel DNA, inibitori della metilazione del DNA, la bleomicina,
che induce la rottura del DNA e gli inibitori della poly-ADP polymerase (PARP), cruciale per il
mantenimento dell’integrita del DNA e dei suoi meccanismi di riparazione [26].

Alcuni farmaci appartenenti a questa classe non hanno un’azione univoca, ma al contrario possiedono pit
di un’attivita antitumorale.

Il limite maggiore che si associa all’utilizzo di questi farmaci ¢ la loro non specificita di bersaglio che
comporta che oltre alle cellule tumorali vengano colpite anche altre cellule dell’organismo caratterizzate
da un’intensa attivita replicativa, ad esempio le cellule del tratto gastrointestinale, del midollo osseo e dei
follicoli piliferi. Di conseguenza I’utilizzo di questi farmaci si associa spesso all’insorgenza di effetti

collaterali come infiammazione delle mucose, stomatiti, soppressione delle cellule del midollo e alopecia.



Farmaci ad azione mirata

La terapia di tipo mirato nasce con I’intento di ridurre la tossicita dei trattamenti andando a bersagliare in
maniera specifica le cellule tumorali. A questa classe di farmaci appartengono gli anticorpi monoclonali e
tutti quegli agenti che agiscono su delle vie di segnalazione che risultano alterate nelle cellule tumorali.
Questo tipo di approccio terapeutico richiede la caratterizzazione precisa del tumore che verra trattato per
individuare il bersaglio molecolare da colpire. Il tamoxifene é stato il primo farmaco nato per la terapia
selettiva del tumore della mammella ormono-sensibile [27] ed ha aperto la strada ad altri farmaci che
inibiscono la conversione degli androgeni in estrogeni e altri analoghi ormonali per la terapia del cancro
della mammella e della prostata [28-30].

Il bersaglio comune a molti farmaci ad azione mirata & rappresentato dalle protein chinasi la cui attivita &
spesso alterata nei tumori.

Nel 95% delle leucemie mieloidi croniche e nel 15-30% delle leucemie acute linfoblastiche si ritrova il
cromosoma Philadelphia, un cromosoma anomalo derivante dalla traslocazione t (9;22) (g34;911) che si
traduce nella fusione del gene Bcr presente sul cromosoma 22 con il gene Abl presente sul cromosoma 9
con conseguente formazione della protein chinasi Ber-Abl che guida lo sviluppo della malattia. La terapia
per le forme di leucemia caratterizzate da questa aberrazione cromosomica consiste proprio nell’utilizzo di
farmaci che inibiscono selettivamente Ber-Abl [31]. Altri recettori tirosin chinasici bersaglio dei trattamenti
selettivi di patologie neoplastiche sono 1’epidermal growth factor receptor (EGFR) , ErbB1, il vascular
endothelial growth factor receptors (VEGFRS) e i platelet-derived growth factor receptors (PDGFRs) [32].
Piu recentemente sono stati sviluppati farmaci contro mTOR [33] , inibitori delle istone-deacetilasi che
agiscono bloccando il ciclio cellulare [34], farmaci che legano i recettori retinoidi [35], analoghi del folato
[36] e inibitori del proteasoma utilizzati per inibire la degradazione di fattori pro-apoptotici in cellule di

mieloma multiplo e di linfoma mantellare [37,38].

Il limite piu grande dell’uso dei chemioterapici consiste negli effetti avversi che questo tipo di trattamento
puo causare nel paziente; tali effetti possono essere immediati oppure possono manifestarsi in un secondo
momento, e in questi casi si parla di “tossicita cronica”[39,40]. L’intensita degli effetti causati dalla
chemioterapia puo essere lieve, moderata, severa o puo raggiungere un livello tale da mettere a rischio la
vita del paziente o diventare invalidante. Gli effetti immediati interessano prevalentemente pelle, capelli,
midollo osseo, apparato gastrointestinale e reni; in ogni caso tutti gli organi del corpo possono essere colpiti,
inclusi organi vitali come cuore, polmoni e cervello. Le manifestazioni piu gravi si associano ad eventi
come parestesia, paralisi, atassia, spasmi e addirittura coma [41]. Ad esempio, I’utilizzo delle antracicline
e molto limitato a causa degli effetti cardiotossici che questi farmaci inducono [42]. Gli effetti cronici, che
possono comparire anche a distanza dall’interruzione della terapia, comprendono 1’insorgenza della

resistenza farmacologica, la carcinogenicita e I’infertilita [41]. | farmaci ad azione mirata, nonostante siano



nati per colpire in modo specifico le cellule tumorali senza danneggiare le cellule dell’ospite, non sono privi

di effetti collaterali seppur minori rispetto alla terapia non mirata.

Per rendere la terapia antitumorale piu sopportabile per il paziente, accanto alla chemioterapia classica che

costituisce un tipo di terapia chimica, sono state sviluppate nuove terapie dette “biologiche”.

Le terapie biologiche comprendono:

Anticorpi monoclonali che agiscono su determinati recettori di fattori di crescita cellulari o su
oncogeni

Anticorpi monoclonali contro I’endotelio vascolare che bloccano I’angiogenesi connessa allo
sviluppo tumorale

Anticorpi monoclonali che bersagliano i recettori inibitori che si trovano sulle cellule T

Cellule T geneticamente modificate per produrre un recettore delle cellule T da utilizzare nella
immunoterapia (terapia con CAR-T)

Vaccini antitumorali

Virus oncolitici che inducono la morte selettiva di cellule tumorali.

Anche le terapie biologiche possono indurre effetti nocivi nel paziente, solo i vaccini e le terapie basate

sull’uso di virus oncolitici sono ben tollerate ed eventualmente inducono effetti collaterali di scarsa entita.

Type of therapy CorB Mechanism of action Side effects
1. Cytostatic drugs C Interfere with cell proliferation Grade 1-4
2. Small molecule inhibitors® C Targeted therapy: Interfere with Grade 1-4
oncogenic signal transduction
3. Antitumor MAbs" B Targeted immunotherapy Grade 1-3
4. Anti-angiogenesis MAbs® B Inhibit angiogenesis Grade 1-3
5. Checkpoint inhibitor MAbs*? B Immune regulation Grade 1-4
6. CAR-T cells B Targeted cytotoxic T lymphocytes Grade 1-3
7. Antitumor vaccines B Active specific vaccination Grade 0-2
8. Oncolytic viruses® B Oncolysis, induction of immunogenic cell death  Grade 0-2

Classificazione dei farmaci utilizzati per la terapia antineoplastica. Accanto alla chemioterapia classica

sono stati sviluppati dei farmaci di nuova generazione per rendere la terapia piu specifica e meno tossica

per il paziente. Immagine modificata da [41]
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Resistenza farmacologica

Insieme all’insorgenza degli effetti collaterali, un altro grande problema associato alle terapie oncologiche
¢ dato dalla resistenza farmacologica.

Il concetto della resistenza ai farmaci € nato in campo microbiologico quando i batteri risultavano resistenti
a determinati tipi di antibiotici e da allora si & espanso anche ad altri campi, tra cui quello oncologico [43].
Esistono essenzialmente due tipi di resistenza: innata e acquisita. La resistenza innata € una proprieta che
il tumore sviluppa ancor prima di subire un trattamento, mentre quella acquisita si istaura a seguito del
trattamento farmacologico.

Il tasso di mutazioni di una cellula cancerosa € di gran lunga maggiore di quello di una cellula normale e
soprattutto in tumori cronici che crescono per anni prima di subire un trattamento, tali mutazioni hanno
tempo di svilupparsi, rafforzarsi e determinare poi resistenza farmacologica [44]. D’altra parte il
trattamento farmacologico puo esercitare una vera e propria pressione selettiva che si traduce in instabilita
genomica a carico delle cellule tumorali [45].

La resistenza farmacologica nel cancro puo essere causata da vari fattori:

- Inattivazione del farmaco. Molti farmaci antineoplastici per poter funzionare richiedono
un’attivazione di tipo metabolico; il complesso del citocromo P450 (CYP), la famiglia delle
glutatione -S-transferasi (GST) e la famiglia delle uridine difosfo-glucoronosiltransferasi (UGT)
sono attivamente coinvolti nell’attivazione dei farmaci [46]. Il complesso del citocromo P450 si
divide in CYP1A1,CYP1A2,CYP2EL e CYP3AE, che sono conservate e quindi non soggette a
particolari polimorfismi, e CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6 che al contrario sono
altamente soggette a polimorfismi [47] e quindi maggiormente implicati nello sviluppo della
resistenza farmacologica a causa di un alterato metabolismo del farmaco che si traduce nella sua
inattivazione, 0 mancata attivazione e quindi nella sua escrezione per via renale [48].

La famiglia delle GST & costituita da enzimi ad azione detossificante la cui espressione &
particolarmente elevata nei tumori; la loro azione detossificante puo alterare 1’azione di un farmaco
rendendolo meno citotossico [49].

La famiglia delle UGT infine comprende un gruppo di enzimi che hanno la funzione di convertire
substrati come steroidi, acidi biliari e xenobiotici in glucoronidi idrofilici inattivi. Il chemioteparico
irinotecano é risultato maggiormente attivo in seguito a silenziamento di UGT1A1 [50,51], nel caso
contrario pero, cioé nel caso in cui si abbia un aumento dell’espressione di UGT1A1, il farmaco
diventa meno attivo e quindi meno efficace nel contrastare il tumore.

- Alterazione dei target farmacologici. La chemioterapia mirata si avvale di target proteici specifici
che contraddistinguono le cellule di un determinato tipo di tumore rispetto che un altro. Le cellule

tumorali sono estremamente plastiche e possono sviluppare delle mutazioni a livello di questi target
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e in particolar modo a carico dei siti di legame con il farmaco che riducono notevolmente 1’efficacia
del trattamento. EGFR ¢ un recettore tirosin-chinasico la cui espressione risulta aumentata in diversi
tipi di tumore, come quello del collo, del colon, del pancreas e del polmone; la mutazione T790M
a carico di EGFR determina resistenza al trattamento con inibitori e in pazienti affetti da tumore
del polmone rappresenta ben il 60% delle cause di resistenza farmacologica [52]. Imatinib e un
farmaco che viene utilizzato nel trattamento della leucemia mieloide cronica ed ha come bersaglio
il recettore Ber-Abl che origina dalla traslocazione cromosomica t(9;22); la mutazione ABL T315I
porta a inefficacia del trattamento con imatinib e quindi alla resistenza del tumore [53]. Il tumore
gastrointestinale stromale si contraddistingue per la presenza di mutazioni attivanti a carico del
recettore chinasico KIT; la mutazione KIT T670I rende il tumore resistente alla terapia con
imatinib [54]. Nel tumore della mammella trattato con tamoxifene, che agisce come antagonista del
recettore per gli estrogeni, la resistenza al farmaco si istaura a causa dell’aumento dell’espressione
di HER2 che porta addirittura a una stimolazione della crescita tumorale da parte di tamoxifene che
si comporta come agonista del recettore stesso [55]. Anche mutazioni sulla topoisomerasi che
regola gli avvolgimenti dell’elica del DNA durante la replicazione del DNA, comporta la resistenza
a molti farmaci in diverse linee cellulari [56,57].

Estrusione del farmaco dal compartimento cellulare. Le cellule sono dotate di proteine di
membrane che sono in grado di estrudere direttamente le molecole di farmaco all’esterno della
cellula o indirettamente mettendo in atto processi fisico-chimici [58,59]. Esistono essenzialmente
due classi di proteine con questa funzione: i) le cassette leganti ATP (ABC) che costituiscono una
famiglia di trasportatori che pompano i farmaci idrofobici fuori dalla cellula diminuendo cosi
I’efficacia del farmaco e ii) trasportatori che interferiscono con 1’uptake di farmaci idrofilici da
parte della cellula [58,59]. Tra i trasportatori ABC implicati nella farmaco resistenza si ha la
glicoproteina-P che risulta over espressa in molti tipi di cancro [60-62] ed ha una specificita per
molti substrati, tra cui antracicline e tassani [63]

Meccanismo di riparazione del DNA. In risposta al danno genetico indotto dai farmaci le cellule
tumorali possono mettere in atto meccanismi di riparazione del DNA che diminuiscono 1’effetto
del farmaco. Il complesso NER (Nucleotide Excision Repair) ad esempio € in grado di riparare i
danni al DNA indotti dal cisplatino [64]. Uno dei principali geni correlati a NER & ERCCL, la cui
espressione aumenta in seguito al trattamento con platino e agenti alchilanti e si associa a prognosi
negativa in pazienti affetti da cancro del polmone non a piccole cellule [65]. | danni al DNA indotti
da terapia a base di platino possono essere riconosciuti come errori di appaiamento tra le basi e
corretti [66], cosi come la proteina Os-metilguanil DNA metiltransferasi (MGMT) ripara i danni
indotti da terapia a base di agenti alchilanti inducendo resistenza nei tumori del sistema nervoso

centrale [67]. Anche mutazioni a livello di TP53 che si ritrovano in molti tipi di tumore sono
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strettamente correlati alla resistenza/sensibilita ad un farmaco [68,69], avendo la funzione di
indurre apoptosi cellulare quando il danno genetico risulta irreparabile.

Inibizione della morte cellulare. Nelle cellule tumorali si ritrova spesso 1’over espressione di alcune
proteine che sono strettamente implicate nel processo di apoptosi cellulare, in molti tipi di tumore
gli alti livelli di BCL-2, AKT e altre proteine anti-apoptotiche promuovono la sopravvivenza delle
cellule anche se bersagliate da farmaci. L’autofagia ¢ un altro meccanismo di difesa cellulare che
permette alla cellula di eliminare i componenti cellulare danneggiati sotto forma di fagolisosomi e
quindi di sopravvivere in situazioni avverse.

Transizione epitelio-mesenchimale. La transizione epitelio- mesenchimale & un processo per cui la
cellula tumorale acquisisce un fenotipo di tipo mesenchimale correlato ad una maggiore capacita
metastatica e ad una maggiore resistenza farmacologica. Uno dei fattori che inducono questa
transizione & il microambiente acido; bassi livelli di pH si associano infatti ad una maggiore
malignita tumorale e allo sviluppo di una resistenza acquisita ai trattamenti farmacologici [70,71].
Eterogeneita delle cellule tumorali. Le molteplici mutazioni genetiche a cui vanno incontro le
cellule tumorali fanno si che nel tumore si ritrovi una notevole diversita genetica [72]. Tale diversita
si associa ad una risposta e ad una sensibilita ai farmaci diversa.

Barriere fisiche. Esistono dei siti che possono essere colonizzati dalle cellule tumorali ma che per
guestioni anatomiche non sono raggiungibili dai farmaci, ad esempio i tumori del sistema nervoso
centrale sono protetti dalla barriera emato-encefalica, cosi come i tumori del peritoneo possono
essere trattati solo tramite chemioterapia intraperitoneale.

Sistema immunitario e microambiente tumorale. La complessita del microambiente tumorale con
tutte le sue componenti pud concorrere a determinare la resistenza mediante svariati meccanismi;
spesso nel tumore si hanno zone di ipossia dove la scarsa perfusione sanguigna fa si che il farmaco
non raggiunga il tumore o che lo faccia solo in parte. Inoltre basse concentrazioni di ossigeno si
associano a diminuzione dell’attivita proliferativa e di conseguenza ad una minor efficacia dei
chemioterapici che colpiscono cellule che proliferano attivamente [73]; anche la glicoproteina-P
viene attivata da bassa tensione di ossigeno soprattutto in tumori solidi, con conseguente riduzione
della concentrazione del farmaco all’interno della cellula [74]. In aggiunta, il pH e determinante
nell’influenzare I’efficacia di un farmaco; infatti la presenza di un microambiente alcalino si associa
ad un migliore uptake di farmaci come la doxorubicina da parte delle cellule [75,76], al contrario,
un ambiente acido si correla ad un peggiore trasporto di alcuni farmaci come il metotrexato [77].
La presenza di cellule T regolatorie, macrofagi, citochine e chemochine contribuisce in modo
particolare ad inibire gli effetti della terapia antitumorale immuno-mediata [78].

Modificazioni epigenetiche. Ultimamente le modificazioni genetiche sono state ampiamente

studiate e risultano rilevanti anche nel processo di carcinogenesi. | due principali tipi di
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modificazioni epigenetiche sono la metilazione del DNA e I’acetilazione/metilazione degli istoni.
La metilazione del DNA consiste nell’aggiunta di un gruppo metile alla citosina di regioni chiamate
“CpG island” che si trovano principalmente nelle regioni dei promotori. Le modificazioni degli
istoni invece determinano dei cambiamenti a livello della cromatina. Le modificazioni epigenetiche
contribuiscono ampiamente alla sensibilita cellulare ad un determinato farmaco [79-81].
L’ipermetilazione a livello del promotore di un gene si associa al silenziamento di quel gene [82]
e nel cancro dell’ovaio cio € stato correlato alla resistenza alla terapia con cisplatino [83]. Al

contrario la demetilazione di diversi geni ristabilisce la chemiosensibilita nella cellula [84].

Sistema immunitario e
microambiente tumorale

Epigenetica
Barriere fisiche Pie

Transizione epitelio-
mesenchimale

Estrusione del farmaco da
parte della cellula

Inattivazione del
farmaco

Inibizione
dell’apoptosi /

N

Eterogeneita del tumore Riparazione del DNA

Alterazione dei target
farmacologici

Meccanismi di resistenza farmacologica nei tumori. L insorgenza della resistenza farmacologica nei

tumori € riconducibile a varie cause che determinano il fallimento del trattamento.

Qualunque siano le cause, nello sviluppo della resistenza ai trattamenti farmacologici sono quasi sempre
coinvolte le cellule staminali tumorali. Le cellule staminali sono cellule capaci di “self renewal”; esse
rappresentano la principale fonte di eterogeneita nel tumore, sono dotate di alto potenziale tumorigenico e
sono in grado di dare metastasi, al contrario delle cellule differenziate [85,86]. La quota di cellule capaci di
self renewal é alta in tumori avanzati, mentre in tumori in fase iniziale risulta ridotta [87].

Una caratteristica che differenzia le cellule staminali tumorali dalle altre cellule tumorali ¢ il ciclo cellulare
molto lento che fa si che, sebbene un chemioterapico riesca a ridurre la massa tumorale andando a colpire

la maggior parte delle cellule ad intensa attivita proliferativa, rimane nel tumore una popolazione di cellule
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non intaccate dal trattamento che sono proprio le cellule staminali tumorali [88-92]; per questo motivo il
trattamento farmacologico pud non essere risolutivo e la malattia pud nuovamente prendere il sopravvento.
Le cellule sopravvissute al trattamento, infatti, rimangono nell’organismo in uno stato di dormienza per poi

dare origine a metastasi anche a distanza di molti anni dall’insorgenza del tumore primitivo.

Il primo approccio tentato per far fronte al problema della chemioresistenza e stato quello della cosiddetta
“polichemioterapia”, ossia 1’utilizzo di piu chemioterapici con differente meccanismo di azione. Ad oggi
la polichemioterapia viene ampiamente utilizzata per contrastare una larga parte di tipi tumorali e prevede
corti intervalli di somministrazione della chemioterapia [93,94] e dei periodi di sospensione che servono
per permettere la selezione delle cellule resistenti alla terapia che potrebbero portare alla ripresa della
malattia [95] in modo da poterle colpire in un secondo tempo con un altro chemioterapico. Un altro metodo
usato in clinica é quello di somministrare dosi alte di chemioterapico somministrando contemporaneamente
al paziente fattori di crescita per prevenire la continua aplasia del midollo osseo.

La terapia mirata rivolta a colpire selettivamente dei bersagli molecolari di cellule neoplastiche e
I’immunoterapia hanno rappresentato un notevole passo avanti nella terapia antitumorale ma purtroppo,
cosi come per la chemioterapia, il loro utilizzo ¢ limitato dall’insorgenza di meccanismi di resistenza nelle
cellule tumorali.

