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  IINNTTRROODDUUZZIIOONNEE  

  
Il Mesotelioma Maligno (MMe), diagnosticato per la prima volta nel 1947 [1],  è 

un tumore aggressivo e invasivo che colpisce generalmente la cavità pleurica,  

può anche svilupparsi in sede peritoneale e paratesticolare. E’ un tumore 

resistente alla radioterapia e alla chemioterapia, inoltre molto spesso la sua 

rimozione chirurgica risulta poco praticabile [3]. Il MMe è strettamente correlato 

all’esposizione a fibre di asbesto [4-7], minerali silicati a differente 

cancerogenicità. Sebbene l’asbesto sia la maggior causa riconosciuta di questa 

neoplasia [8], l’infezione da SV40 è stata proposta come possibile concausa [9]. 

Le fibre di asbesto sono in grado di indurre aberrazioni cromosomiche [10] e 

possono indirizzare le cellule mesoteliali verso la via apoptotica, attraverso la 

produzione di radicali dell’ossigeno [11] e danni al DNA [12].  

Le cellule mesoteliali SV40/Tag-positive sono meno sensibili alla 

citotossicità indotta da asbesto e le cellule sopravviventi sono soggette ad alta 

instabilità genomica [13] che può portare alla loro trasformazione [14]. Le cellule 

di Mesotelioma Maligno (MMe) sono inoltre più resistenti agli agenti pro-
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apoptotici, se confrontate con le cellule primarie mesoteliali, sebbene il 

meccanismo non sia ancora pienamente chiarito [15].  

La trasformazione delle cellule mesoteliali segue quindi un percorso 

progressivo che vede la cooperazione di fibre di asbesto, infezione da SV40 e 

via di trasduzione di PI3chinasi/Akt [16]: sulla base di questi dati, nuovi farmaci 

diretti verso la via di PI3chinasi/Akt potrebbero quindi essere una nuova 

strategia per la prevenzione e la terapia del Mesotelioma Maligno SV40 positivo 

[17].  

Grazie alla collaborazione del Prof. G.B. Giovenzana del DiSCAFF 

(Dipartimento di Scienze Chimiche, Alimentari, Farmaceutiche e 

Farmacologiche), nel corso del primo anno di Dottorato è iniziato un progetto 

comune per la messa a punto di una serie di inibitori di sintesi a partire dallo 

“scheletro” di sostanze già note come Wortmannina e LY294002; è stata 

analizzata la loro capacità inibente la trasduzione del segnale di PI3-chinasi e la 

citotossicità dimostrata in vitro su cellule mesoteliali e di mesotelioma in coltura. 

Tra le molecole di possibile interesse farmacologico a valle di PI3-chinasi 

riveste un notevole interesse NF-κB (Nuclear Factor kappa B), fattore di 

trascrizione originariamente studiato per la sua capacità di attivare risposte 

immunitarie e infiammatorie, inducendo l’espressione di geni codificanti 

citochine, loro recettori e molecole implicate nell’adesione cellulare [18, 19]. 

Recentemente NF-κB è stato collegato a meccanismi di proliferazione cellulare 

e di oncogenesi, per quanto un suo ruolo nelle neoplasie appaia ancora molto 

complesso poiché coinvolto nel controllo dell’apoptosi, della progressione del 

ciclo cellulare e probabilmente nella differenziazione, migrazione cellulare e 

nell’angiogenesi. 

 NF-κB può essere indotto da Akt/PKB [20] e in cellule di mesotelioma 

sono rilevabili livelli basali della sua attivazione, non strettamente correlati alla 

presenza di SV40 nel genoma e all’espressione di Ta;  inoltre le cellule 

mesoteliali non presentano questa attività costitutiva. Al fine di chiarire il 

possibile coinvolgimento di questa molecola nel processo neoplastico sono stati 

condotti esperimenti sul cellule a nostra disposizione. Sono state utilizzate 

cellule primarie mesoteliali, provenienti da essudati pleurici prelevati da pazienti 

affetti da mesotelioma o da altre patologie nonché cellule appartenenti a linee 

 2



provenienti da ATCC (American Tissue Culture Collection) e dalla “banca” 

dell’IST (Istituto Nazionale dei tumori di Genova). . 