La resistenza farmacologica e gli effetti collaterali che si portano dietro le terapie antineoplastiche
rappresentano un grande ostacolo al trattamento oncologico ed elaborare una strategia per ridurli ed

ottimizzare ’efficacia dei farmaci che abbiamo a disposizione sarebbe estremamente importante.

Nutraceutica

Il termine “Nutraceutica” ¢ stato coniato da Stephen Felice nel 1989 e deriva dalla fusione delle parole
“nutrizione” e “farmaceutica”, ad indicare tutti quei prodotti contenuti negli alimenti che esercitano degli
effetti benefici sulla salute [96]. L’utilizzo di piante ed erbe per prevenire e curare malattie risale a civilta
antiche come Egiziani, Greci e Romani [97]. | prodotti nutraceutici comportano una serie di vantaggi
rispetto ai farmaci: inducono raramente effetti collaterali rilevanti e sono facilmente acquistabili senza
ricetta medica [98]. Essi possono essere utilizzati per migliorare la salute dell’organismo, ritardare il
processo di invecchiamento, prevenire malattie croniche, aumentare 1’aspettativa di vita e supportare la
struttura e le funzioni del corpo [99]

Tra i prodotti nutraceutici ampiamente studiati negli ultimi anni ci sono quelli derivanti dall’olio
extravergine di oliva (OEVVO); OEVO e un componente tipico della dieta Mediterranea ed il suo consumo
e stato correlato a numerosi effetti benefici sulla salute come riconosciuto dalla United Nations Educational
Scientific and Cultural Organization (UNESCO) nel 2010 [100,101]. OEVO rappresenta principalmente un
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acido grasso monoinsaturo nella forma di acido oleico e contiene composti minori inclusi i polifenoli [102].
Nonostante inizialmente si pensasse che 1’azione benefica di OEVO fosse attribuibile esclusivamente alla
componente di acidi grassi mono e poli-insaturi come acido oleico e linoleico, ultimamente é stato rivalutato
il contributo dei polifenoli, derivati dei secoiridoidi, lignani e flavonoidi [103-106].

Le foglie di olivo presentano un contenuto simile in polifenoli rispetto a OEVO ma in concentrazioni
maggiori; questo rende gli estratti da foglia piu efficaci di OEVO stesso nel promuovere effetti benefici
sull’organismo [107]. Oltre ad essere contenuti in quantita maggiori, i polifenoli negli estratti da foglia, si
trovano perlopiu in forma glicosilata [107]. Il fatto che i polifenoli siano in forma glicosilata € molto
importante nel contesto tumorale; le cellule tumorali essendo avide di glucosio, presentano sulla loro
superficie un’elevata espressione di trasportatori del glucosio che le rende quindi piu suscettibili all’azione
di questi composti rispetto a cellule normali che esprimono i trasportatori del glucosio in concentrazioni
minori.

L’Oleuropeina € il polifenolo maggiormente rappresentato negli estratti da foglia dove raggiunge
concentrazioni di 60-90 mg/g [108]. La molecola di Oleuropeina € composta da 3 subunita: un polifenolo
chiamato 4-(2-idrossietil)benzene-1,2-diolo, conosciuto anche come idrossitirosolo, un secoiridoide
chiamato acido elenolico e una molecola di glucosio [109].

Hydroxytyrosol

Elenolic acid

Oleuropein

HO,,

HO

Struttura chimica dell’Oleuropeina. Immagine ripresa da [110]

Durante il processo di produzione di OEVO, 1’Oleuropeina glicata viene convertita in Oleuropeina
aglicone grazie all’azione di b-glucosidasi endogene.
La quantita di Oleuropeina presente nelle foglie d’olivo dipende dal metodo di coltivazione, dall’area

di produzione e dalla condizione del materiale di partenza da cui viene fatta 1’estrazione (fresco,
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congelato, essiccato o liofilizzato). Estratti commerciali di Olea, standardizzati per contenuto di

Oleuropeina, sono stati utilizzati per ottenere integratori dotati di proprieta biologiche e biomediche
[111].

L’Oleuropeina si trova in quantita minori anche in OEVO, il cui processo di produzione prevede la

conversione della forma glicata nella forma aglicone grazie all’azione di B-glucosidasi endogene.

Negli ultimi anni entrambe le isoforme di Oleuropeina hanno guadagnato 1’interesse di molti ricercatori

grazie alle loro proprieta, tra cui quella antiossidante, anti-infiammatoria, cardio e neuro-protettiva e

anti-tumorale.

Oleuropeina come antiossidante. L’azione antiossidante dell’Ole si deve essenzialmente al suo
gruppo orto-difenolico che “donando” uno ione idrogeno stabilizza le specie reattive dell’ossigeno,
potenzialmente dannose. La molecola puo esercitare direttamente il suo effetto antiossidante come
dimostrano studi in vitro sull’inibizione dell’ossidazione delle LDL [112,113], dell’acido
ipocloroso [114] e dell’ossido nitrico [115], o studi in vivo dove conigli alimentati con una dieta
arricchita in Ole hanno mostrato alti livelli di antiossidanti nel siero tali da contrastare 1’ossidazione
delle LDL e una riduzione del colesterolo totale, libero ed esterificato, rispetto a conigli che non
erano stati alimentati con la stessa dieta [116]. Da non tralasciare anche ’effetto antiossidante
diretto che Ole esercita su tessuto cardiaco danneggiato a seguito di ischemia da occlusione di
coronarie [117].

L’azione antiossidante dell’Ole pud essere anche indiretta e pud avvenire tramite la stimolazione
di enzimi anti-ossidanti intracellulari a mezzo dell’attivazione della trascrizione del nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (NrF2) [118] o attraverso I’incremento dei livelli di agenti antiossidanti
non enzimatici come glutatione, a-tocoferolo, B-carotene e acido ascorbico [119-121].
Oleuropeina come antinfiammatorio. L’infiammazione ¢ un processo che viene messo in atto in
risposta ad un danno tissutale o ad una infezione e rappresenta lo scenario di molte malattie tra cui
aterosclerosi, diabete mellito, sindrome metabolica, cancro, patologie croniche del rene e malattie
neurodegenerative [122]. Paragonata ad altri polifenoli presenti nel’OEVO, 1’Ole si & dimostrata
particolarmente efficace nell’inibire la sintesi di citochine pro-infiammatorie [123,124], I’attivita
della lipossigenasi [125] e nel modulare alcuni parametri antiinfiammatori [126].

In particolare, I’Ole ha mostrato di: inibire la produzione di IL1J da parte di cellule umane del
sangue stimolate con LPS [127], ridurre 1’espressione di alcuni markers infiammatori come iNOS,
COX-2, NF-KB e JNK oltre che delle interleuchine infiammatorie 1L-6 e IL-1f3, prodotti da
macrofagi murini RAW 264.7 attivati con LPS [128] e promuovere il decremento di fattori pro-
angiogenici come I’IL-8 prodotta da fibroblasti senescenti che mostrano caratteristiche simili ai

fibroblasti associati ai tumori [129].
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Anche studi in vivo hanno confermato gli effetti dell’Ole: in topi con colite ulcerosa indotta, il
polifenolo si & dimostrato in grado di ridurre i livelli di COX-2, INOS e MMP-9 [130], mentre in
modelli murini con pleurite, la somministrazione di Ole ha portato alla diminuzione dei livelli di
TNF-a e IL-B [131], cosi come in ratti affetti da stress post-traumatico [132] e con trauma della
colonna spinale. Inoltre, in modelli di ratti con indebolimento osseo a seguito di ovariectomia e
infiammazione, il polifenolo si é rivelato in grado di attenuare la produzione di fibrinogeno e di
modulare 1’ingrossamento della milza [133]. Larussa ed altri [134] hanno poi dimostrato una
diminuzione dei livelli di COX-2 e IL-17 in biopsie di colon derivate da pazienti affetti da colite
ulcerosa e trattate con Ole.

Oleuropeina come agente protettivo dalle patologie cardiovascolari. Accanto alle proprieta
antiossidante e anti-infiammatoria, Ole ha mostrato anche effetti antilipidemici, oltre ad un’azione
anti-ipertensiva e ipoglicemizzante [135-137]. A seguito della somministrazione di un estratto
arricchito in Ole per 6 settimane in un gruppo di volontari in stato pre-ipertensivo, Lockeyer e altri
[138] hanno osservato una diminuzione della pressione sanguigna, del colesterolo totale e del
colesterolo LDL, cosi come Susalit e altri [139] hanno osservato un effetto sulla diminuzione della
pressione sistolica e diastolica dopo somministrazione di un estratto arricchito in Ole per 4
settimane, con effetti del tutto paragonabili a quelli ottenuti con una dose effettiva del farmaco
Captopril in un gruppo di volontari con ipertensione al primo stadio.

Oleuropeina come agente anti-insulino-resistenza. Il fenomeno dell’insulino-resistenza si associa
a varie patologie, tra cui il diabete mellito di tipo due e la sindrome metabolica. Diversi studi hanno
confermato che il polifenolo in questione € in grado di apportare benefici prevenendo la formazione
di fibrille amiloidi nel diabete di tipo due [140] e ancora che il trattamento con Ole determina la
riduzione dei livelli di glucosio e di colesterolo nel sangue migliorando la sensibillta all’insulina
[119,141,142]. L’azione anti-diabetica di Ole ¢ stata testata e confermata anche in vivo [143-146].
Una patologia strettamente correlata alla resistenza insulinica € la steatosi epatica non alcolica; in
guesto contesto il trattamento con Ole su cellule e modelli animali ha mostrato effetti benefici i
termini di attivita anti-lipidemica [147], protezione e prevenzione del danno epatico [148-150] e
diminuzione dei meccanismi di lipogenesi implicati nell’insorgenza della malattia [148].
Oleuropeina come induttore di autofagia. L’autofagia ¢ un processo che prevede I’eliminazione di
componenti cellulari danneggiate attraverso la degradazione lisosomiale. | principali marcatori di
autofagia sono la beclina-1, LC3 e p62, i primi due coinvolti nella fase iniziale della formazione
del fagoforo e il terzo implicato nel riconoscimento del materiale da espellere da parte dei lisosomi
[151]. mTORC1 e AMPK sono due proteine che rivestono un ruolo chiave nel controllo

dell’autofagia: mentre mTORCI1 ¢ un inibitore dell’autofagia, AMPK ¢ un induttore di autofagia.
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Alterazioni a carico dell’autofagia si ritrovano in malattie neurodegenerative, sindrome metabolica,
diabete, patologie cardiovascolari, malattie gastrointestinali e cancro [152].

Miceli e altri [153] hanno dimostrato che in cellule di neuroblastoma SH-SY5Y, Ole € in grado di
indurre autofagia attivando 1’asse CaMKKb/AMPK/mTOR mediante un aumento nel citoplasma
di ioni Ca+ provenienti dal reticolo endoplasmatico e questo effetto € stato confermato anche in
vivo su modelli animali transgenici.

In modelli di topi transgenici per la malattia da deposito di aggregati abeta, la dieta arricchita con
Ole si ¢ mostrata in grado di ripristinare I’autofagia che risultava alterata nella malattia, attraverso
I’inibizione dell’asse segnalatorio di mTOR come riscontrato in colture cellulari [154]. La sirtuina
1 NAD-dipendente ¢ un altro enzima coinvolto nell’autofagia e agisce tramite deacetilazione di
componenti chiave di questo processo. La funzione di SIRT1 e strettamente correlata a quella di
PARPI, la cui attivazione risulta nell’accumulo di polimeri PAR a livello della corteccia cerebrale
di topi transgenici TJCRNDS; la dieta arricchita il Ole ancora una volta ha mostrato i suoi effetti
benefici tramite un incremento dell’espressione di SIRT1 con conseguente riduzione di aggregati
PAR [155].

Miceli e altri [153] hanno studiato il ruolo di Ole anche su modelli di cardiomiociti caratterizzati
da disfunzione autofagica indotta da stress ossidativo e in particolar modo dall’aumentata
espressione di mono ammine-ossidasi (MAQ) che catalizzano la deaminazione ossidativa di
catecolammine e serotonina nel cuore producendo aldeidi, acqua ossigenata e ammoniaca
determinando una disfunzione autofagica: gli autori hanno concluso che il polifenolo in esame era
in grado di ripristinare 1’autofagia alterata dalle MAO promuovendo ’attivazione e la traslocazione
nucleare di TFEB che modula la trascrizione di geni coinvolti nell’autofagia.

Anche in modelli murini affetti da steatosi epatica con alterazione autofagica, la dieta con Ole ha
migliorato i livelli della malattia ripristinando I’autofagia agendo su AMPK/ULK1 [156].
L’autofagia nei tumori puo avere un ruolo sia promuovente che sopprimente [152]; in alcuni casi
entra in gioco come meccanismo di difesa dal trattamento chemioterapico [157], mentre in altri €
un fenomeno che prelude alla morte cellulare.

In cellule di tumore della mammella triplo negativo I’inibizione dell’autofagia si associa
all’aumento dell’invasivita e della migrazione; il co-trattamento con Idrossitirosolo e Ole é risultato
in grado di ristabilire i livelli di autofagia attenuando la malignita de tumore [158]. In cellule di
tumore della prostata invece € stato osservato che Ole, associata alla terapia con doxorubicina, era
in grado di potenziare 1’azione del farmaco attraverso I’induzione di autofagia [159].

Oleuropeina come anti-amiloide. Le malattie neurodegenerative pit conosciute sono senza dubbio
1I’Alzheimer e il morbo di Parkinson e sono entrambe caratterizzate dal deposito di materiale

polimerico fibrillare. Nell’Alzheimer gli aggregati fibrillari sono formati da peptidi ab che si
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accumulano nei neuroni ipotalamici e corticali, mentre nel morbo di Parkinson la componente
principale del materiale fibrillare & dato dall’a-sinucleina il cui accumulo porta alla degenerazione
dei neuroni dopaminergici.

Ole ha dimostrato di poter ridurre la formazione di oligomeri di peptide abeta e a-sinucleina e di
promuovere la disaggregazione delle fibrille su modelli cellulari testati con esperimenti condotti in
vitro [160-164].

hIAPP ¢ un peptide ormonale che viene secreto dal pancreas con I’insulina; la formazione di
aggregati amiloidi di hIAPP a livello delle Isole di Langherans € un tratto caratteristico del diabete
mellito di tipo 2. Ole aglicone é risultata efficace nel promuovere la formazione di aggregati diversi
non nocivi per la cellula rispetto agli aggregati di hIAPP [140].

Leri e altri [165] hanno poi correlato il trattamento con Ole alla distruzione delle fibrille di TTR
che si ritrovano in forme di patologie da aggregazione amiloide sporadiche o familiari. Gli effetti
benefici del trattamento con Ole sono stati confermati anche in forme di amiloidosi familiare date
da aggregazione di una variante della B, microglobulina umana appartenente al complesso
maggiore di istocompatibilita di tipo 1 (MHC 1), dove il polifenolo é risultato efficace nel
modificare ’assetto conformazionale di aggregati con conseguente diminuzione del danno cellulare
[166].

Oleuropeina come agente antitumorale. Molteplici studi condotti sia in vitro che in vitro hanno
dimostrato che Ole & in grado di esercitare un effetto antitumorale su molti tipi di tumore e agendo
su meccanismi cellulari diversi.

La bassa incidenza di tumori al seno nei paesi mediterranei fa pensare che un alto consumo di
OEVO offra protezione contro il tumore della mammella. Nel tumore della mammella ’attivita
anti-proliferativa e pro-apoptotica del polifenolo ¢ stata riscontrata su varie linee cellulari [167].
Tramite inibizione della ciclina D1 in cellule MCF7, estratti da foglie di olivo hanno determinato
blocco del ciclo cellulare [168]; sulle stesse cellule Han e altri [168] hanno osservato 1’inibizione
del ciclo cellulare indotto da Oleuropeina e ldrossitirosolo. Inoltre, altri sudi sperimentali hanno
mostrato che Ole pud indurre apoptosi in cellule di tumore mammario agendo su NF-kB, un fattore
trascrizionale strettamente coinvolto nel controllo di geni che guidano lo sviluppo e la crescita
tumorali [169], attraverso I’inibizione della via di ERK 1/2 [170], tramite riduzione dell’attivita
fosfatasica di PTP1B [171] e modulando I’espressione di miR-21 e miR-155 [172] e di miR-221 -
29a e -21[173]. Il ruolo anti cancro esercitato da Ole su cellule di tumore mammario & stato
osservato anche su molecole direttamente coinvolte nell’invasione e nella diffusione metastatica,
ovvero le metalloproteasi, MMP, di tipo 2 ¢ 9 mediante I’incremento dell’attivita degli inibitori
delle MMP, i TIMP, di tipo 1,3 e 4 [174]. Menendez e altri [175] lavorando con cellule MCF7,
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HER2- negative e SKBR3 BC, HER-2 positive, hanno scoperto un effetto maggiore di Ole su
cellule HER 2 positive piuttosto che negative.

Per quanto riguarda il tumore del colon, il trattamento con Ole ha mostrato un significativa
inibizione della proliferazione, I’arresto del ciclo e induzione di apoptosi in cellule HT29 e SW620
[176], mentre Cardeno e altri [177] hanno mostrato che Ole insieme all’ldrossitirosolo era in grado
di inibire in modo significativo HIF-1a e promuovere 1’espressione di p53 in cellule HT29. Studi
condotti in modelli in vivo hanno poi rivelato che una dieta arricchita in Ole era in grado di
prevenire I’insorgenza del cancro del colon indotto da azossimetano riducendo la displasia e il
danno al DNA [178]; in modo simile Ole somministrata a topi esposti contemporaneamente a sodio
destrano solfato e azossimetano portava a diminuzione di inflammazione e riduzione dello sviluppo
di tumore del colon [179].

L’effetto antineoplastico del polifenolo verso il cancro del fegato € stato messo in luce da studi
condotti su cellule HepG2 e Huh7 dove Ole ha causato un effetto inibitorio sulla proliferazione
portando a riduzione dei livelli di AKT fosforilato e inducendo apoptosi a causa dell’aumento dei
livelli intracellulari dei ROS [180].

Recentemente gli effetti di Ole sono stati valutati sul cancro del polmone; in particolare Wang e
altri [181] hanno mostrato che in cellule H1299 il composto induceva apoptosi mitocondrio-
mediata attraverso 1’attivazione di p38.

In cellule di tumore della prostata, LNCap e DU145, Ole ha portato a riduzione della vitalita
cellulare e induzione di morte necrotica andando a diminuire I’attivita di AKT [182]. Piu
recentemente € stato riportato che Ole inibiva la motilita in cellule di prostata bloccando i canali al
sodio [183].

In cellule di prostata MiaPaCa-2 Ole ha portato a riduzione della vitalita a dosi molto basse ma con
una efficacia di molto superiore a quella del chemioterapico gemcitabina [184]; sempre nel tumore
prostatico, Goldsmith e altri [185] hanno dimostrato che I’apoptosi indotta da Ole passava
attraverso il coinvolgimento di c-Jun e c-Fos.

L’esposizione di cellule Tpc-1 e BCPAP di cancro della tiroide a Ole ha comportato una
significativa inibizione della proliferazione riducendo i livelli di fosforilazione di ERK e AKT
facendo diminuire i livelli di H,O, [186].

In aggiunta, 1’effetto pro-apoptotico di Ole & stato osservato in cellule HL60 di leucemia umana
promielocitica [187], mentre in cellule di leucemia mieloide cronica K562 il trattamento con il
polifenolo ha portato a differenziamento in senso monocitario [188].

L’arresto del ciclo cellulare e 1’induzione di autofagia tramite inibizione di mTOR e attivazione di
AMPK ¢ stata riscontrata in cellule di neuroblastoma [189], inoltre Secme e altri [190] hanno

riportato una ridotta attivita proliferativa e un’aumentata apoptosi in cellule di neuroblastoma
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SHSYS5Y attraverso la riduzione dell’attivita della ciclina D1, D2, D3, del complesso chinasico
ciclina-dipendente CDK-4 e dell’espressione genica di CDK6 e al contrario un aumento
dell’espressione genica di p53 e dell’inibitore del complesso ciclina-chinasi oltre che una minor
capacita cellulare di migrazione, invasione e di formare colonie dopo trattamento con Ole.

In cellule di mesotelioma 1’azione di riduzione della proliferazione ¢ stata associata all’alterazione
dei canali del calcio di tipo T con conseguente aumento del calcio intracitoplasmatico [191].

Studi condotti da Tezcan [192] e altri hanno invece ribadito ’efficacia di Ole del modulare
I’espressione dei miRNA, infatti hanno riscontrato in cellule staminali di glioblastoma multiforme
una modulazione dei miRNA-137, -145 e -153.

Nel melanoma ¢ stato riscontrato che 1’utilizzo del polifenolo in esame era in grado di agire su una
via molto importante per la progressione e lo sviluppo neoplastico, quella di JAKS/STATS, in
particolare su STAT3 [193]; studi condotti su cellule di melanoma murino e su tessuto linfonodale
metastatico hanno poi messo in luce I’inibizione da parte di Ole dei meccanismi di angiogenesi e
linfo-angiogenesi a seguito dell’inibizione del recettore PPAR di tipo g e dell'infiltrazione
macrofagica, responsabili rispettivamente della produzione di VEGFA e di VEGFD [194].
Samara e altri [195] hanno condotto uno studio su 51 analoghi di Ole e I’analogo 24 si ¢ dimostrato
particolarmente efficacie sia in vitro in cellule di tumore del color, seno e della cervice sia in vivo
su cellule di melanoma murino B16F10; I’analogo 24 ha indotto anche la promozione di cellule
della risposta immunitaria.

Infine su varie linee cellulari, quali glioblastoma, adenocarcinoma renale, tumore del seno e
adenocarcinoma colonrettale, la diminuzione della proliferazione, della motilita e dell’invasivita

sono stati causati dalla distruzione dei filamenti di actina indotto da Ole [196].
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Azione antitumorale di Ole. Ole si & dimostrata in grado di esercitare un effetto antitumorale notevole,

andando a colpire varie attivita delle cellule tumorali. Immagine modificata da [110]

Le evidenze sulle proprieta antitumorali di Ole hanno spinto molti ricercatori a condurre studi volti a testare
I’efficacia di un trattamento combinato basato sull’utilizzo di farmaci convenzionali associati al polifenolo
in questione. Un trattamento di questo tipo sarebbe particolarmente vantaggioso perché potrebbe potenziare
I’attivita citotossica del farmaco e, a parita di effetto, permettere di ridurre la dose, cosi come gli effetti
collaterali.

Il co-trattamento Ole-doxorubicina in cellule di prostata si é rivelato piu efficace del trattamento con il solo
chemioterapico nell’indurre I’autofagia che nel cancro puo preludere alla morte della cellula [159]. Sempre
affiancata al trattamento con doxorubicina, Ole ha mostrato un’attivita protettiva dall’azione cardiotossica
del cuore [197].

Nel trattamento del gliobastoma con bevacizumab, un anticorpo monoclonale anti-VEGFA, la
somministrazione di Ole ha migliorato I’effetto anti-angiogenetico e anti-migratorio indotto dal farmaco
inibendo Iattivita di VEGFA, MMP-2 MMP-9 [192].

In cellule di epatocarcinoma multicellulare HepG2, il polifenolo ha incrementato 1’azione citotossica del
cisplatino andando a ridurre I’espressione genica di MMP-7, implicata nell’attivazione di NGF, cruciale

per la sopravvivenza e lo sviluppo del tumore [198].
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Per poter esercitare i suoi effetti sull’'uvomo e su qualsiasi altro organismo, & necessario che Ole una volta
assunta, raggiunga i suoi bersagli molecolari nei vari tessuti; i dati sul metabolismo di Ole da OEVO o da
da numerosi fattori, come il metodo di somministrazione, il genotipo, il genere, I’eta, le interazioni con
alimenti e dai diversi procedimenti di estrazione e di analisi [202]. Una volta ingerita, Ole riesce a resistere
al basso pH dello stomaco e viene rapidamente assorbita (55-60%) nell’intestino raggiungendo la massima
concentrazione plasmatica dopo 23-30 minuti, mentre i suoi metaboliti, idrossitirosolo, glucoronidati e
sulfati, si ritrovano 64-93 min dopo I’ingestione e costituiscono il 96-99% dei metaboliti fenolici ritrovati
in plasma e urina [203]. Il maggior limite degli studi in vitro e dato dalle concentrazioni di Ole usate che
sono di gran lunga maggiori (umol/L - mmol/L) di quelle che si ritrovano nel plasma (nmol/L) [204]. Per
ovviare a questo problema sono stati condotti vari studi tesi all’individuazione del miglior metodo per
aumentare la biodisponibilita dei polifenoli; tali metodi permetterebbero ai polifenoli di conservarsi e di
raggiungere piu facilmente i loro bersagli e si basano ad esempio sull’esterificazione, lipofilizzazione e

incapsulamento dei fenoli o sull’utilizzo di liposomi o nanoplarticelle [205-208].
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SCOPO DELLA RICERCA

Alla luce della necessita di escogitare nuovi approcci terapeutici contro i tumori, questa ricerca ha la finalita

di valutare 1’utilizzo di prodotti naturali in vari modelli tumorali sia in vitro che in vivo.

Lo scopo di questo lavoro e stato quello di testare un tipo di trattamento combinato in cui prodotti naturali,

nella fatti specie prodotti derivanti dalla pianta di olivo, possano essere affiancati alla terapia

chemioterapica standard in modo da potenziarne gli effetti senza causare effetti tossici nell’ ospite.

Infatti, la maggior parte dei trattamenti combinati, attualmente in uso, si basa sull’impiego di due o piu

farmaci che a vantaggio di efficacia, comportano notevoli disagi per il paziente in termini di effetti

collaterali. L utilizzo di prodotti naturali non tossici potrebbe rappresentare una vera svolta nel trattamento

antitumorale e potrebbe anche prospettare una diminuzione della quantita di farmaco utilizzato a parita di

efficacia.

In particolare, in questo studio, ci siamo proposti di:

Valutare gli effetti dell’Ole glicoside di sintesi su cellule di melanoma A375 verificando se il
polifenolo sia in grado di per sé di inibire la vitalita cellulare. Il melanoma é un tumore della pelle
molto aggressivo ed esiste la necessita di sviluppare nuovi approcci terapeutici per incrementare
I’efficacia dei trattamenti farmacologici

Valutare se Ole di sintesi sia in grado di potenziare 1’effetto dei farmaci utilizzati per il trattamento
del melanoma, Vemurafenib (PLX4032), Dacarbazina (DTIC), ed Everolimus (RADO001)
Indagare se estratti naturali da foglie di olivo (OLEO) utilizzati in concentrazioni equi molari di
Oleuropeina abbiano attivita simile all’Ole di sintesi nel trattamento combinato su cellule di
melanoma.

Testare 1’attivita degli estratti sul metabolismo di cellule di melanoma, di tumore del seno, di
tumore del colon e di leucemia.

Testare 1’efficacia del trattamento combinato OLEO+5-FU su cellule di tumore del colon per poi
traslare la ricerca su modelli in vivo di tumore del colon (ratti Pirc) valutatando anche I’attivita
antinfiammatoria di Ole sull’infiltrato macrofagico dei tumori del colon, essendo 1’infiammazione
una condizione favorevole allo sviluppo e alla progressione tumorale, soprattutto del tumore del
colon

Valutare gli effetti di Ole e di un altro polifenolo molto attivo, I’Oleocantale (OC), in associazione
e no con Imatinib, in cellule di leucemia mieloide cronica K562. La leucemia mieloide cronica ¢
una patologia caratterizzata dalla presenza della traslocazione 9,22 che comporta 1’espressione

costitutiva dell’oncoproteina Bcr-Abl, bersaglio del farmaco Imatinib. L’efficacia dell’ITmatinib
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diminuisce in seguito all’insorgenza di resistenza farmacologica e i composti naturali in studio

potrebbero essere utili ad incrementare 1’efficacia del farmaco.
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MATERIALI E METODI

LINEE CELLULARI, CONDIZIONI DI COLTURA E TRATTAMENTI

In questo studio sono state utilizzate le seguenti linee cellulari:

- cellule umane di melanoma A375, acquistate dall’American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD)

- cellule umane di melanoma A375 resistenti al Vemurafenib, gentilmente fornite dalla Dt.ssa Laura
Poliseno (Universita di Pisa) e ottenute come spiegato nella referenza [209]

- cellule umane di melanoma WMZ266-4, acquistate dall’American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD)

- cellule umane di melanoma M21, gentilmente fornite dal dottor Antony Montgomery, The Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA

- cellule umane di melanoma A375M6 isolate nel nostro laboratorio da metastasi polmonari di topi SCID
bg/bg dopo inoculo di cellule A375

- cellule umane di carcinoma colon rettale HCT116, gentilmente fornite dal Dr. Matteo Lulli (Dipartimento
di Scienze Biomediche Sperimentali e Cliniche, Universita di Firenze)

- cellule umane di tumore del seno MDA-MB-231 acquistate dall’American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD)

- cellule umane di leucemia mieloide cronica K562 gentilmente fornite dal Prof. Persio dello Sbarba
(Dipartimento di Scienze Biomediche Sperimentali e Cliniche, Universita di Firenze)

- macrofagi murini RAW 264.7 gentilmente fornite dalla Prof.ssa Luigia Pazzagli (Dipartimento di Scienze
Biomediche Sperimentali e Cliniche, Universita di Firenze)

- cellule mesenchimali staminali umane (MSC) isolate da aspirato midollare di donatori dal Prof. Saccardi
(AOUC, Firenze)

- fibroblasti umani fetali di polmone MRCS5, gentilmente fornite dalla Dt.ssa Francesca Margheri

(Dipartimento di Scienze Biomediche Sperimentali e Cliniche, Universita di Firenze)

Le cellule A375, A375M6, WM266-4, M21, HCT116, MDAMB-231, MRC5 e RAW 264.7 sono state
coltivate in terreno DMEM 4500 (Dulbecco’s Modified Essential Medium, contenente 4500 mg/L di
glucosio, EuroClone), integrato con siero fetale bovino (FBS, EuroClone) al 10%, scomplementato a 56°C
per 30 minuti), glutammina 2mM all’1% (EuroClone) e sodio piruvato 1 mM (EuroClone).

Le cellule K562 sono state mantenute nel terreno RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640)
(EuroClone) integrato con siero fetale bovino (FBS, EuroClone) al 10%, scomplementato a 56°C per 30
minuti), glutammina 2mM (EuroClone) e sodio piruvato 1 mM (EuroClone) a 37°C in atmosfera

umidificata contenente il 5% di CO,
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Le cellule MSC sono state coltivate in terreno DMEM 100 (Dulbecco’s Modified Essential Medium),
contenente 1000 mg/L di glucosio, EuroClone) integrato con siero fetale bovino (FBS, EuroClone) al 20%,
scomplementato a 56°C per 30 minuti, glutammina 2mM (EuroClone) e sodio piruvato 1 mM (EuroClone)
a 37°C in atmosfera umidificata contenente il 10% di CO2.

Tutte le cellule sono state rimosse da colture sub-confluenti utilizzando una soluzione di tripsina 0,05%-
EDTA 1mM (EuroClone), tranne nel caso delle cellule RAW264.7 che sono state staccate meccanicamente
mediante 1’utilizzo di scraper.

Il conteggio delle cellule € stato eseguito in una camera conta globuli (Birker).

In accordo con gli esperimenti, le cellule sono state trattate per tempi diversi con i farmaci Vemurafenib,
PLX4032 (MedChem Express, Stoccolma, Svizzera), Dacarbazina, DTIC (Sigma Aldrich, Milano, Italia),
Everolimus, RAD001 (MedChem Express, Stoccolma, Svizzera) Imatinib (MedChem Express, Stoccolma,
Svizzera), in combinazione o meno con Oleuropeina glucoside (purezza >90%) (Extrasynthese S.A., Lyon,
Nord-Genay, Francia), estratti da foglia di olivo e frazione di Oleocantale, preparati e caratterizzati nel
laboratorio della Prof.ssa Annalisa Romani (Universita di Firenze).

L’estratto da foglie di olivo utilizzato per i test in vitro su linee cellulari deriva da foglie di un oliveto situato
a Vinci (Firenze). Le foglie sono stato raccolte ad aprile 2018 e subito essiccate. L’estrazione della
componete fenolica é stata condotta utilizzando il 15% di foglie di Olea europaea L. (45 g di foglie/300 g
di acqua bidistillata) alla temperatura di 50°C per 60 min e mantenuta a temperatura ambiente tutta la notte
(12h). La polvere di foglie di olivo ¢ stata ottenuta attraverso il processo di liofilizzazione utilizzando il
sistema LYOVAC GT 2 (Leybold GmbH, Cologne, Germany). L’identificazione della composizione
fenolica della polvere di foglie di olivo e il retrotitolo della soluzione ottenuta dopo solubilizzazione della
polvere in H20 e utilizzata per gli esperimenti sono stati eseguiti tramite analisi HPLC-DAD. Tutti i
solventi (HPLC grade) e 1’acido formico (reagente ACS) sono stati acquistati da Aldrich Chemical
Company Inc. (Milwaukee, WI, USA). Gli standard molecolari quali, tirosolo, luteolina 7-O-glucoside,
acido clorogenico e oleuropeina sono stati acquistati da Extrasynthese S.A. (Lyon, Nord-Genay, France).
L’acqua HPLC-grade € stata ottenuta tramite doppia distillazione e purificazione mediante Labconco Water
Pro PS polishing station (Labconco Corporation, Kansas City, MO, USA). L’estratto utilizzato in questo
studio é stato testato dopo trattamento di 7 giorni in ratti femmina F344 alimentati con una dieta contenente
2.7 g di estratto per chilogrammo di dieta (corrispondente a 100 mg di estratto per chilogrammo di peso
corporeo) senza indurre alcun cambiamento ponderale negli animali.

La mancata tossicita dell’estratto ¢ in linea con quanto dimostrato da altri studi: Guex e altri [210] hanno
dimostrato che un estratto da foglia d’olivo, testato su ratti ad una concentrazione maggiore di 2000 mg/kg
non induceva tossicita. Ancora Sepporta e altri [178] hanno dimostrato la mancanza di effetti collaterali in

topi dopo somministrazione di 125 mg di Ole/kg di peso corporeo. La dose standard di Ole utilizzata in
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vivo su modelli animali che va da 10 a 125 mg/kg non induce effetti tossici valutati in termini di vitalita
dell’animale [179] e di biomarkers del fegato come 1’alanina e 1’aspartato aminotransferasi [211].

La frazione arricchita in Oleocantale deriva dall’OEVO.

CRIOCONSERVAZIONE DELLE CELLULE

Le cellule sono state risospese alla concentrazione di 2-3x10° cellule/mL, in 90% di FCS e 10% di DMSO.
Le sospensioni cellulari sono state distribuite in fiale sterili e mantenute a -80 °C per 24h. Successivamente,
le fiale contenenti le cellule sono state trasferite in appositi contenitori per la criopreservazione e sottoposte

all’esposizione a vapori di azoto liquido (-150°C circa).

ACCERTAMENTO DELLA CONTAMINAZIONE DA MICOPLASMI

Per accertare la contaminazione da micoplasma le cellule utilizzate per questo studio sono state mantenute
in assenza di antibiotici e la presenza di micoplasma ¢ stata accertata periodicamente. L’analisi si basa sul
legame tra la bis-benzamide (fluoro cromo H333258, Hoechst) e le basi adenina e timina del DNA. Il
procedimento é stato eseguito su cellule adese su vetrini copri oggetto (Bio-Optica), fissate in acido acetico-
metanolo (1:3, v/v) ed esposte per 30 minuti a temperatura ambiente ad una soluzione di bis-benzamide in
PBS (0,25 pg/mL). | preparati, lavati in acqua distillata e montati su un vetrino portaoggetti (Bio-Optica)
sono stati esaminati al microscopio. Tale procedura consentiva di individuare le cellule contaminate da

micoplasma in base alla presenza di fluorescenza diffusa (puntiforme o a bastoncino) nel citoplasma.

SAGGIO DI VITALITA’ CELLULARE: TRYPAN BLUE

Le cellule sono state staccate con la tripsina, risospese nel loro terreno e poste poi in una provetta da cui
sono stati prelevati 10 pL. A quest’aliquota sono stati aggiunti 10 pL di trypan blu allo 0,4% in NaCl 0,9%.
Da questa combinazione 10 pL sono stati caricati nella camera conta-cellule di Burker ed ¢ stata effettuata

la conta al microscopio; le cellule blu, morte, sono state discriminate da cellule chiare luminescenti, vive.

SAGGIO DI VITALITA CELLULARE MTT

La vitalita cellulare & stata misurata utilizzando I'MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) (Sigma Aldrich, Milano, Italia). Le cellule sono state seminate in multiwell
da 96 in terreno completo senza rosso fenolo; i vari trattamenti sono stati aggiunti al terreno a tempi e dosi
diverse a seconda del tipo di esperimento. Dopo, I'MTT ¢ stato aggiunto al terreno e la piastra € stata
mantenuta nell’incubatore per circa due ore. Al termine dell’incubazione I’'MTT ¢ stato rimosso e i sali di
formazano formatisi sono stati solubilizzati utilizzando dimetil sulfossido (DMSO) (Sigma Aldrich,

Milano, Italia). Nel caso di cellule in sospensione, K562, il DMSO é stato aggiunto direttamente al terreno
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con ’'MTT senza rimuoverlo. Dopo 15 min di incubazione a temperatura ambiente la piastra ¢ stata letta a

595 nm con ’apposito lettore di piastre (Bio-Rad Via Cellini, Segrate (Milano), Italia)

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI PER L’ANALISI DI SPETTROMETRIA DI MASSA

Le cellule sono state lavate con PBS freddo contenente NA,VVO3; 1 mM, scrapate in PBS, centrifugate 5
minuti a 1200 rpm e lisate utilizzando acqua fredda. Dopo le cellule sono state sonicate 3 volte per 5 minuti
e il supernatante ¢ stato raccolto per 1’analisi di spettrometria di massa. I campioni sono stati analizzati
utilizzando I’HPLC “High Performance Liquid Chromatography” accoppiata alla sorgente di Turbo Ion
Spray a ioni negativi in accordo con quanto descritto precedentemente [212].

VALUTAZIONE DELL’APOPTOSI CELLULARE TRAMITE SAGGIO DI INCORPORAZIONE
ANNESSINAV/PI

Le cellule sono state lavate con 1’“Annexin binding buffer”, e risospese in 100 pl di Annexin binding buffer
con I’aggiunta di 5 pl di Annessina V APC o FITC-coniugata (ImmunoTools, Friesoythe, Germania) e di
1 pl di soluzione ioduro di propidio (P1)/ Annexin binding buffer alla concentrazione di 100 pg/ml, per 15
minuti al buio a temperatura ambiente. Dopo sono stati aggiunti 400 pl di Annexin binding buffer per
campione e le cellule sono state analizzate al citofluorimetro (BD-FACS Canto BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA) in modo da quantificare le cellule vive (annessina V e Pl negative) in Q3, le cellule in
apoptosi iniziale (annessina V positive e Pl negative) in Q4, le cellule in apoptosi tardiva (annessina V e Pl
positive) in Q2 e le cellule in necrosi (annessina negative V e PI positive) in Q1. Per ogni campione sono

stati analizzati 10000 eventi.