 

Molti fattori di crescita sono coinvolti nello sviluppo e nella progressione 

del MMe quali Epidermal Growth Factor (EGF), Insulin-like Growth Factor-1 

(IGF-1), basic-Fibroblast Growth Factor (b-FGF), Hepatocyte Growth Factor 

(HGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [21], Platelet Derived 

Growth Factor (PDGF) [22, 23] e Transforming Growth Factor-beta (TGF-B). E’ 

stato dimostrato un aumento dell’espressione di PDGF-β receptor (PDGFR-β) 

nelle cellule di MMe ma non nelle cellule mesoteliali normali ed è stato verificato 

come il blocco di questo recettore comporti una significativa riduzione del tasso 

di crescita dei mesoteliomi [23, 24].  

Un farmaco di attuale interesse è l’Imatinib mesilato o STI571 (Gleevec®) 

[25, 26] che, oltre ad essere un inibitore selettivo per le tirosina chinasi abl e bcr-

abl (proteina di fusione coinvolta nella leucemia mieloide cronica) e c-kit, è 

risultato attivo anche su PDGFR-β [27], aprendo una nuova strada alla terapia di 

alcune neoplasie solide come il tumore stromale gastrointestinale, il dermato-

fibrosarcoma, il glioblastoma e il tumore del polmone a piccole cellule (SCLC) 

[28]. 

Nel corso dei primi tre anni di dottorato l’obiettivo è stato quello di valutare 

l’attività di questo farmaco nella riduzione della crescita delle linee di MMe e 

nella maggiore suscettibilità al trattamento con alcuni chemioterapici di uso 

clinico; inoltre è stata valutata l’eventuale sinergia delle associazioni tra farmaci 

chemioterapici di uso clinico ed STI571. 

Durante il secondo anno di Dottorato è inoltre iniziata una nuova linea di 

ricerca al fine di verificare e chiarire i meccanismi d’azione di un nuovo farmaco 

potenzialmente utile nella terapia del MMe: Taurolidina (Tn), 

Taurolidina, prodotto durante gli anni ‘70 dalla Geistlich Pharma [29, 30], 

è una molecola derivata dall’acido taurinico avente attività anti-microbica e 

sfruttata nelle procedure chirurgiche per la disinfezione del cavo addominale e al 

fine di ridurre fenomeni di adesione batterica [31-33]. Diversi studi in vitro hanno 

dimostrato che la molecola di Tn è in grado di inibire la crescita di alcune forme 

neoplastiche [34] [35-37] e di indurre apoptosi [37, 38] .  
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Lo scopo del lavoro è stato quello di verificare la capacità della molecola 

di Taurolidina di inibire la crescita delle cellule di MMe che, come già detto, sono 

molto resistenti alla chemioterapia tradizionale. Proprio questo aspetto sarà 

oggetto di studio durante l’ultimo anno di Dottorato, nel laboratorio della Dr.ssa 

Broaddus a San Francisco, nel quadro di una collaborazione con il nostro 

laboratorio. Avrò l’opportunità di lavorare su strutture tridimensionali (sferoidi 

multicellulari) [39-42], che nell’ultimo decennio sono state largamente utilizzate 

come modello di tumorigenesi in vitro e considerate estremamente più predittive 

di un modello bi-dimensionale quali i normali monostrati cellulari usati in ricerca. 

Gli sferoidi offrono la possibilità di superare i limiti delle normali colture 

cellulari e di avvicinarsi ad una situazione biologica più simile alle strutture 

riscontrabili in vivo. Nel particolare sarà oggetto di studio la resistenza 

multicellulare dimostrata dagli sferoidi rispetto ai monostrati cellulari e le vie di 

segnale intracellulari implicate in questo fenomeno.  
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  RRIISSUULLTTAATTII    

  

IINNIIBBIITTOORRII  ddeellllaa  PPII33--cchhiinnaassii  

  
Le PI3-chinasi sono enzimi espressi in modo ubiquitario e giocano un ruolo 

molto importante in alcune neoplasie umane.  Sebbene sia ancora difficile 

valutarne il potenziale, possono essere considerate un potente bersaglio 

farmacologico.  

Un grosso limite allo sviluppo di una farmacologia diretta verso le PI3-

chinasi è l’ampio spettro di azioni biologiche che esse svolgono; l’uso di inibitori 

ad ampio spettro è chiaramente impossibile anche alla luce di recenti 

esperimenti di knock-out per p110α sui topi [43].   

Un ulteriore rischio è quello di sottovalutare la possibile inibizione di altre 

chinasi come le PI3-chinasi di classe III, la DNA-PK (DNA-Dependent Protein 

Kinase), enzima coinvolto nella riparazione del DNA e ATM, chinasi attivata in 

risposta a rotture della doppia elica del DNA. La potenziale tossicità può peraltro 

essere modulata ingegnerizzando composti la cui attività sia rivolta verso poche 

isoforme oppure verso molecole a valle di PI3-chinasi, ipotesi molto promettente 

come dimostrato dai recenti successi clinici del CCI 779, inibitore di mTOR 

analogo alla Rapamicina [44].   