ANALISI DEL CICLO CELLULARE

La distribuzione del ciclo cellulare ¢ stata analizzata in base al contenuto di DNA rilevato tramite marcatura
con PI. Le cellule sono state centrifugate e incubate in una soluzione contenente 0.1% di trisodio citrato e
0.1% di NP40 (o triton x-100) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) con 1’aggiunta di PI 50 ug/mL a 4°C
al buio per 30 minuti. Le cellule marcate sono state poi analizzate al citofluorimetro (BD-FACS Canto, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)

ESTRAZIONE DELL’RNA e PCR QUANTITATIVA (qPCR)

L’RNA totale dei diversi tipi cellulari ¢ stato estratto mediante 1’uso del TRI Reagent® RNA Isolation
Reagent (SIGMA). La determinazione del contenuto in RNA e stata effettuata con lettura allo
spettrofotometro ad una lunghezza d’onda di 260 nm. Il grado di purezza del’RNA estratto ¢ stato

determinato in base al rapporto tra il valore di assorbimento a 260 nm (caratteristico degli acidi nucleici) e
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quello a 280 nm (caratteristico delle proteine), con un valore ottimale compreso tra 1.8 e 2.0. L’integrita
dell’RNA estratto veniva valutata mediante elettroforesi su gel d’agarosio al 2%. L’RNA ¢ stato conservato
ad una temperatura di -80°C fino al momento della retro-trascrizione.

Il cDNA é stato retro trascritto incubando 2 g di RNA totale con 4 U/uL of trascrittasi inversa (Promega,
San Luis Obispo, CA, USA) seguendo il protocollo indicato. La PCR quantitativa é stata eseguita usando
GoTag® Probe Systems (Promega). Ogni campione é stato analizzato in triplicato utilizzando Applied
Biosystems 7500 Sequence Detector (BioRAd, segrate, Milano, Italia) cosi settato: 40 cicli a 95° C per 15
secondi, 60°C per 60 secondi. I livelli di mRNA sono stati normalizzati in riferimento al 18S. | primer

utilizzati sono i seguenti:

Gene FW RV

MCT1 | 5°>-GTGGCTCAGCTCCGTATTGT-3’ 5’-GAGCCGACCTAAAAGTGGTG-3’
MCT4 | 5>-CAGTTCGAGGTGCTCATGG-3’ 5’>-ATGTAGAGGTGGGTCGCATC-3’
GLUT1 | 5°-CGGGCCAAGAGTGTGCTAAA-3’ 5’>-TGACGATACCGGAGCCAATG-3’
GLUTS3 | 5°>-CGAACTTCCTAGTCGGATTG-3’ 5’>-AGGAGGCACGACTTAGACAT-3’
LDHA | 5°>-AGCCCGATTCCGTTACCT-3’ 5’>-CACCAGCAACATTCATTCCA-3’
PKM2 | 5>-CAGAGGCTGCCATCTACCAC-3’ 5’-CCAGACTTGGTGAGGACGAT-3’
PDK1 5’-CCAAGACCTCGTGTTGAGACC-3’ 5>-AATACAGCTTCAGGTCTCCTTGG-3’
HK2 5’- CAAAGTGACAIcGTGGGTGTGG-3’ 5’- GCCAGGTCCTTCACTGTCTC-3’

18S 5’-CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT-3’ 5’>-CGAACCTCCGA CTTTCGTTCT-3’
PDP2 5’>-ACCACCTCCGTGTCTATTGG-3’ 5’>-CCAGCGAGATGTCAGAATCC-3’
CytC 5’>-TTGCACTTACACCGGTACTTAAGC-3* | 5>-ACGTCCCCACTCTCTAAGTCCAA-3’
GLS1 5’>-TGCTACCTGTCTCCATGGCTT-3’ 5’-CTTAGATGGCACCTCCTTTGG-3’

ANALISI PROTEICA MEDIANTE WESTERN BLOT

Le cellule sono state lavate con PBS freddo contenente Na,VVO3; 1 mM e lisate in un buffer di lisi (Merck
Millipore, Vimodrone, Milano, Italia contenente PMSF 100 uM (Sigma Aldrich, Milano, Italia), sodio
ortovanadato (Sigma Aldrich, Milano, Italia) e cocktail di inibitore delle proteasi (Calbiochem). Il
contenuto proteico ¢ stato dosato tramite utilizzo del Bradford (Sigma Aldrich, Milano, Italia). | campioni
sono stati preparati in modo da avere una soluzione contenente il 65% di estratto proteico, il 25% di BoltTM
LDS Sample Buffer 4x (Life Technologies, Monza, Italia) e il 10% di BoltTM Sample Reducing Agent
10X (Life Technologies, Monza, Italia). La separazione delle proteine € stata eseguita utilizzando gel
precast Bolt 4-12% Bis-Tris Plus (Life Technologies, Monza, Italia). Il trasferimento delle proteine é stato
effettuato su membrane di PVDF (polyvinylidene difluoride) (Life Technologies, Monza, Italia) utilizzando
il sistema iBlot2 (Life Technologies, Monza, Italia). Le membrane sono state poi incubate con rosso
ponceau per accertarsi dell’avvenuto trasferimento e per verificare di aver caricato la stessa quantita di
proteine per ogni campione e successivamente sono state bloccate per 1 ora a temperatura ambiente con

1’Odyssey blocking buffer (Dasit Science, Cornaredo, Milano, Italia). Le membrane sono state poi incubate
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tutta la notte a 4°C con gli anticorpi primari diluiti in una soluzione 1:10dyssey blocking buffer/T-PBS
buffer.

Gli anticorpi primari utilizzati sono: anticorpi di coniglio anti poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)1 e
PARP1 clivato (1:1000, Cell signaling Technology, Danvers, MA, USA), anticorpo di coniglio anti-caspasi
3 clivata (1:1000, Cell signaling Technology, Danvers, MA, USA), anticorpo di coniglio anti pAKT
(1:1000, Cell signaling Technology, Danvers, MA, USA), anticorpo di coniglio anti AKT (1:1000, Cell
signaling Technology, Danvers, MA, USA), anticorpo di coniglio anti pERK (1:1000, Cell signaling
Technology, Danvers, MA, USA), anticorpo di coniglio anti ERK (1:1000, Cell signaling Technology,
Danvers, MA, USA) anticorpo di coniglio anti-PKM2 (1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA), anticorpo di coniglio anti-MCT-4 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
anticorpo di coniglio anti-GLUT1 (1:1000, Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA), anticorpo di
coniglio anti-iNOS (1:1000, Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA), anticorpo di coniglio anti-
COX-2(1:1000, Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA), anticorpo di coniglio anti Bcr-Abl (1:500,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anticorpo di coniglio anti HIFla (1:500, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) .

Dopo I’incubazione con 1’anticorpo primario le membrane sono state lavate con T-PBS e incubate con gli
anticorpi secondari di capra anti-coniglio 1gG Alexa Flour 750 o anti-topo 1gG Alexa Fluor 680 antibody
(Invitrogen, Monza, Italy) per 1 ora a temperatura ambiente, dopo di che sono state nuovamente lavate con
T-PBS ¢ lette all’Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR® Bioscience Lincoln, NE, USA). Gli
anticorpi primari di topo anti-Tubulina (1:1000, Cell signaling Technology, Danvers, MA, USA) e di
coniglio anti-vinculina (1:1000, Cell signaling Technology, Danvers, MA, USA) sono stati utilizzati per

normalizzare i livelli di proteine.

SAGGIO DI FORMAZIONE DELLE COLONIE

Approssimativamente 100 cellule per ml, sopravvissute ai vari trattamenti, sono state selezionate mediante
conta con trypan blue, seminate in terreno fresco e incubate per 10 giorni a 37°C. Le cellule sono state poi
lavate con PBS, fissate con metanolo freddo e colorate mediante apposito kit Diff Quik kit (BD Biosciences,

Franklin Lakes, NJ, USA). Le colonie colorate sono state fotografate e contate.

ANALISI DEL METABOLISMO CELLULARE MEDIANTE SEAHORSE

L’acidificazione extracellulare (ECAR) e il consumo di ossigeno (OCR) sono stati determinati con lo
strumento Seahorse XF96 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience, Billerica, MA, USA)
utilizzando il Seahorse XF Glycolysis Stress Test Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) per
misurare il metabolismo glicolitico delle cellule. Le cellule sono state trattate in accordo con gli

esperimenti, poi sono state contate e seminate in apposite piastre da 96 dopo aver ricoperto i pozzetti con
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poli-D-lisina (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Le cellule sono state risospese nel XF Assay
Medium (Agilent Technologies) con 1’aggiunta di glutammina 1 mM (EuroClone, Paington, UK) e sono
state lasciate aderire alla piastra per almeno 30 minuti a 37°C. La piastra con le cellule ¢ stata lasciata ad
equilibrare in un incubatore senza CO; prima di essere inserita nello strumento per I’analisi. La cartuccia
pre-idratata é stata riempita con i farmaci previsti dal kit e calibrata dallo strumento prima dell’analisi sulle
cellule. La normalizzazione dei dati ottenuti & stata fatta sulla base del contenuto proteico di ciascun
pozzetto analizzato. 1l Software in dotazione con lo strumento ha elaborato automaticamente i dati che sono

stati poi esportati tramite Excel o Graphpad.

SAGGIO DI GRIESS PER IL DOSAGGIO DI NITRITI (NO2) NEI TERRENI DI COLTURA

La concentrazione di NO, prodotta dalle cellule é stata misurata utilizzando il reattivo di Griess. | terreni
di coltura delle cellule sono stati raccolti, centrifugati per eliminare eventuali cellule e trasferiti in una
multiwell da 96 insieme al reattivo di Griess in proporzione 1:1. La piastra € stata incubata per 15 minuti a
temperatura ambiente e poi € stata letta a 540 nm (Bio-Rad Via Cellini, Segrate (Milano), Italia). Il
trattamento con LPS o LPS/IFNy ¢ stato utilizzato come controllo positivo di produzione di NO". | valori
ottenuti sono stati normalizzati sul contenuto proteico e sono stati espressi in percentuale rispetto a LPS o
LPS/IFNy indicati come 100%.

MANTENIMENTO DEGLI ANIMALI E ANALISI EX-VIVO

Ratti Pirc (F344/NTac-Apcam1137) e wild type Fisher F344/NTac sono stati originariamente ottenuti da
Rat Resource Research Center (Columbia, MO 65201, USA) NY, USA) e allevati nel CESAL (Universita
di Firenze, Italia) in accordo con la Commisione per la Sperimentazione Animale del Ministro della Salute
Italiano. La colonia ¢ stata mantenuta accoppiando ratti Pirc eterozigoti con individui wild type e i cuccioli
sono stati genotipizzati a tre settimane di vita [213]. | cuccioli di ratto sono stati tenuti in gabbie in
polietilene con le loro rispettive madri fino al raggiungimento di quattro settimane di vita, dopo di che sono
stati separati e alimentati con dieta AIN-76 (ENVIGO) e utilizzati per il mantenimento della colonia fino a
11 mesi. All’eta di nove mesi i ratti Pirc e wild type sono stati assegnati in modo random ad una dieta
standard semisintetica AIN-76 (American Institute of Nutrition, 1976) o arricchita in Oleuropeina (2,7 g di
estratto/1kg di dieta). Dopo una settimana, gli animali sono stati sacrificati tramite CO,. Tutte le procedure
svolte erano in accordo con le direttive Europee 2010/63/EU per gli esperimenti su animali.
Processamento del colon raccolta e determinazione dei tumori

L’intero intestino é stato sezionato, lavato con soluzione salina e aperto longitudinalmente. | ratti Pirc
presentavano tumori macroscopici che sono stati contati e raccolti. Piccoli pezzetti (circa 25 mg) di lesioni
tumorali ¢ di mucosa apparentemente normale sono stati raccolti e immediatamente messi in RNAlater™

(RNA stabilization Reagent, Qiagen) e mantenuti a -80°C fino al momento dell’utilizzo. Gli adenomi sono
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stati contati e il diametro é stato misurato. Dalla mucosa normale della porzione mediale del colon e dai
tumori sono stati raccolti piccoli campioni di circa 9 mm?, fissati in formalina e processati per 1’analisi
istologica della proliferazione, dell’apoptosi e dell’espressione di CD68 in sezioni longitudinali di 4 um
come descritto da Femia e altri [214]

Valutazione della proliferazione, dell’apoptosi e dell’espressione di CD68

L’attivita proliferativa delle cellule prelevate dai tumori ¢ stata valutata determinando I’immunoreattivita
di PCNA “proliferating cell nuclear antigen” utilizzando un anticorpo monoclonale di topo (PC-10, Santa
Cruz, CA, USA) diluito 1:1000 come precedentemente descritto da Luceri e altri [215].

La valutazione dell’apoptosi cellulare € stata fatta su sezioni di colon incluse in paraffina e colorate con
ematossilina-eosina. | preparati sono stati poi osservati al microscopio e sono state contate le cellule
presentanti caratteristiche riconducibili all’apoptosi (restringimento della cellula, perdita dei contatti con le
cellule vicine, condensazione della cromatina e formazione dei corpi apoptotici, come descritto da Luceri
e altri [215].

L’espressione del CD68 (AbD Serotec, Oxford, Regno unito), marcatore dei macrofagi, € stata determinata
quantificando il numero di cellule positive alla marcatura come descritto da Femia e altri [216].
Isolamento di macrofagi peritoneali

I macrofagi sono stati raccolti a partire da essudato peritoneale degli animali. 20 ml di PBS freddo sono
stati iniettati nella cavita peritoneale dei ratti e raccolti. Gli essudati peritoneali sono stati lavati e i
macrofagi sono stati lasciati aderire su piastre in presenza di terreno DMEM4500 (EuroClone, Paington,
UK) senza rosso fenolo contenente 250 pg/ml di albumina sierica bovina. Una volta aderiti, i macrofagi
sono stati lavati e trattati per 48 ore con rIFNy (50U/ml) and LPS (10 ng/ml) (Sigma Aldrich, Milano,
Italia). La valutazione della produzione di NO; ¢ stata fatta mediante il reattivo di Griess ed espressa in um
di NO prodotto.

Espressione di iINOS mediante RT-PCR

L’RNA totale a partire dai campioni di tessuto ¢ stato estratto utilizzando il TRI Reagent® RNA Isolation
Reagent (SIGMA). Approssimativamente 500 ng di RNA di ciascun campione sono stati retrotrascritti
utilizzando RevertAid RT Kit (Thermo Scientific) e il cDNA é stato amplificato per la valutazione
dell’espressione di iNOS e della B-actina come controllo interno. La reazone ¢ stata fatta in un volume
totale di 25 pl contenenti 1X DreamTaq Green Buffer, 0.2 mM di dNTPs mix, 0.1 U di Taq polymerase
(ThermoFisher Scientific), 0.4 uM di ciascun primers per iNOS e per la B-actina. La PCR ¢ stata fatta
settando lo strumento con questi parametri: 95°C per 5 min e dopo 35 cycles at 95°C per 30 s, 60°C per 30
s, 72°C per 55 s e 72°C for 10 min. I prodotti della PCR sono stati separati su gel d’agarosio all’1,8% e
visualizzati tramite colorazione con SafeView (ABC). Gli ampliconi prodotti sono stati acquisiti mediante

un transilluminatore e I’intensita delle bande € stata analizzata utilizzando il software Quantity-One (Bio-
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Rad, Segrate, Milano, Italia). L’espressione di iNOS ¢ stata normalizzata sui livelli corrispondenti di -

actina. | primers utilizzati sono:

Gene FW RV
iNOS 5’-TACTGCTGGTGGTTACAAG-3’ 5°- GGTATGCCCGAGTTCTTT -3’
p-actina | 5°- TATGGAATCCTGTGGCATC -3’ 5’- GTGTTGGCATAGAGGTCTT -3’

ANALISI STATISTICA

I dati sono espressi come media + ’errore standard della media (SEM) indicato da barre verticali su
esperimenti rappresentativi di almeno tre esperimenti indipendenti. L’analisi statistica dei dati ¢ stata fatta
tramite i test di comparazione multipla ANOVA e Tukey e p <0.05 & considerato statisticamente

significativo.
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RISULTATI

Il melanoma € un tumore della pelle particolarmente aggressivo e sebbene la maggior parte dei pazienti al
momento della diagnosi presentino lesioni locali che possono essere rimosse chirurgicamente, la possibilita
che si manifestino delle metastasi rimane alta [216]. Negli ultimi anni sono stati fatti notevoli progressi per
quanto riguarda la terapia contro il melanoma, ma vista I’aggressivita e ’aumento dell’incidenza di questo
tumore, i ricercatori sono costantemente alla ricerca di nuovi stratagemmi terapeutici per ottimizzare

I’eradicazione della malattia.

1. Oleuropeina glucoside e melanoma

1.1 Effetti del trattamento con Oleuropeina (Ole) glucoside su cellule di melanoma

Il primo approccio é stato la valutazione dell’effetto del trattamento con Ole glucoside per 72h sulla vitalita
di tre linee di melanoma umano, A375, WM266-4 e M21. Alle dosi piu alte di 500 e 800 puM, il trattamento
con Ole ¢ in grado di ridurre significativamente la vitalita in tutte e tre le linee cellulari, mentre utilizzata
ad una concentrazione intermedia di 250 uM, Ole ¢ in grado di ridurre significativamente la vitalita solo
delle cellule WM266-4 e A375 ma non delle M21 (fig. 1a). Rispetto alle tre linee cellulari le A375
presentano una sensibilita a Ole intermedia e per questo motivo abbiamo deciso di utilizzarle per gli

esperimenti successivi.
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Figura 1. Effetti dell’Ole glucoside su cellule di melanoma umano A375, WM266-4 e M21. Immagine

ripresa da [212]
Vitalita cellulare eseguita con saggio MTT dopo 72h di trattamento con Ole a varie dosi. La significativita

e indicata con * (p< 0.05) e si riferisce al controllo non trattato.
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L’Ole durante il processo di produzione di OEVO [217] e durante il processo digestivo a livello della
mucosa intestinale, viene convertita nella forma aglicone a mezzo dell’azione enzimatica della B-
glucosidasi; sempre durante la digestione, 1’Ole aglicone viene metabolizzata a acido elenolico e
idrossitirosolo (HT) a cui vengono attribuite gran parte delle proprieta biologiche di Ole [218]. Per capire
se gli effetti riscontrati nelle cellule di melanoma fossero dovuti direttamente all’azione dell’Ole glucoside
0 se fossero da attribuire piuttosto alla forma aglicone o all’idrossitirosolo, abbiamo effettuato una
spettrometria di massa a partire dal contenuto proteico di cellule A375 trattate per 15 minuti con Ole
glucoside e abbiamo riscontrato la sua presenza all’interno delle cellule, mentre non sono state trovate

tracce né di Ole non glicata, né di idrossitirosolo (fig. 2)
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Figura 2. Valutazione della presenza intracellulare di Ole glucoside, Ole aglicone e idrossitirosolo in
cellule A375. Immagine ripresa da [212]
Indagine di spettrometria di massa sulla presenza di Ole glucoside e dei suoi metaboliti, Ole aglicone e

idrossitirosolo, all’interno di cellule A375 dopo 15 min di trattamento.

Per comprendere meglio il fenomeno della riduzione della vitalita associata al trattamento con Ole su cellule
A375, abbiamo eseguito un test di vitalita MTT a tempi e dosi diversi e abbiamo riscontrato che gia a 24h
la dose maggiore di 800 uM induce una riduzione significativa della vitalita cosi come la dose di 500 pum
a 48h. Il trattamento con la dose intermedia di 250 uM induce una riduzione della vitalita significativa a 48
e 72h, ma meno marcata rispetto alle dosi maggiori di 500 e 800 uM (fig. 3a).

Analizzando il livello di apoptosi mediante saggio citofluorimetrico di incorporazione di ioduro di propidio
e annessina V-FITC abbiamo trovato che mentre alla dose di 250 pm non si ha alcuna induzione di apoptosi
né a 24 che a 48h, dopo trattamento di 48h con Ole 500 uM si ha un incremento significativo della

percentuale di cellule in apoptosi (fig. 3b). A conferma di questo risultato abbiamo valutato i livelli di
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PARP1 clivata. PARP1 e una proteina appartenente alla famiglia delle poli ADP-ribosio polimerasi,
coinvolte in diversi processi cellulari tra cui I’apoptosi; durante I’innesco del processo apoptotico, PARP1
viene clivata grazie a degli enzimi chiamati caspasi e i livelli dei frammenti clivati possono essere utilizzati
per valutare 1’apoptosi cellulare. Come si vede dall’immagine (fig. 3c) I’apoptosi viene innescata dopo
trattamento con Ole a 500 uM per 48h, data dall’incremento evidente dei livelli di PARP1 clivata. La dose

di 250 um di Ole non risulta invece tossica né a 24 né a 48h.
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Figura 3. Effetti dell’Ole glucoside 250 e 500 uM su cellule di melanoma A375. Immagine ripresa da
[212]

a) Vitalita cellulare valutata a tempi e dosi diverse tramite saggio MTT; b) analisi dell apoptosi cellulare
indotta dal trattamento con Ole alle concentrazioni di 250 e 500 uM per 24 e 48h valutata tramite analisi
citofluorimetrica basata sull’incorporazione da parte delle cellule di loduro di propidio e annessina V -
FITC. ¢) Western Blot di PARP1 e PARP1 clivata in cellule trattate per 24 e 48 ore con ole glucoside alle
concentrazioni di 250 e 500 uM. | livelli di PARP1 clivata sono stati quantificati mediante analisi
densitometrica della forma clivata sulla forma totale di PARP1 e normalizzati poi sui corrispondenti valori

di tubulina S.* p < 0.05 si riferisce al controllo non trattato.

Una volta appurato che la dose di 250 UM non fosse tossica per le cellule, siamo andati ad investigare le
cause della riduzione della vitalita cellulare dopo trattamento con Ole a quella dose e abbiamo riscontrato
una diminuzione significativa dell’attivita proliferativa dopo esposizione a Ole per 48 e 72h (fig. 4a). A
48h di trattamento si osserva anche una diminuzione indotta da Ole sull’attivita di pAKT e pS6, mentre

rimane inalterata quella di pERK (fig. 4b).
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Figura 4. Effetti dell’Ole glucoside 250 uM su cellule di melanoma A375. Immagine ripresa da [212]

a) incremento del numero di cellule dopo trattamento con Ole 250 UM per 24, 48 e 72h b) Western Blot di
pAKT, AKT, pS6, S6, pERK e ERK in cellule trattate con Ole alla dose di 250 uM per 48h; i livelli di pAKT,
pPERK e pS6 sono stati quantificati sulla forma di proteina totale, rispettivamente AKT, ERK e S6,
normalizzati sui corrispondenti valori di tubulina f ed espressi come percentuale rispetto al controllo UT.

* p <0.05 si riferisce al controllo non trattato.

1.2 Effetti del co-trattamento Vemurafenib (PLX4032) + Ole glucoside su cellule di melanoma A375

Le cellule di melanoma A375 sono caratterizzate dalla presenza della mutazione V600E a carico
dell’oncogene BRAF e per questo sono suscettibili alla terapia con Vemurafenib (PLX4032), un farmaco
di nuova generazione che agisce selettivamente su BRAFVE, Abbiamo dunque voluto testare se il co-
trattamento PLX4032 + Ole fosse piu efficace del trattamento con il solo chemioterapico. | risultati ottenuti
suggeriscono che Ole non ¢ in grado di potenziare ’effetto di PLX4032 e questo si evince sia dall’analisi
della vitalita cellulare eseguita tramite MTT (fig. 5a) sia tramite il saggio di formazione delle colonie in cui
cellule vitali discriminate con conta a mezzo di Trypan blu a seguito del trattamento con PLX4032 * Ole

vengono seminate a bassa densita a dare colonie (fig. 5b).
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Figura 5. Effetti del co-trattamento Ole + Vemurafenib (PLX 4032) su cellule A375. Immagine ripresa
da [212]

a) vitalita dose e tempo dipendente effettuata tramite MTT; b) saggio di formazione delle colonie da parte
di cellule vitali selezionate mediante conte con trypan blue dopo trattamento di 72h con PLX4032 alle dosi
di 0,5e 1 uM + Ole 250 pM. [212]

1.3 Effetti del co-trattamento Dacarbazina (DTIC) + Ole glucoside su cellule di melanoma A375

Dal momento che I’associazione PLX 4032-Ole non si € dimostrata efficace nell’incrementare 1’effetto del
solo PLX4032, ci siamo spostati su un altro farmaco, la Dacarbazina (DTIC). DTIC é un farmaco
chemioterapico antitumorale che appartiene alla classe degli agenti metilanti del DNA ed é utilizzato per il
trattamento del melanoma in fase avanzata. L utilizzo di DTIC (270 e 540 uM) in associazione a Ole (250
uM) ha mostrato un’efficacia maggiore rispetto al trattamento singolo con DTIC nel ridurre la vitalita
cellulare valutata tramite MTT dopo 24,48 e 72h di trattamento (fig. 6a). Anche il saggio di formazione di
colonie da parte di cellule sopravvissute ai trattamenti e selezionate mediante saggio di esclusione con
trypan blue ha confermato il fatto che Ole € in grado di potenziare gli effetti di DTIC utilizzata sia alla dose
di 270 che alla dose di 540 pM; infatti, il numero di colonie osservato risulta minore quando DTIC viene

data in associazione a Ole piuttosto che quando la DTIC viene somministrata singolarmente (fig. 6¢).
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Per avere ulteriore conferma di questo fenomeno abbiamo effettuato un’indagine di tipo molecolare
prendendo in esame 2 marcatori di apoptosi cellulare, la PARP1 clivata e la caspasi 3 clivata, e in entrambi
i casi abbiamo riscontrato un aumento nel trattamento combinato rispetto al trattamento singolo con DTIC
(fig. 6¢). L’indagine molecolare ¢ proseguita con la valutazione di 2 delle vie cellulari maggiormente
implicate nella sopravvivenza e nello sviluppo tumorale che sono la via di pAKT e la via di pERK; quello
che é stato riscontrato & che sia DTIC che Ole agiscono sulla medesima via di segnalazione di pAKT,
mentre non influenzano la via di pERK. L’effetto maggiore sulla modulazione della via di pAKT si ha nel
co-trattamento DTIC + Ole (fig. 6¢).
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Figura 6. Effetti del co-trattamento Ole + Dacarbazina (DTIC) su cellule A375. Immagine ripresa da
[212]

a) vitalita dose e tempo dipendente effettuata tramite MTT; b) saggio di formazione delle colonie da parte
di cellule vitali selezionate mediante conte con trypan blue dopo trattamento di 72h con DTIC alle dosi di

270 e 540 uM = Ole 250 pM; a destra la riduzione del numero di colonie rispetto al controllo; c) Western
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Blot di PARP1, PARP 1 clivata, caspasi 3 clivata, pAKT, AKT, pS6, S6, pERK e ERK dopo trattamento con
DTIC 270 e 540 uM = Ole 250 uM per 48h. I livelli di pAKT, pERK e pS6 sono stati quantificati sulla
proteina totale, rispettivamente AKT, ERK e S6 e normalizzati poi sui corrispondenti valori di tubulina f e
sono espressi come percentuale rispetto al controllo UT. * p <0.05 si riferisce al co-trattamento DTIC +

Ole rispetto al singolo trattamento con DTIC.

1.4 Effetti del co-trattamento Everolimus (RADO001) + Ole glucoside su cellule di melanoma A375

In diversi tipi di cancro, incluso il melanoma, la via di segnalazione di pAKT é alla base di molti processi
cellulari; questa stessa via puo essere implicata nei fenomeni di resistenza ai farmaci; studi precedenti
effettuati nel nostro laboratorio hanno dimostrato che nel melanoma pAKT guida la resistenza
farmacologica al Vemurafenib in cellule esposte a bassi livelli di pH extracellulare [71]. Per questo motivo
abbiamo deciso di testare I’effetto di Ole in associazione con un farmaco che agisce sulla via di
pmTOR/AKT, Everolimus (RAD001). Come mostrato in figura 7, il co-trattamento RAD001 + Ole &€ molto
piu efficace del singolo trattamento con RADOOL e questo & ancor piu evidente sia nel saggio di vitalita
cellulare eseguito con MTT (fig. 7a) che nel saggio di formazione delle colonie (fig. 7b). L’indagine
molecolare di PARP1 clivata e della caspasi 3 clivata ha confermato ulteriormente 1’aumento della morte
cellulare indotta dal doppio trattamento rispetto che dal singolo trattamento con RADOOL1 (fig. 7¢) e ’analisi
dei livelli di attivazione di pAKt, pS6 e pERK ha messo in luce che, come avevamo gia osservato, per il
co-trattamento DTIC+Ole, anche il co-trattamento RAD001+Ole coinvolge la via di pAKT mentre la via

di pERK risulta ancora una volta inalterata (fig.7c).
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Figura 7. Effetti del co-trattamento Ole + Dacarbazina (DTIC) su cellule A375. Immagine ripresa da
[212]

a) vitalita dose e tempo dipendente effettuata tramite MTT; b) saggio di formazione delle colonie da parte
di cellule vitali selezionate mediante conte con trypan blue dopo trattamento di 72h con RADOQ01 alle dosi
di 10 e 20 uM = Ole 250 pM, a destra la riduzione del numero di colonie rispetto al controllo; c) Western
Blot di PARP1, PARP 1 clivata, caspasi 3 clivata, pAKT, AKT, pS6, S6, pERK e ERK dopo trattamento con
RADOO01 10 e 20 pM % Ole 250 pM per 48h. 1 livelli di pAKT, pERK e pS6 sono stati quantificati sulla
proteina totale, rispettivamente AKT, ERK e S6 e normalizzati poi sui corrispondenti valori di tubulina f5 e
sono espressi come percentuale rispetto al controllo UT. * p <0.05 si riferisce al co-trattamento RAD001

+ Ole rispetto al singolo trattamento con RADOO1.
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1.5 Effetti del co-trattamento Everolimus (RAD001) +Ole glucoside su cellule di melanoma A375
resistenti a PLX4032

Vista I’efficacia del co-trattamento RAD0O01+ Ole, abbiamo pensato di sperimentarlo su cellule resistenti a

PLX4032. La resistenza a PLX4032 é stata indotta nei laboratori della Dottoressa Poliseno esponendo le

cellule A375 al farmaco per lunghi periodi [209]. In queste cellule 1’esposizione al farmaco non provoca

arresto della crescita cellulare (fig. 8a) e non determina un aumento della fase Go/G; del ciclo cellulare, al

contrario di quanto avviene in cellule non resistenti dopo 72h di trattamento con PLX4032 (fig. 8b). Da un

punto di vista molecolare abbiamo riscontrato che le cellule resistenti esprimono livelli piu alti di

pAKT/pS6 e invariati livelli di pERK, differentemente da cellule di controllo non resistenti che mostrano

una riduzione dell’attivita di pERK dopo 2h di esposizione a PLX4230 e di pS6 dopo trattamento di 24h

(fig. 8c). 1l co-trattamento RADOO01-Ole si € rivelato piu efficace del singolo trattamento con RAD001 nel

ridurre la vitalita delle cellule A375 resistenti a PLX4230 a 24,48 e 72h di trattamento (fig. 8d).
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RADO0O01-Ole su queste cellule. Immagine ripresa da [212].
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a) vitalita cellulare stabilita tramite MTT. * p < 0.05 si riferisce al controllo non trattato; b) distribuzione
del ciclo cellulare analizzata tramite analisi citofluorimetrica, * p < 0.05 si riferisce al controllo non
trattato; c) Western Blot di pAKT, AKT, pS6, S6, pERK e ERK in cellule trattate con PLX4032 alla dose di
2 UM per 2 e 24h; i livelli di pAKT, pERK e pS6 sono tati quantificati sulla proteina totale, rispettivamente
AKT, ERK e 86, normalizzati poi sui corrispondenti valori di tubulina f ed espressi come percentuale
rispetto al controllo UT. * p <0.05 si riferisce al controllo non trattato; d) vitalita cellulare stabilita tramite
MTT; * p <0.05 si riferisce al co-trattamento RADOO1 + Ole rispetto al singolo trattamento con RAD001.

2. Estratto da foglia di olivo arricchito in Oleuropeina (OLEO) e melanoma

I risultati incoraggianti ottenuti fino a questo punto ci hanno spinto ad indagare se un estratto da foglia di
olivo arricchito in Ole (OLEO) fosse ugualmente efficace nel potenziare I’azione di DTIC ¢ RADO0O0I
rispetto a Ole glucoside di sintesi. L’estratto che abbiamo utilizzato presentava una concentrazione finale
di 51.99% p/p (48.56% di secoiridoidi (Oleuropeina glucoside e Oleuropeina aglicone), 0.92% di
idrossitirosolo, tirosolo e derivati, 1.93% di flavonoidi, 0.57% di verbascoside e derivati) come mostrato in
tabella (tab 1)

mg/g dry extract

powder
Hydroxytyrosol 6.59
Tyrosol and derivatives 2.58
Verbascoside and derivatives 5.72
Flavonols 19:23
Oleuropein glucoside 410.27
Oleuropein aglycone 75.48
Total polyphenols 519.87

Tabella 1. Dati quali-quantitativi di estratto secco in polvere (mg/g) ottenuto da estratti da foglia di Olea.
| dati rappresentano la media di 3 determinazioni (deviazione standard <3%). Tabella ripresa da [212].

La soluzione utilizzata per il trattamento delle cellule é stata ottenuta dalla solubilizzazione di 56 mg di

polvere in 5ml di soluzione fisiologica.
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mM extract % composition
powder solution
Hydroxytyrosol 0,523 4.16%
Tyrosol and derivatives 0,345 2.74%
Verbascoside and derivvatives 0,057 0.45 %
Flavonols 0,353 2.81%
Oleuropein glucoside 8,994 71.47%
Oleuropein 2,312 18.37%
Total polyphenols 12,584 100 %

Table 2. Dati quali-quantitativi della soluzione utilizzata per i test sulle cellule espressi in mg/g di estratto
secco in polvere. Tabella ripresa da [212]

2.1 Effetti del trattamento combinato di DTIC, PLX4032, RAD001 + OLEO su cellule di melanoma
A375

OLEDQ, utilizzato in quantita tale da avere una concentrazione equimolare di Ole rispetto all’Ole di sintesi
testata precedentemente, si € rivelato ancora piu efficace nel potenziare gli effetti della DTIC ma soprattutto
di RADO001, mentre ancora una volta non e stato in grado di potenziare I’effetto di PLX4032 come mostrato
in fig. 9a dalla valutazione della vitalita cellulare tramite MTT. Il saggio clonogenico conferma quanto

evinto dall’MTT, cio¢ che I’estratto ha un alto potenziale di utilizzo in associazione con RAD0001 (fig. 9b)
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Figura 9. Effetto di un estratto di foglie di olivo arricchito in Ole da solo o in combinazione con DTIC,
RADO0O01 e PLX4032. Immagine ripresa da [212]

a) Vitalita cellulare dose-tempo dipendente valutata tramite saggio MTT; * p < 0.05 si riferisce al co-
trattamento Ole-RAD001/DTIC vs RAD001/DTIC da soli; b) saggio di formazione delle colonie da parte
di cellule vitali selezionate mediante conte con trypan blue dopo trattamento di 72h con RADO01 alle dosi

% of reduction

di 10 e 20 pM = ex. Ole 250 pM, a destra la riduzione del numero di colonie rispetto al controllo; * p <
0.05 si riferisce al co-trattamento Ole-RADO01 vs RAD001 da solo.

2.2 Caratterizzazione delle cellule di melanoma A375 trattate con OLEO

Visto e considerato che a parita di concentrazione, 1’estratto da foglia (OLEO) ¢ risultato piu efficace
dell’Oleuropeina glucoside di sintesi, abbiamo valutato la vitalita cellulare su cellule di melanoma A375
trattate con I’estratto per 24, 48 e 72h. Come riportato in fig. 10a, alle dosi di 400 e 800 uM D’estratto risulta
estremamente tossico gia a 48h, mentre alla dose di 200 uM si ha una riduzione di vitalita significativa pari
a circa il 30% come osservato per il trattamento con Ole glucoside a 250 um per 72h; per questo motivo
abbiamo deciso di utilizzare la dose di 200 uM per gli esperimenti successivi, dose non tossica per cellule

umane mesenchimali [219].
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OLEO a 110 pg/ml equivalenti a 200 uM, induce una diminuzione non significativa della proliferazione
cellulare non alterando il ciclo cellulare (fig. 10b e c), mentre ¢ in grado di ridurre la motilita cellulare

come valutato mediante saggio di chiusura della ferita (fig. 10d).
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Figura 10. Effetto dell’estratto di foglie di olivo arricchito in Ole (OLEO) su cellule di melanoma A375.
Immagine ripresa da [219].

a) Vitalita cellulare dose-tempo dipendente valutata tramite saggio MTT; * p <0.05 si riferisce al controllo
non trattato UT; b) proliferazione di cellule trattate con OLEO 200 pM. c) distribuzione del ciclo cellulare
valutata tramite saggio di incorporazione di ioduro di propidio dopo trattamento con OLEO 200 uM e
analizzata al FACS; d) valutazione della motilita cellulare tramite saggio di chiusura della ferita; * p <
0.05 si riferisce al controllo non trattato UT.

Al fine di comprendere le ragioni della diminuzione della vitalita cellulare associata alla motilita, abbiamo
svolto un’indagine di tipo metabolico poiché motilita cellulare e glicolisi sono strettamente correlate [220].
Per avere una visione piu dinamica del comportamento metabolico delle cellule trattate 0 meno con Ole o
con OLEO abbiamo utilizzato uno strumento chiamato Seahorse Bioanalyzer XF96. Questo strumento
permette un’analisi approfondita del metabolismo cellulare e a seconda del kit utilizzato in sede di analisi,

e possibile studiare sia il metabolismo di base che quello in condizioni di stress cellulare ottenuto mediante
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somministrazione di agenti specifici che colpiscono delle componenti chiave del metabolismo ossidativo o
glicolitico.

In questo studio € stato indagato il metabolismo glicolitico di varie linee cellulari partendo da quelle di
melanoma, in condizioni di stress del sistema utilizzando il Glycolyisis stress Test Kit.

Questo kit permette di misurare il grado di acidificazione del microambiente (ECAR) a seguito
dell’aggiunta di glucosio, oligomicina e 2-deossi-glucosio (2-DG).

Le cellule vengono incubate nel mezzo fornito dal kit che e privo di glucosio e piruvato (contiene solo 1mM
di glutammina) e viene misurato la prima volta ’ECAR. Questa prima misura si riferisce all’acidificazione
non glicolitica, cioé dovuta a processi cellulari diversi dalla glicolisi. Dopo la prima iniezione, quella di
glucosio, ’ECAR viene nuovamente misurato. Le cellule che hanno ricevuto il glucosio lo captano e lo
convertono in piruvato producendo ATP, NADH, acqua ¢ protoni. L’estrusione di protoni porta ad un
rapido incremento dell’ECAR. Questa risposta all’iniezione di glucosio ¢ considerata come il tasso di
glicolisi in condizioni basali.

La seconda iniezione é quella con 1’oligomicina, un inibitore dell’ ATP sintasi. L’oligomicina inibisce la
produzione di ATP mitocondriale e sposta la produzione di energia sulla glicolisi, con conseguente ulteriore
aumento del’ECAR ad indicare la massima capacita glicolitica.

L’iniezione finale ¢ quella con 2-DG, un analogo del glucosio che inibisce la glicolisi attraverso il legame
competitivo con I’esochinasi, il primo enzima della glicolisi. L’iniezione con il 2-DG porta ad una repentina
diminuzione del’ECAR a conferma del fatto che I’aumento dell’ECAR ¢ veramente dovuta alla glicolisi.

La differenza tra glicolisi e capacita glicolitica costituisce la riserva glicolitica.
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Figura 11. 4 sinistra un’illustrazione semplificata della glicolisi e dell’azione degli agenti utilizzati per
I"analisi con il Seahorse: glucosio, 2-DG e oligomicina. A destra il profilo che si ottiene a seguito
dell’analisi con Seahorse che permette di valutare glicolisi, capacita glicolitica, riserva glicolitica e
acidificazione non glicolitica. Immagini riprese da Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Test Kit User
Guide.
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2.3 Effetti del trattamento con OLEO sul metabolismo glicolitico di cellule di melanoma

Tramite analisi al Seahorse con I'utilizzo del Glycolyisis stress Test Kit siamo andati a valutare se il
trattamento, prima con Ole glucoside di sintesi e poi con OLEO, alterasse 1’assetto glicolitico di cellule di
melanoma. Sia Ole che OLEO determinano una diminuzione a livello della glicolisi dopo 24h di trattamento
in cellule primarie A375, ma non alterano i livelli della capacita glicolitica e della riserva glicolitica (fig.
12a e b). Inoltre, OLEO si ¢ dimostrato efficace anche nell’inibire la glicolisi in cellule di melanoma

metastatico A375M86, non intaccando i livelli di capacita glicolitica e riserva glicolitica.
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Figura 12. Effetti di Ole e OLEO sul metabolismo di cellule di melanoma. Immagine ripresa da [219]

Risultati dell’analisi metabolica mediante Seahorse su cellule A375 trattate con OLEO (a) e Ole (b) 200
MM somministrato per 24h e su cellule A375M6 trattate con OLEO 200 pM per 24h (d). La
rappresentazione grafica di glicolisi, capacita glicolitica e riserva glicolitica sono stati estratti dal software

di analisi dei risultati del Seahorse. * p < 0.05 si riferisce al controllo non trattato UT.

50



Oltre all’analisi mediante Seahorse sono stati analizzati i principali marcatori coinvolti nel metabolismo
glicolitico al fine di identificare quali potessero essere modulati dall’estratto. I analisi dei livelli di mMRNA,
ottenuti tramite Real time-PCR ha evidenziato I’inibizione significativa di 3 enzimi chiave della glicolisi:
MCT4, GLUTL1 e PKM2 a seguito della somministrazione di 200 uM OLEO per 24h (fig. 13a). MCT4 é
responsabile dell’estrusione di lattato, prodotto dalla glicolisi, nel compartimento extracellulare; GLUT1 ¢
il principale trasportatore di glucosio in cellule tumorali e PKM2 & un enzima tipicamente tumorale che
promuove la glicolisi in modo sostenuto. L’Inibizione di questi tre enzimi ¢ stata confermata dall’analisi

delle proteine corrispondenti (fig. 13b).
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Figura 13. Effetti di OLEO su marcatori metabolici in cellule A375 dopo 24h di trattamento. Immagine
ripresa da [219]

a) Valutazione tramite Real time-PCR dell espressione di geni coinvolti nel metabolismo glicolitico; * p <
0.05 si riferisce al controllo non trattato UT; b) Western blot dei livelli di PKM2, GLUT1 e MCT4
quantificati mediante densitometria normalizzata sui livelli di f-tubulina; * p <0.05 si riferisce al controllo

non trattato UT.
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2.4 Effetti del trattamento con OLEO sul metabolismo glicolitico di cellule di tumore del seno, del

colon e su cellule di leucemia

Per avere ulteriore conferma dell’attivita inibitoria dell’estratto sull’attivita glicolitica sono state indagate
anche cellule di tumore della mammella, MDA-MB, del colon, HCT116, e di leucemia mieloide cronica,
K562.

Sebbene la capacita proliferativa di queste cellule risultasse inalterata (fig. 14a, c, e), I’analisi effettuata a

mezzo del Seahorse ha confermato I’effetto anti-glicolitico di OLEO, efficace a 200 uM nel tumore della

mammella cosi come nel tumore del colon e a 400 uM nelle cellule di leucemia (fig. 14b, d, f).
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Figura 14. Effetti di OLEO sul metabolismo glicolitico di cellule di tumore della mammella, di colon e
su cellule di leucemia mieloide cronica. Immagine ripresa da [219]
Valutazione della proliferazione cellulare dopo trattamento con OLEO 48h (a, ¢, €) e risultati dell’analisi

metabolica mediante Seahorse (b, d, f) dopo trattamento di 48h con Ole alle concentrazioni di 200 pM e
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400 uM. La rappresentazione grafica di glicolisi, capacita glicolitica e riserva glicolitica sono stati estratti

dal software di analisi dei risultati del Seahorse. * p < 0.05 si riferisce al controllo non trattato UT.

3. Estratto da foglia di olivo arricchito in Oleuropeina (OLEQ) e tumore del

colon: valutazione in vitro e in vivo.

3.1 Valutazione degli effetti di OLEO in cellule di tumore del colon HCT116

Poiché il tumore al colon rappresenta il terzo tipo di tumore piu diagnosticato nel mondo e la seconda causa
di morte di morte per tumore in Europa, abbiamo testato 1’estratto sulle stesse cellule utilizzate per gli studi
del metabolismo, le HCT116.
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Figura 15. Effetto dell’estratto di foglie di olivo arricchito in Ole (OLEO) su cellule di tumore del colon
HCT116.
Vitalita cellulare valutata tramite saggio MTT dopo 24h di trattamento con [’estratto a varie

concentrazioni; * p < 0.05 si riferisce al controllo non trattato UT

L’ effetto di riduzione piu significativo della vitalita cellulare si é ottenuto con le concentrazioni di 100 e
200 uM di OLEO a 72h (fig. 15). Percio lo studio dell’effetto combinato di OLEO con il chemioterapico,
attualmente in uso, il 5-fluorouracile (5-FU) alla dose di 25 pM, si & effettuato partendo dalla
concentrazione che determina la minore diminuzione della vitalita, cioé 12 uM fino a 50 uM, settandosi su
50 uM per I’esperimento del saggio clonogenico. Come riportato in fig. 16a il trattamento combinato 5-
FU+OLEOQ ha un effetto migliore del singolo trattamento con il farmaco come confermato anche dal saggio
di formazione delle colonie (fig. 16b).
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Figura 16. Effetti dell’Ole su cellule di tumore del colon HCT116.
a) vitalita cellulare valutata con saggio MTT dopo 72h di trattamento con OLEQ a varie dosi e con 5-FU;
b) saggio di formazione delle colonie. *p<0.05 si riferisce al trattamento combinato 5-FU+Ole rispetto al

singolo trattamento con 5-FU.

3.2 Valutazione di una dieta arricchita in OLEO su ratti Pirc

Alla luce delle evidenze raccolte in vitro sugli effetti dell’Oleuropeina, € stato deciso di intraprendere uno
studio in vivo utilizzando un modello animale di ratti Pirc (Polyposis In the Rat Colon). | Pirc sono un
modello ampiamente utilizzati per lo studio della carcinogenesi intestinale da poliposi adenomatosa
familiare, perché a differenza di altri modelli murini, come gli APC ™", che si discostano da quello che
avviene nell’uomo in quanto sviluppano tumori soprattutto nel piccolo intestino ma non nel colon [221-
223], i ratti PIRC presentano una mutazione su un allele del gene APC (F344/NTac-Apci™¥7) [224] che
comporta lo sviluppo spontaneo di tumori non solo nel piccolo intestino ma anche nel colon, cosi come

avviene nell’uomo.

Un gruppo di ratti Pirc (5 ratti) é stato quindi alimentato con una dieta arricchita in OLEO (100mg/kg pari
a circa 300 mg al giorno) per sette giorni mentre un altro gruppo (6 ratti) € stato sottoposto a dieta standard.
| ratti sono stati sacrificati e raccolti i vari campioni per le successive valutazioni.

Per prima cosa é stato indagato 1’effetto diretto del polifenolo sulle cellule tumorali.

E’ stata quindi valutata I’attivita proliferativa delle cellule presenti nelle lesioni tumorali, tramite marcatura
di PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) delle sezioni istologiche di tessuto tumorale, ed € stata
osservata una riduzione significativa del numero di cellule tumorali in ratti Pirc alimentati con OLEO (fig.
17a); sempre su sezione istologiche ¢ stata esaminata 1’apoptosi cellulare mediante colorazione con
ematossilina e eosina e individuazione delle caratteristiche cellulari di apoptosi; anche in questo caso la

dieta con OLEO ha mostrato un effetto significativo nell’indurre 1’apoptosi delle cellule tumorali (fig. 17b).
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Figura 17. Valutazione degli effetti di Ole su cellule tumorali di ratti Pirc.

a) valutazione dell’attivita proliferativa cellulare esaminata tramite marcatura di PCNA, espressa come
indice di marcatura “labeling index” (LI)/mm?; b) valutazione dell’apoptosi cellulare dopo colorazione dei
preparati istologici con ematossilina/eosina e osservazione al microscopio dei parametri cellulari di
apoptosi: restringimento della cellula, perdita di contatto con le cellule adiacenti, condensazione della
cromatina e presenza di corpi apoptotici. *p<0.05 si riferisce ai ratti alimentati con dieta arricchita in Ole

rispetto ai ratti alimentati con dieta standard.

In seguito, e stata esaminata 1’infiltrazione macrofagica presente nelle lesioni tumorali, essendo
I’infiammazione una componente fondamentale nel determinare lo sviluppo e la progressione neoplastica.
Attraverso indagine di tipo immunoistochimico i macrofagi sono stati marcati per CD68 e confrontato il
numero di macrofagi presenti nelle lesioni intestinali di ratti Pirc alimentati o0 meno con dieta arricchita in
OLEO senza riscontrare differenza (fig 18a). Dalla valutazione dell’espressione di iNOS valutata in Real
Time PCR nella mucosa di tessuto normale o tumorale dei ratti Pirc, &€ emerso che nei ratti Pirc alimentati
con dieta arricchita in OLEO, I’aumento di iNOS, nella mucosa tumorale rispetto a quella sana era minore
rispetto a quello presente in ratti PIRC con dieta standard (fig.18b).

Per arricchire ulteriormente la nostra indagine sull’importanza dell’infiltrazione macrofagica e quindi
dell’inflammazione nella carcinogenesi, Sono stati isolati i macrofagi peritoneali da ratti Pirc e quantificata
la produzione di NO2 nei terreni di coltura. Dopo trattamento con IFNy/LPS, i macrofagi derivanti da ratti
Pirc trattati con dieta a base di OLEO mostravano un aumento di NO, minore rispetto a ratti Pirc sottoposti
a dieta standard (fig.18c).
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Figura 18. Effetti della dieta arricchita in Ole su macrofagi di ratti Pirc.

a) espressione di CD68 in tumori del colon di ratti Pirc alimentati o meno con dieta arricchita in Ole; b)
espressione di iNOS nella mucosa normale o tumorale di ratti Pirc alimentati o meno con dieta arricchita
in OLEO valutata tramite Real time PCR. * p < 0.05 si riferisce alla dieta a base di OLEO rispetto alla
dieta normale; c) produzione di NO, da parte di macrofagi isolati da ratti Pirc alimentati o meno con dieta
arricchita in OLEO; i/ trattamento con IFNy/LPS viene utilizzato per stimolare la produzione di NOy . * p
<0.05 si riferisce al gruppo Pirc OLEO rispetto Pirc regular diet.

3.3 Valutazione degli effetti di OLEO su macrofagi murini RAW264.7

L’effetto antinfiammatorio dell’estratto arricchito in Ole € stato testato anche in vitro su un modello di
macrofagi murini, RAW264.7 stimolati con LPS per avere un controllo positivo di infiammazione. Il
trattamento acuto con OLEO per 24h e, ancor di piu, il trattamento cronico per 96h mostravano una
significativa riduzione della produzione di NO2 (fig. 19a) confermata dai livelli di iINOS analizzati in
Western Blot (fig. 19b). Per quanto riguarda un altro importante marcatore di inflammazione, COX-2, il
solo trattamento cronico & stato in grado di diminuirne i livelli (fig. 19b). Il trattamento di 96h ¢ stato
ottenuto trattando per 72h le cellule somministrando OLEO tutti i giorni, cambiando terreno, e poi per

ulteriori 24h in presenza o meno di LPS.
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Figura 19. Effetti del trattamento con Ole in macrofagi murini RAW264.7

a) produzione di NO, espressa in percentuale rispetto al controllo positivo dato da LPS. *p<0.0001 si
riferisce ai trattamenti con Ole rispetto al controllo positivo LPS; b) Western Blot dei livelli di iNOS e
COX2 normalizzati sui livelli di a-tubulina corrispondenti; la densitometria sulla destra € espressa in
percentuale rispetto al controllo positivo LPS; *p<0.0001 si riferisce ai trattamenti con Ole rispetto al
controllo positivo LPS.

Dopo ’analisi dell’azione di OLEO sulla componente infiammatoria, € stato

4. Estratto da foglia di olivo arricchito in Oleuropeina (OLEQ) + Oleocantale

(OC) e leucemia mieloide cronica.

Il pit grande vantaggio di utilizzare dei composti naturali nella terapia antineoplastica é dato dal fatto che
tali prodotti sono molto poco tossici per le cellule normali. Questo permette di poter azzardare delle
combinazioni di pit nutraceutici sfruttando le singole proprieta di ciascuno.

Si e valutato dunque di tentare 1’utilizzo combinato di due prodotti naturali, uno con azione
antiinflammatoria, ma al tempo stesso anche antiossidante, 1’Oleuropeina, ed uno ad azione prettamente
antinfiammatoria, 1’Oleocantale (OC). L’Oleocantale ¢ un polifenolo presente solo nelle olive e nell’olio
di oliva e che ha mostrato, come Ole, molteplici effetti biologici.

Di seguito riportiamo la caratterizzazione della frazione di Oleocantale ottenuta da miscele di olio di oliva

che é stata utilizzata in associazione all’estratto arricchito con Ole da foglie di olivo (tabella 2)
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Composto

mM
Idrossitirosolo 0,603
Tirosolo 0,451
10-idrossioleocanatale 12,089
Oleocantale 8,369
Oleuropeina aglicone 3,396
Ligstroside 0,865
Derivati Secoiridoidici 4,807
TOTALE 30,578

Tabella 3. Dati quali-quantitativi della soluzione utilizzata per i test sulle cellule espressi in mg/g di

estratto secco in polvere

Su cellule di leucemia mieloide cronica, K562, abbiamo valutato la dose risposta a seguito di stimolazione

singola con OLEO e OC per determinare la dose da utilizzare per gli esperimenti futuri. E stato dunque

deciso di proseguire lo studio utilizzando una dose intermedia di OLEO (200 uM) pari a quella utilizzata

per cellule di melanoma (fig. 20a), e una dose di 15 e 30 uM di OC, in linea con le dosi utilizzate in

letteratura su altri tipi cellulari [225,226] (fig. 20b).
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Figura 20. Valutazione della vitalita cellulare dopo trattamento di cellule K562 con OLEO e OC

Vitalita cellulare valutata con saggio MTT dopo 72h di trattamento con varie dosi di OLEO e OC
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Prima di proseguire con gli esperimenti sulle cellule di leucemia, é stato accertato che il co-trattamento
OLEO/OC (alla dose massima che utilizzeremo, ovvero 30 uM) non fosse tossico per cellule normali,
utilizzando fibroblasti MRC5 (fig. 21).
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Figura 21. Valutazione degli effetti di OLEO+OC su fibroblasti MRCS5.

Vitalita cellulare valutata con saggio MTT dopo 72h di trattamento

Successivamente € stato valutato 1” effetto del trattamento singolo con 200 M OLEO in combinazione con
15 e 30 uM OC sulle cellule K562, caratterizzate dalla presenza della traslocazione 9,22, che comporta
I’espressione costitutiva dell’oncoproteina Bcer-Abl. L’analisi dei marcatori molecolari maggiormente
coinvolti nella sopravvivenza e nella malignita delle cellule K562 ha mostrato che OC era piu attivo di
OLEO ed in grado di determinare un aumento dei livelli di Bcr-Abl, parallelamente ad una diminuzione di
HIFla (fig. 22a). La valutazione dell’apoptosi ha evidenziato come OLEO e, in misura maggiore, OC,
siano in grado di potenziare 1’effetto citotossico di 0,5 e 1 puM Imatinib (IMB) usato a dopo 72h di
trattamento (fig. 22b)
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Figura 22. Valutazione degli effetti di OLEO+OC su cellule K562.

a) Western Blot di Bcr-Abl, pCrk e HIF o in cellule trattate con OlexOC per 48h, i livelli di Ber-Abl, pCrk
e HIF l o sono stati normalizzati sui corrispondenti valori di vinculina ed espressi come percentuale rispetto
al controllo UT. * p < 0.05 si riferisce al controllo non trattato * p < 0.05 si riferisce al cotrattamento
Ole+Oc rispetto al trattamento con solo OC.

b) analisi dell’apoptosi cellulare indotta dal trattamento con Ole £ OC * Imatinib (IMB) per 72h valutata

tramite analisi citofluorimetrica basata sull’incorporazione da parte delle cellule di loduro di propidio e
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annessina V -APC. A destra il relativo grafico sulla quantita di cellule vive e morte espresse in percentuale.

* p <0.05 si riferisce al controllo non trattato
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DISCUSSIONE

Il melanoma € un tumore della pelle particolarmente aggressivo che sebbene costituisca soltanto 1’1-4% dei

tumori cutanei, si associa alla prognosi peggiore con circa il 60% di mortalita [227].

Il melanoma origina dai melanociti che risiedono nello strato basale dell’epidermide dove producono la

melanina, responsabile della pigmentazione della pelle; la funzione principale dei melanociti € quella di

offrire protezione dai raggi UV [228]. L’attivita e la sopravvivenza dei melanociti sono strettamente

dipendenti dalle cellule vicine come cheratinociti e fibroblasti, ma dipendono anche da fattori esterni come

I’irradiazione da raggi UV. Secondo il modello di Clark [229], I’insorgenza del melanoma ¢ un processo

che parte da un nevo benigno in cui i melanociti portano avanti una proliferazione controllata; I’accumulo

di mutazioni a livello dei melanociti si traduce nella formazione di un nevo displastico, melanoma, che pud

rimanere latente oppure propagarsi. La crescita del melanoma pu0 essere di due tipi: i) radiale, che rimane

confinata all’epidermide e ii) verticale, associata all’invasione dermica e che pud culminare nella

formazione di metastasi da parte delle cellule maligne [229].

Guidance
0 omuinebonore

~ | Dead Keratinocyte

[

. Stratum basale
. Malignant melanocyte

Adocytecl

Epidermis —

Papillary layer
Dermis

Ll

Reticular layer —

Subcutaneous layer —

A

Figura 23. Progressione del melanoma.

La formazione del melanoma avviene a partire da un nevo benigno formato da melanociti che in seguito

all’accumulo di mutazioni possono sviluppare un fenotipo maligno e crescere fino ad invadere il derma,

entrare nel circolo sanguigno e causare metastasi. Immagine ripresa da [230].
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Il melanoma ¢ considerato una patologia multifattoriale la cui insorgenza ¢ determinata dall’interazione tra
fattori genetici e ambientali. I primo fattore di rischio per lo sviluppo del melanoma ¢ dato dall’esposizione
ai raggi UV [231], ma anche la familiarita e quindi la predisposizione genetica giocano un ruolo chiave
nell’insorgenza della malattia. Nei casi di melanoma familiare le mutazioni responsabili dell’insorgenza
della patologia sono soprattutto quelle a carico di CDKN2A e piu raramente di CDK4 [232]. Anche un
elevato numero di nevi pud rappresentare un fattore di rischio, infatti circa il 25% dei melanomi si formano
da nevi benigni pre-esistenti [233].

Come per tutti i tumori, le alterazioni genetiche ed epigenetiche sono alla base della formazione e dello
sviluppo del melanoma; il 50-70% dei melanomi presentano mutazioni a carico di BRAF [234] per cui la
proteina risulta super-attivata, mentre circa il 20% presenta mutazioni a carico del proto-oncogene NRAS
[235]. All’interno delle mutazioni su BRAF, la mutazione prevalente (90% di tutte le mutazioni) € la V600E
[236].

In condizioni fisiologiche, la via delle MAPK viene attivata a seguito del legame tra un ligando
extracellulare e una protein chinasi di membrana. La protein chinasi di membrana, legatasi al suo ligando,
dimerizza e i due dimeri che si sono formati si fosforilano reciprocamente; quindi, il recettore attivato si
lega al dominio SH2 della proteina adattatrice, Grb2, che tramite il dominio SH3 lega la proteina SOS
attivandola. SOS funziona da fattore di scambio nucleotidico (GEF) specifico per RAS, infatti una volta
attivato consente la conversione di GDP in GTP da parte di RAS, promuovendone I’attivazione. RAS attiva
RAF tramite un processo multistep che implica cambiamenti conformazionali, fosforilazione e
dimerizzazione. RAF attivato fosforila e attiva MEK1 e MEK2, che a sua volta fosforila e attiva ERK1 e
ERKZ2. Una volta attivato, ERK regola tutta una serie di substrati citoplasmatici e nucleari, inclusi numerosi
fattori trascrizionali che controllano i geni responsabili della progressione nel ciclo cellulare e della
proliferazione. ERK inoltre fosforila e inattiva direttamente gli intermediari a monte attuando un
meccanismo di feedback negativo sulla via BRAF—-MEK1/2—ERK1/2 MAP. In aggiunta ERK regola
I’espressione di geni che codificano proteine come SPRY e DUSPs, che effettuano entrambi feedback
negativo sulla via. Le proteine SPRY agiscono annientando I’interazione Grb2-SOS, mentre le proteine
DUSPs costituiscono delle fosfatasi specifiche per ERK.

L’iperattivazione di ERK determina quindi una proliferazione incontrollata e contribuisce alla resistenza
all’apoptosi [237,238].

Sempre nei tumori mutati per BRAF, il feedback negativo ERK-dipendente blocca la via di segnalazione
innescata dal recettore tirosino-chinasico limitando la formazione di molecole di RAS attivo legato a GTP.
In questa situazione RAS ¢ insufficiente a promuovere la dimerizzazione di BRAF, quindi BRAF V600E

funziona come monomero anziché come dimero [239].
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Figura 24. Via di segnalazione di ERK in condizioni fisiologiche e in tumori presentati la mutazione
V600E a carico di BRAF.

In condizioni fisiologiche [’attivazione della via di ERK richiede il legame tra recettore di membrana e
ligando che innesca un meccanismo di attivazione “a cascata” che culmina con ERK. Uno dei fattori
cruciali della via di ERK & RAF che normalmente, una volta attivato da RAS, subisce un processo di
dimerizzazione/fosforilazione necessario per attivare MEK e quindi ERK. La presenza della mutazione
V600E a carico di RAF, fa si che la proteina funzioni come monomero indipendentemente dal legame

ligando-recettore, per cui comporta un’attivazione massimale della via di ERK. Immagine ripresa da

[240].

Accanto alla via delle MAPK, anche la via collaterale di PIBK/AKT & strettamente implicata nel
meccanismo di melanogenesi e nella progressione della malattia. L’iperattivazione di questa via nel
melanoma si associa all’aumentata espressione dei ligandi per i recettori tirosin chinasici o a mutazioni dei
recettori stessi [241-244], o a carico di PI3K/AKT/PTEN/MTOR [241,245-247]. Mutazioni a carico di

PTEN, associate all’aumento dell’espressione di AKT si trovano in circa il 10% dei melanomi [248-250].
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La rimozione chirurgica rappresenta il trattamento primario per i melanomi localizzati e viene associata a
biopsia dei linfonodi sentinella nel caso in cui la lesione superi gli 0.8 mm di spessore o sia ulcerata [251].
In caso di tumore metastatico, il trattamento chirurgico non € risolutivo e richiede delle terapie aggiuntive.
La chemioterapia utilizzata comprende essenzialmente due farmaci che sono la Dacarbazina (DTIC) e il
Temozolomide. La Dacarbazina ¢ stata approvata dalla FDA per il trattamento del melanoma nel 1975 e,
nonostante la sua modesta efficacia, rappresenta il trattamento standard per il melanoma metastatico e
costituisce la base per la maggior parte dei trattamenti combinati. 1l Temozolomide € un analogo della
Dacarbazina e non ha mostrato particolari vantaggi terapeutici rispetto a questa; la scelta tra Temozolomide
e Dacarbazina, dunque, ricade essenzialmente sul tipo di somministrazione, visto che il Temozolomide pud
essere assunto per via orale e la Dacarbazina no e sulla presenza di metastasi celebrali, dal momento che il
Temozolomide € capace di penetrare nel sistema nervoso centrale [252].

Un altro approccio terapeutico al melanoma ¢ costituito dall’immunoterapia che si basa sul potenziamento
della risposta immunitaria contro il tumore; I’immunoterapia ¢ anche utile per eliminare le cellule cancerose
danneggiate dai farmaci citotossici. | farmaci appartenenti alla classe degli immuno-terapici comunemente
utilizzati contro il melanoma sono I’interleuchina 2 (IL-2), I’interferone o (IFN-a) , Ipilimumab e timosina
a 1 [253]. IL-2 ¢ stata approvata dalla FDA nel 1998 e agisce stimolando la proliferazione e I’attivita di
cellule T [254]; IFN-a ¢ una citochina che viene rilasciata in risposta a patogeni o in presenza di cellule
tumorali ed é stata approvata come terapia adiuvante in pazienti con alto rischio di recidiva dopo resezione
chirurgica del melanoma [255]. Ipilimumab & un anticorpo monoclonale che blocca i recettori di CTLA-4,
che costituiscono dei recettori di membrana appartenenti alla famiglia delle immunoglobuline e che sono
over espresse nei linfociti T [256]; il suo utilizzo & stato approvato dalla FDA per il trattamento del
melanoma nel 2011 dopo che Hodi e altri [257] hanno dimostrato nel 2010 I’effetto significativo del
farmaco nell’aumentare la sopravvivenza in pazienti affetti da melanoma metastatico. Alla classe degli
agenti immunoterapici appartiene anche Imiquimod, un farmaco ad uso topico che agisce attivando TLR
7/8 e quindi promuovendo la produzione di citochine come IFN- o, IL-2 e TNF che stimolano la risposta
immunitaria innata [258].

Accanto alla chemioterapia e all’immunoterapia, nel trattamento del melanoma sono stati introdotti i
farmaci ad azione mirata che agiscono selettivamente su bersagli molecolari associati allo sviluppo e alla
progressione del tumore. I BRAF inibitori agiscono su BRAF che rappresenta 1’oncogene piu
frequentemente mutato nel melanoma; tra questi si annoverano Sorafenib, Vemurafenib, e Dabrafenib.
Sorafenib agisce su diversi recettori per tirosin chinasi quali BRAF, CRAF, PDGFR, VEGFR, p38 e c-kit;
e stato il primo farmaco studiato in pazienti con melanoma, ma non ha dato i risultati attesi, né utilizzato
da solo, né utilizzato in combinazione con altri farmaci [259,260]. Vemurafenib € un inibitore assunto per
via orale specifico per i tumori presentanti la mutazione BRAFV%E ed & trenta volte piu selettivo sulle

forme mutate di BRAF piuttosto che sulle forme non mutate [260]. Durante studi clinici ha mostrato
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un’efficacia ancora maggiore della Dacarbazina [261] e per questo motivo nel 2011 é stato approvato dalla
FDA per il trattamento del melanoma. Nonostante i benefici dati dal trattamento, i pazienti trattati con
Vemurafenib vanno presto incontro a resistenza farmacologica e questo rappresenta il limite maggiore a
questo tipo di terapia [262].

Dabrafenib & un inibitore di BRAFY5%E cento volte piu selettivo per la forma mutata piuttosto che per la
forma wild type [260] e il suo utilizzo nel trattamento del melanoma é stato approvato dalla FDA nel 2013.
Dabrafenib ha mostrato un’efficacia simile a quella del Vemurafenib [263] e in aggiunta é risultato attivo
contro metastasi al cervello [264]. Come per il Vemurafenib, il limite maggiore per I’utilizzo di Dabrafenib
e dato dal repentino sviluppo di resistenza nei pazienti [265].

Oltre a BRAF, altro bersaglio farmacologico € MEK; Trametinib € un inibitore selettivo di MEK assunto
per via orale che é stato approvato per il trattamento del melanoma metastatico nel 2013 [262] avendo
dimostrato in fase di studio, un’efficacia superiore alla chemioterapia [266,267].

Per aumentare 1’efficacia del trattamento farmacologica e ritardare o limitare il fenomeno della resistenza
farmacologica in clinica viene spesso tentato 1’approccio della terapia combinata che nella maggior parte
dei casi si basa sull’utilizzo del chemioterapico Dacarbazina in associazione con altri chemioterapici o con
farmaci ad azione mirata. Molto utilizzata in clinica ¢ anche I’associazione tra BRAF ¢ MEK inibitori che
ha mostrato un’efficacia maggiore rispetto al trattamento singolo con inibitori di BRAF [268]; il primo
trattamento combinato approvato é stato Dabrafenib+Trametinib [269].

Negli ultimi anni sono stati fatti studi anche sul possibile utilizzo di nanoparticelle e nanovescicole nel
trattamento del melanoma e i risultati ottenuti fanno ben sperare riguardo alla possibilita di una futura

applicazione in clinica finalizzata ad aumentare 1’assorbimento e quindi I’efficacia farmacologica.

MELANOMA TREATMENT MODALITIES

| |

Immuno-Therapy Topical Therapy
Chemotherapy Targeted Therapy Nanotechnology
Dacarbazine —> Ipilimumab Sorafenib Imiquimod —> Carbon NTs
Temozolomaide s IFN - a Vemurafenib —> Copper NPs
> IL-2 Dabrafenib >  Gold NPs
Tremitinib —>  Lipid NPs
—> Nanoemulsion

Figura 25. Classificazione dei trattamenti utilizzati contro il melanoma. Immagine ripresa da [269]
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Il problema maggiore connesso alle terapie in uso per il trattamento del melanoma € dato oltre che dagli
effetti collaterali, dall’insorgenza della farmaco resistenza. La resistenza ai farmaci ¢ un fenomeno che puo
essere dovuto a numerose cause, tra cui I’over espressione di alcune vie di segnalazione molecolari che
guidano la sopravvivenza e la progressione neoplastica. In particolare, molti studi hanno dimostrato che la
via di segnalazione di AKT e strettamente associata al fenomeno della resistenza farmacologica. AKT &
una serino treonino chinasi appartenente alla via di PI3K-AKT-mTOR, attivata a monte da un recettore di
tipo tirosin chinasico [270,271]; la sua funzione & estremamente varia all’interno della cellula, infatti
costituisce un mediatore della proliferazione, della sopravvivenza, della glicolisi, della sintesi proteica,
della stabilita genomica e si associa anche a fenomeni di inibizione dell’apoptosi in risposta a fattori di
crescita o a stimoli extracellulari [272,273]. Nel contesto tumorale, AKT é alla base di processi che portano
alla progressione ¢ alla diffusione metastatica, come la motilita cellulare, la chemiotassi e I’angiogenesi
[274,275].
AKT & conosciuto anche come protein chinasi B (PKB) a causa dell’alta omologia con la protein chinasi A
(PKA). Sono state identificati 3 isoforme di AKT, AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBp) e AKT3 (PKBYy), tutte
implicate in qualche modo nel cancro [276,277].
L’attivazione di tutte le isoforme di AKT avviene nel medesimo modo: in risposta al legame tra fattori di
crescita e stimoli extracellulari, come IGF-1, PDGF, citochine, ormoni e mitogeni, [278,279] con il
recettore tirosin chinasico, si ha 1’attivazione del dominio catalitico di PIP3K che recluta AKT sulla
membrana cellulare legando il dominio PH ai lipidi di membrana [280]. AKT quindi va incontro ad una
serie di cambiamenti conformazionali che culminano nella fosforilazione del residuo The308 da parte di
PDK1 e del residuo Ser473 ad opera della chinasi mTORC2 [281,282]. In aggiuntaa mTORC?2 altre chinasi
tra cui DNA-PK vanno a fosforilare e attivare AKT su Ser473 [283].
Una volta attivato, AKT fosforila, modulandoli, vari substrati cellulari, coinvolti nella sopravvivenza e
nella crescita della cellula; mTOR rappresenta il principale effettore a valle di PISBK/AKT ed € un regolatore
chiave del metabolismo che una volta attivato fosforila la chinasi ribosomiale S6 4E-BP1 promuovendo la
sintesi proteica. PTEN e PHLPP costituiscono due regolatori negativi di AKT promuovendone la
defosforilazione [284].
Nel contesto della resistenza farmacologica la via di PI3K-AKT é risultata implicata nella diminuzione
dell’efficacia di diversi farmaci, tra cui agenti citotossici, agenti ad azione specifica per i recettori tirosino
chinasici, farmaci anti-estrogenici e inibitori di BRAF/MEK/ERK.
La resistenza a farmaci citotossici AKT mediata e stata dimostrata in diversi tipi tumorali:

- Tumore della mammella [285-287]

- Tumore alle ovaie [288-291]

- Tumore del polmone [292]

- Tumore del pancreas [293]
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Per quanto riguarda invece farmaci ad azione mirata verso i recettori tirosin chinasici, AKT é risultato
coinvolto nell’insorgenza della resistenza in:

- Tumore del polmone trattato con farmaci anti-EGFR [294-300]

- Tumore della mammella [301-304]
La via di AKT é risultata implicata anche nella resistenza farmacologica con terapia anti-estrogenica nel
tumore della mammella [305,306].
Anche nel melanoma la via di AKT pu0 essere responsabile della non sensibilita ad un trattamento
farmacologico soprattutto ai trattamenti con BRAF/MEK inibitori [246]; dati ottenuti nel nostro laboratorio
hanno dimostrato che in cellule di melanoma BRAFV®%E mutate, 1’esposizione a bassi livelli di pH
determinava resistenza al trattamento con Vemurafenib, AKT mediata, e che utilizzando un farmaco
efficace contro AKT/mTOR, RADOO1, era possibile colpire le cellule resistenti all’inibitore di BRAF [71].
Visto il ruolo cruciale della via di AKT nel determinare I’efficacia di molti trattamenti farmacologici, negli
ultimi anni sono stati condotti diversi studi sull’associazione tra farmaci convenzionali e inibitori della via
di AKT; questo tipo di approccio € stato tentato con risultati molto positivi in cellule di tumore del polmone
[307] e della mammella [308-311].
In aggiunta ai prodotti di sintesi da affiancare all’utilizzo dei farmaci convenzionali nella terapia
antitumorale, molti composti naturali hanno mostrato una significativa inibizione della via di AKT. Su
cellule di tumore prostatico ¢ stato testato 1’indolo-3-carbinolo (13C) derivante dalla degradazione della
glucobrassicina che si trova in molte piante crocifere con risultante induzione di apoptosi cellulare AKT
mediata [312]; sempre su cellule di tumore prostatico e in aggiunta su cellule di tumore della mammella,
sono stati utilizzati polifenoli di thé verde e nero ed é stato dimostrato che erano in grado di inibire la
crescita cellulare agendo su AKT [313,314]. Inoltre, diversi flavonoidi hanno mostrato capacita di inibire
la via di AKT, ad esempio la nobiletina e la luteolina sono risultate in grado di inibire NFKB, AKT
dipendente, in cellule di fibrosarcoma umano e in macrofagi murini [315,316].
L’utilizzo di prodotti naturali in grado di agire su AKT in associazione a farmaci classici ¢ molto
vantaggioso perché apre lo scenario di un tipo di terapia complementare basata sull’utilizzo di un agente
non tossico da affiancare ad agenti farmacologici comunemente utilizzati in terapia. Noi, perseguendo
questo obiettivo, abbiamo testato 1’Oleuropeina Ole glicoside in cellule di melanoma e, assestandoci su una
dose non tossica 250 UM, abbiamo appurato che questa era in grado di inibire la vitalita cellulare modulando
proprio la via di AKT lasciando invece inalterata la via di ERK1/2. Questo risultato ¢ del tutto in linea con
guanto osservato da altri autori rispettivamente su cellule di glioma e di epatoma (HepGZ2). [317] [318]
L’Oleuropeina da noi testata entra all’interno delle cellule di melanoma dopo circa 15 minuti dal
trattamento e probabilmente ci0 € da attribuirsi al fatto che il melanoma, cosi come la maggior parte dei
tumori, esprimono i trasportatori del glucosio (GLUT 1 e GLUT3) che potrebbero favorire I’ingresso di

Ole nella cellula, dal momento che, nella sua forma glucoside, il polifenolo presenta una molecola di
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glucosio. Hamdi e altri [196] hanno dimostrato che I’effetto antiproliferativo di Ole in fibroblasti normali
si riduceva rimuovendo la molecola di glucosio mediante 1’utilizzo della B-glicosidasi e che il D-glucosio
e Ole competevano per il legame con i GLUT come dimostrato dall’incubazione di cellule di melanoma
con un eccesso di D-glucosio. Queste evidenze ci consentono di affermare che I’ingresso di Ole nella cellula
& mediato dai GLUT e che di conseguenza il suo effetto potrebbe essere maggiore in cellule over-esprimenti
questi trasportatori come le cellule tumorali, rispetto a cellule normali. Questa deduzione é fondamentale
se si pensa alla possibilita di colpire selettivamente le cellule tumorali e se, nel caso specifico del melanoma,
si vuole prospettare un’applicazione topica del prodotto direttamente sul nevo maligno con specificita di
azione su cellule tumorali ma non su quelle normali.

Visto ’effetto inibitorio sulla via di segnalazione operato da Ole, la nostra indagine ¢ proseguita andando
a verificare se questo polifenolo potesse essere in grado di potenziare 1’effetto di farmaci utilizzati per il
trattamento del melanoma. Il primo test e stato fatto utilizzando Ole in associazione con il chemioterapico
maggiormente utilizzato per il trattamento del melanoma, la Dacarbazina, DTIC. DTIC da sola ha mostrato
nei pazienti scarsi risultati in termini di sopravvivenza [252] e comporta una risposta della durata media di
circa 5-6 mesi con un tasso di risposta oggettivo di circa il 20% e un tasso di risposta completo del 5%
[319].

Escogitare un modo per potenziare gli effetti del trattamento con DTIC sarebbe estremamente utile ai fini
del trattamento del melanoma; i nostri esperimenti hanno dimostrato che a 250 uM, Ole era in grado di
potenziare 1’effetto di DTIC utilizzata a due concentrazioni, 270 e 540 uM, mentre non € stato evidenziato
lo stesso effetto potenziante utilizzando il Vemurafenib (PX4032) [212].

Il trattamento con Ole ¢, invece, risultato particolarmente promettente se associato ad un farmaco che agisce
sulla via di mTOR/AKT, Everolimus (RAD001). RADOO01 era stato utilizzato, precedentemente, nel nostro
laboratorio per colpire cellule esposte ad un ambiente acido resistenti alla terapia con PLX4032 [71];
I’associazione Ole/RADO01 si ¢ dimostrata particolarmente efficace, probabilmente, perché sia Ole che il
farmaco, hanno come target la via di mTOR/AKT. Molto interessante & il fatto che, anche in cellule esposte
cronicamente a PLX4032, in cui ’asse di segnalazione AKT/S6 ¢ particolarmente attivo rispetto a cellule
non resistenti (Fig. 8c), I’effetto di RADO001 viene incrementato dall’utilizzo di Ole.

Alla luce dei promettenti risultati ottenuti dall’impiego di Ole di sintesi su cellule tumorali, la nostra ricerca
si € indirizzata verso sull’utilizzo di estratti da foglie arricchiti in Oleuropeina, OLEO.

Utilizzare estratti da foglie significa sfruttare prodotti facilmente reperibili in natura e soprattutto derivanti
da scarti di frantoio che altrimenti verrebbero smaltiti. Le foglie, rispetto ai frutti della pianta di olivo,
contengono molti composti, tra cui i flavonoidi, che hanno mostrato notevoli attivita anti-tumorali [320—
324]. Inoltre nelle foglie i polifenoli si trovano in forma glicata [325] e la presenza di una molecola di

glucosio facilita il loro ingresso in cellule esprimenti alti livelli di GLUT ,come appunto ,le cellule tumorali.
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L’estratto da foglia che abbiamo utilizzato sulle cellule di melanoma ha rivelato una capacita ancora
maggiore rispetto all’Ole sintetica, di cooperare con DTIC, ma soprattutto con RADOOL.

Per comprendere piu a fondo i meccanismi attraverso cui Ole colpiva le cellule tumorali, partendo dall’
inibizione dell’attivita di pAKT operata dal polifenolo, ci siamo domandati se potesse esserci un legame
con il metabolismo cellulare. Come ben noto, le cellule tumorali sono avide di glucosio e, anche in presenza
di ossigeno, prediligono un metabolismo di tipo glicolitico, meno vantaggioso da un punto di vista
energetico, ma piu efficiente nel fornire alla cellula, nel minor tempo possibile, tutti gli intermedi necessari
all’accrescimento e alla proliferazione cellulari (effetto Warburg).

AKT é una delle piu importanti molecole di segnalazione che controlla il metabolismo cellulare in quanto
stimola I’ingresso di glucosio e il suo metabolismo in cellule tumorali [326]; per questo motivo si trova
spesso costitutivamente attivo in cellule maligne.

Da sempre il metabolismo cellulare rappresenta un importante target farmacologico e 1’identificazione di
nuovi composti capaci di modularlo & estremamente importante, ancor piu, se questi composti sono di
origine naturale e non causano effetti tossici.

Avvalendoci di uno strumento in grado di valutare in modo dinamico il comportamento metabolico delle
cellule, abbiamo trovato che lo stesso estratto da foglie (OLEO), utilizzato per potenziare la citotossicita di
DTIC e RADOOI, era in grado di diminuire I’attivitd metabolica di cellule di melanoma primarie e
metastatiche, ma anche di cellule di tumore del colon, del seno e di leucemia [327]. In linea con i nostri
risultati, anche altri autori hanno evidenziato 1’azione di prodotti naturali sul metabolismo di cellule
tumorali: [328], [329].

L’attivita anti-glicolitica di OLEO, risultava associata alla diminuzione, valutata sia a livello di mRNA che
di proteina, di 3 enzimi del metabolismo glicolitico: GLUT1, PKM2 e MCT4.

GLUT1 appartiene alla famiglia dei GLUT che rappresentano una famiglia di enzimi responsabili
dell’ingresso del glucosio all’interno della cellula; tali trasportatori risultano over-espressi in cellule
tumorali e guidano la glicolisi aerobia che caratterizza i tumori [330]. Appartenente alla famiglia dei GLUT,
GLUT1 e una delle isoforme piu studiate soprattutto nel contesto tumorale, in quanto si trova over-espresso
in vari tipi di tumore che mostrano aumentati livelli di glucosio intracellulare rispetto alle cellule normali
[331].

Il valore prognostico di GLUT1 nei tumori & ancora argomento dibattuto; tuttavia vari studi hanno
dimostrato che I’over-espressione di GLUT1 é strettamente correlata a prognosi negativa nei pazienti [332].
Per questi motivi I’inibizione dell’attivita di GLUT1 risulta molto importante nell’ottica di deprivare le
cellule tumorali della loro principale fonte di sostentamento, il glucosio, in modo da rallentarne o ancor
meglio arrestarne la crescita. Come noi anche altri ricercatori hanno testato 1’utilizzo di composti naturali
per inibire I’attivita di GLUT1 [333,334] con risultati che fanno prospettare la concreta possibilita di

sfruttare prodotti nutraceutici per la loro attivita anti-glicolitica.
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La piruvato chinasi (PK) catalizza 1’ultimo step irreversibile della glicolisi che consiste nella conversione
del fosfoenolpiruvato in piruvato. Nei mammiferi esistono quattro isoforme di PK, PKM1, PKM2, PKL e
PKR, tutte tessuto specifiche [335].

In particolare PKM2 si trova espressa in tutte le cellule proliferanti, specialmente nei tumori e nel tessuto
embrionale [335-337]. L’isoforma PKM2 che si ritrova a livello fetale viene ben presto sostituita da PKM1,
PKL o PKR aseconda del tessuto [335]; nelle cellule cancerose avviene esattamente il contrario, cioe viene
ad essere espressa PKM2 e vengono gradualmente perse le altre isoforme [335-337]. PKM2 esiste sia come
tatramero ad alta attivita catalitica, che come dimero a bassa attivita catalitica [335,338]; nei tumori e spesso
presente sotto forma di dimero e promuove la sintesi di macromolecole indispensabili per la proliferazione
e la crescita tumorali [339,340]. Inoltre, studi recenti hanno evidenziato che PKM2 agisce anche come
protein chinasi utilizzando il fosfoenolpiruvato come substrato per promuovere la tumorigenesi [341]. Il
ruolo cruciale che PKM2 svolge nel metabolismo glicolitico la rende un ottimo bersaglio terapeutico per
bloccare la crescita tumorale.

Il nostro studio mostra che OLEO ¢ efficace anche su PKM2, sia a livello di mRNA che di proteina,
portando ad una diminuzione significativa dell’espressione e dell’attivita dell’enzima. Come noi altri autori
risultato in grado di inibire la glicolisi aerobia e i livelli di PKMZ2 in cellule di varie linee tumorali di [342],
[343] [344] cosi come la curcumina, un noto composto fitopolifenolico [345].

Altro marcatore metabolico bersaglio dell’azione inibitoria di OLEO su cellule di melanoma ¢ MCT4;
MCT4 ¢ un trasportatore di lattato caratterizzato da un’affinita molto bassa per il piruvato e maggiore per
il lattato, questo fa si che, prima di essere trasportato all’esterno della cellula, il piruvato che si & formato a
seguito della glicolisi, venga convertito in lattato [346]. La famiglia dei trasportatori dei monocarbossilati
& composta da 14 membri, di cui solo MCT1 e MCT4 hanno mostrato un ruolo significativo nel cancro
[347]; I’over-espressione di MCT1 e MCT4 é stata riportata in diversi tipi di cancro, tra cui quello del seno,
del colon, del pancreas, della prostata, del rene e nel glioblastoma [348]. Uno studio di tipo
immunoistochimico condotto su 365 pazienti affetti da melanoma ha rivelato che MCT4 si trova
significativamente aumentato nelle lesioni metastatiche ed € associato a prognosi negativa [349]. MCT4 é
risultato coinvolto anche nel processo di metastatizzazione del cancro gastrico [350] e del carcinoma colon-
rettale [351,352]. Dal momento che lo shuttle del lattato tra cellule € un evento fondamentale per la
progressione neoplastica, & evidente che i trasportatori dei monocarbossilati sono dei bersagli molto validi
per la terapia anti-tumorale e trovare in natura composti non tossici in grado di ridurne I’efficienza
funzionale rappresenta un importante passo nell’utilizzo di prodotti naturali in associazione con i farmaci
antitumorali attualmente in uso.

I nostro studio sull’effetto antitumorale di OLEO é proseguito andando a considerare un altro tipo di

tumore, il tumore del colon e in previsione di condurre un esperimento in vivo abbiamo valutato OLEO su
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cellule di tumore del colon HCT116. OLEO ha mostrato capacita inibitorie sulla vitalita di e sulla capacita
di queste cellule di formare colonie e soprattutto si é rivelato ancora una volta in grado di potenziare gli
effetti del 5-FU comunemente utilizzato per il trattamento del tumore del colon.

Dopo aver ottenuto tutte queste importanti informazioni sull’effetto di OLEO in esperimenti condotti in
vitro, abbiamo pensato di avvalorare ulteriormente queste evidenze ricorrendo ad un modello animale di
tumore del colon. Il tumore colonrettale rappresenta il terzo tipo di tumore pit diagnosticato nel mondo
[353] ed € la seconda causa di morte per tumore in Europa [354]. Molti modelli animali di cancro del
colonretto si basano sulla presenza di mutazioni a livello del gene Apc, che si trova mutato in piu dell’80%
dei tumori del colon nell’uomo [355]. La perdita di funzione del gene Apc comporta I’attivazione della via
di segnalazione di WNT che porta alla trascrizione di geni promuoventi il tumore, tra cui Myc [356].

Lo sviluppo del tumore del colon é un evento strettamente collegato a fattori microambientali; di particolare
rilevanza ¢ I’associazione tra inflammazione e cancro del colon. Gli individui che soffrono di coliti ulcerose
e che sono in generale soggetti a fenomeni infiammatori a livello intestinale sono piu predisposti a
sviluppare il cancro del colon [357].

Nonostante circa il 75% dei casi di tumore del colon siano sporadici, molte forme insorgono a causa di una
predisposizione familiare [358]. La sindrome da poliposi adenomatosa familiare (FAP) prevede la
formazione di centinaia/migliaia di polipi a livello del colon che portano allo sviluppo del cancro; sebbene
soltanto 1’1% circa dei casi di tumore ¢ riconducibile a questa forma familiare, gli individui affetti da FAP
hanno il 100% di probabilita di sviluppare il tumore al colon almeno che questo non venga rimosso [359].
Nel caso di sviluppo del tumore del colon da FAP, la dieta ha un ruolo cruciale nel prevenire o comunque
ridurre lo sviluppo della malattia, quindi il contenuto degli estratti da foglia d’olivo potrebbe essere
particolarmente utile.

Il modello animale ideale per studiare il tumore del colon da FAP é quello dei ratti Pirc perché i tumori che
sviluppano sono molto simili a quelli che si hanno negli uomini. I ratti Pirc sono caratterizzati da una
mutazione germline su un allele del gene Apc (F344/NTac-Apci™¥) e a differenza dei modelli murini
Apc- mutati, sviluppano spontaneamente tumori sia a livello del piccolo intestino, sia a livello del colon.
Nel nostro studio ci siamo avvalsi proprio di questo modello per valutare gli effetti di OLEO sulla
progressione dei tumori del colon e sulla modulazione della componente infiammatoria.
L’infiammazione, soprattutto se cronica, ha un impatto notevole sulla progressione tumorale, determinando
la plasticita delle stesse cellule tumorali e delle cellule stromali [360].

Le cellule tumorali rilasciano citochine e chemochine che attirano i leucociti tra cui neutrofili, cellule
dendritiche, macrofagi e eosinofili e mastociti, che a loro volta sono capaci di produrre citochine e mediatori
citotossici, tra cui ROS, MMP, TNF-q, interleuchine e interferone [361].

Ci sono molte evidenze sul fatto che molti tumori si istaurano a seguito di infezioni [361-364]. Le cellule

immunitarie a seguito di esposizione ad agenti patogeni inducono danni al DNA in cellule proliferanti
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attraverso la produzione di ROS e specie di azoto, tra cui ossido nitrico, che reagendo formano
perossinitrite, un agente mutageno [365]. Ad esempio mutazioni a livello di p53, che si ritrovano anche nel
cancro, occorrono in molte patologie su base inflammatoria, tra cui I’artrite reumatoide e malattie croniche
intestinali [366].

Sezioni di tessuto tumorale di ratti Pirc alimentati con dieta a base di OLEO hanno mostrato 1’espressione
di iNOS significativamente ridotta rispetto a quella della mucosa tumorale di ratti Pirc sottoposti a dieta
standard; inoltre, la valutazione della produzione di NO2 da parte di macrofagi peritoneali isolati da ratti
Pirc e stimolati con IFNy/LPS ha evidenziato che la dieta arricchita in OLEO era in grado di diminuire i
livelli di NO;". A conferma della modulazione da parte di OLEO sul fenotipo infiammatorio dei macrofagi,
I’analisi di cellule macrofagiche murine RAW264.7 stimolate con LPS ha confermato che OLEO era in
grado di diminuire la produzione di NO> e di ridurre 1’espressione di due marker inflammatori importanti,
iNOS e COX-2 soprattutto se utilizzata per trattamenti di durata maggiore (96h) rispetto a trattamenti acuti
(24h).

L’attenuazione del fenomeno infiammatorio da parte di OLEO potrebbe fornire la spiegazione al fatto che
cellule neoplastiche isolate da tessuto tumorale di ratti Pirc, in seguito alla somministrazione sistemica di

OLEO, presentavano una ridotta proliferazione e livelli di apoptosi maggiori rispetto ai Pirc di controllo.

Oltre all’Oleuropeina esistono molti altri composti naturali dotati di attivita antitumorale; sfruttando la loro
bassa tossicita sull’organismo ¢ possibile combinare due o piu prodotti nutraceutici per ottenere un effetto
biologico ancora maggiore. In questo studio abbiamo testato il co-trattamento Oleuropeina e Oleocantale
(OC) ipotizzando che insieme potessero essere piu attivi contro cellule tumorali.

L’Oleocantale, conosciuto anche come deacetossi-ligstride aglicone, & un composto polifenolico presente

nell’olio di oliva ed ¢ il responsabile del sapore pungente che contraddistingue 1’olio [367].

Oleocanthal

Figura 26. Struttura chimica dell’Oleocantale a confironto con quella di Ibuprofene. Immagine modificata
da [368]

OC si contraddistingue per la sua somiglianza strutturale con un noto farmaco anti-infiammatorio,
I’ibuprofene e cosi come ibuprofene, anche OC possiede delle note capacita anti-inflammatorie [368,369].
COX-2 & un noto marker inflammatorio ed & implicata nella patogenesi di vari tumori come riportato da
vari studi condotti sia su uomini che su modelli murini [370-374] e dal momento che OC € un noto inibitore

delle cicloossigenasi, vari ricercatori si sono cimentati nell’indagine degli effetti di questo polifenolo in
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campo oncologico. OC si é rivelato attivo contro vari tipi di cancro, inclusi prostata, polmone, laringe,
ovaie, seno e colon [375-379].

Khanal e altri hanno dimostrato che OC era in grado di inibire la vitalita cellulare e promuovere 1’apoptosi
in cellule di tumore del colon HT29 attivando AMPK e inibendo ’espressione di COX-2 e di AP-1, un
fattore trascrizionale che controlla il differenziamento cellulare, la proliferazione e 1’apoptosi [380].
Recentemente effetto di OC ¢& stato evidenziato anche su c-Met, un recettore chinasico dal ruolo
oncogenico in vari tumori; OC é risultato in grado di inibire la fosforilazione di c-Met su cellule di tumore
del seno e della prostata dimostrando ancora una volta il suo potenziale anti-tumorale [381].

In cellule di linfoma U937, OC é stato in grado di inibire la proteina Hsp90 che & implicata un varie malattie
tra cui cancro e malattie neurodegenerative [382].

In cellule di mieloma multiplo umano, il contributo di OC ¢ stato quello di inibire 1’espressione e la
secrezione di MIP1a e di agire sulla via di ERK1/2 e AKT inibendola [383]. Su cellule di tumore del seno,
OC ¢ risultato capace di ridurre 1’attivita di c-Met, la crescita cellulare, la migrazione e I’invasione e ha
portato a riduzione di tumorigenicita in modelli murini di cancro al seno [384].

Visto il suo potenziale antitumorale e la scarsita di dati presenti in letteratura, abbiamo deciso di testare OC
solo o in combinazione con OLEO su cellule di leucemia cronica in crisi blastica, K562.

La leucemia mieloide cronica e una patologia che colpisce le cellule staminali ematopoietiche e prevede
essenzialmente 3 fasi: una fase cronica iniziale che dura 3-5 anni, una fase accelerata con durata 6-18 mesi
e una fase finale breve chiamata crisi blastica associata a prognosi negativa [385]. La leucemia mieloide
cronica ¢ caratterizzata dalla presenza della traslocazione 9,22 che comporta 1’espressione costitutiva
dell’oncoproteina Ber-Abl [386]. 1l farmaco per eccellenza utilizzato per il trattamento delle leucemie
mieloidi croniche e Imatinib, un inibitore delle tirosin chinasi attivo su Ber-Abl. Nonostante gli indiscussi
benefici apportati da Imatinib, nella maggior parte dei casi il trattamento con questo farmaco si correla
all’insorgenza nel paziente di uno stato di minima malattia residua imputabile alla presenza di cellule
staminali resistenti alla terapia [387—-391].

Molto spesso condizioni microambientali sfavorevoli si associano alla promozione del fenotipo staminale
che mostra ridotti livelli di Ber-Abl ; la diminuzione dei livelli del recettore tirosin chinasico porta di
conseguenza ad una minor sensibilita al trattamento con Imatinib [389,390,392].

OC utilizzato a concentrazioni non tossiche per fibroblasti umani MRC5 (15 e 30 uM), ha portato ad un
aumento dei livelli di Ber-Abl in cellule di leucemia mieloide cronica K562 trattate per 48h, e in maniera
opposta ha modulato negativamente i livelli di HIFla. HIFla € un marcatore di ipossia che si trova
costitutivamente espresso in questo tipo cellulare ed ha la funzione di regolare dei geni che controllano il
metabolismo energetico, la sopravvivenza, la proliferazione cellulari e 1’angiogenesi [393]. In modelli
murini di leucemia mieloide cronica, il knockout di HIFla, preveniva lo sviluppo della malattia

compromettendo la progressione del ciclo cellulare e inducendo ’apoptosi del compartimento staminale
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[394]; questo indica che HIF 1a svolge un ruolo chiave nella progressione della leucemia mieloide cronica
e per questo costituisce un buon bersaglio da centrare per eradicare la malattia.

OC, seppur utilizzato in quantita molto minori (30 uM contro 200 uM) é risultato di per sé piu attivo di
OLEO nelle cellule K562; I’aggiunta di OLEO determina tuttavia un aumento dell’effetto di OC come
emerge dal saggio apoptotico. Inoltre, I'utilizzo di OC/OLEO in combinazione con il farmaco piu
comunemente utilizzato in clinica, Imatinib, mostra che entrambi i polifenoli sono in grado di potenziare

I’effetto del farmaco in termini di induzione di morte cellulare.
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CONCLUSIONI

L’impiego di prodotti naturali in campo medico ¢ un argomento che ha guadagnato 1’interesse di molti
ricercatori negli ultimi anni. In particolare, la possibilita di associare 1’utilizzo di farmaci citotossici a
sostanze naturali che possono incrementarne 1’efficacia senza indurre effetti collaterali nell’ospite ¢ stata
oggetto di molti studi di tipo oncologico. | tumori rappresentano ad oggi una delle maggiori cause di morte
e purtroppo la loro incidenza ¢ in continuo aumento, quindi, ¢’¢ molto interesse nello sviluppare nuovi
approcci terapeutici.

Durante questi anni di lavoro abbiamo valutato proprio 1’effetto antineoplastico di prodotti naturali, in
particolare dell’Oleuropeina, un polifenolo facilmente reperibile in natura in quanto presente maggiormente
negli estratti da foglia di olivo e in misura minore in OEVO.

| nostri risultati suggeriscono che:

- I’Oleuropeina utilizzata a concentrazioni non tossiche per cellule normali, € in grado di indurre una
diminuzione della vitalita cellulare agendo sulla via di segnalazione AKT/S6, fondamentale per la
sopravvivenza cellulare e di ridurre I’attivita glicolitica che guida la progressione neoplastica

- I’Oleuropeina ¢ in grado di potenziare 1’effetto tossico di vari farmaci utilizzati per il trattamento
di diversi tipi di tumore

- I’Oleuropeina ¢ utile come molecola anti-infiammatoria e anti-tumorale come valutato su modelli
animali del tumore del colon, dove I’infiammazione gioca un ruolo chiave per lo sviluppo e

progressione della neoplasia

In conclusione, questo studio pone le basi per lo sviluppo di nuovi trattamenti combinati in cui I’effetto di
farmaci, comunemente utilizzati in clinica, puo essere incrementato dall’utilizzo di composti naturali non
tossici per I’organismo.

| risultati ottenuti ribadiscono il concetto che quello della nutraceutica € un campo meritevole di studio,
perché in natura si possono trovare molte sostanze che potrebbero offrire vantaggi in termini terapeuti. Nel
campo oncologico in particolare, 1’associazione tra farmaci e prodotti naturali rappresenterebbe una svolta
molto importante perché permetterebbe di rendere il trattamento farmacologico piu efficace e piu tollerabile
dal paziente.

Ricerche come questa devono farci riflettere sulle potenzialita dei prodotti che la Natura ci offre e che noi

dobbiamo sfruttare al meglio per trarre vantaggi.
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