Nel corso del primo anno di Dottorato, in collaborazione del Prof. G.B. 

Giovenzana del DiSCAFF (Dipartimento di Scienze Chimiche, Alimentari, 

Farmaceutiche e Farmacologiche), sono state sintetizzate nuove molecole in 

base ai dati raccolti dallo studio struttura/reattività della molecola di 

Wortmannina (inibitore suicida altamente selettivo). Da questa prima fase sono 

nate 11 molecole (CCC001-11) che non hanno dimostrato attività inibitoria sulla 

fosforilazione di Akt, proteina a valle di PI3-chinasi normalmente fosforilata nelle 

linee di mesotelioma SV40 positive. 

La molecola della Wortmannina, originariamente isolata da Penicillium 

wortmannii [45] e poi caratterizzata per la sua inibizione di PI3-chinasi [46-48], si 

lega covalentemente al sito di legame per l’ATP attraverso l’attacco nucleofilo 

sull’anello furanico da parte di una ammina primaria (es. Lys-802 per p110α) 

presente nel sito attivo della PI3-chinasi [49, 50]. La formazione di questo 
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complesso covalente irreversibile e le numerose modificazioni conformazionali 

della molecola, impediscono totalmente il legame dell’ATP nel sito attivo e 

rendono conto dell’elevata tossicità dimostrata dall’inibitore. 

Altri inibitori come LY294002, quercetina, myricetina e staurosporina sono 

caratterizzati invece dalla capacità di generare legami meno forti con la PI3-

chinasi a scapito tuttavia di specificità e affinità. La seconda fase di sintesi si è 

quindi orientata verso LY294002, un inibitore sintetico di PI3-chinasi la cui 

molecola è un morfolino derivato ottenuto dallo scheletro della quercetina, meno 

selettivo della Wortmannina tuttavia meno tossico, grazie ad un meccanismo 

d’azione reversibile. L’obbiettivo è rendere la molecola di LY294002 più 

efficiente, stabilizzandone la carica negativa in modo da creare un sito attivo più 

attraente alla tasca che lega l’ATP sulla PI3chinasi.  

Secondo questa prospettiva, durante i primi tre anni di Dottorato sono 

nate diverse molecole, che non hanno dimostrato tuttavia di possedere attività 

inibitoria sulla fosforilazione di Akt. Attualmente sussistono ritardi legati alla 

sintesi di alcuni derivati, legati alla difficoltà di purificazione e alla conferma della 

struttura molecolare mediante spettroscopia ad infrarossi tuttavia questa linea di 

ricerca, estremamente promettente, sarà seguita parallelamente agli altri progetti 

avviati dal laboratorio. 
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NNFF--κBB  NNEELL  MMEESSOOTTEELLIIOOMMAA  MMAALLIIGGNNOOκ   

  
Le prime indicazioni sulla funzione di NF-κB nella soppressione del 

processo apoptotico emersero da analisi su topi knock-out per RelA (RelA-/-) 

[51], che morivano al quindicesimo giorno di vita embrionale affetti da un’estesa 

apoptosi del tessuto epatico. Ulteriori esperimenti mostrarono come la delezione 

del gene per RelA aumentava la sensibilità a stimoli pro-apoptotici come il TNFα 

in linee cellulari di fibroblasti normalmente poco sensibili a tale stimolo. 

NF-κB è tipicamente un eterodimero composto dalle subunità p50 (NFκB 

1) e p65 (RelA), in grado di legare elementi di risposta (responsive elements) sul 

DNA [52-54]. 

NF-κB risiede nel citoplasma sequestrato da una classe di proteine (IκBs 

– Inhibitory κB proteins) le quali, se fosforilate da specifiche chinasi (IKKs) , 

sono poliubiquitinate e successivamente degradate dal complesso multicatalitico 

del proteasoma 26S: NF-κB è quindi libero di traslocare nel nucleo [55] e legarsi 

a specifiche sequenze sul DNA (κB sequences - T GGGGACTTTCC GC). 

L’attività anti-apoptotica di NF-κB dipende prevalentemente dall’induzione 

dei geni che codificano per proteine implicate nell’inibizione del processo 

apoptotico quali c-IAPs, caspase-8-c-Flip (FLICE inhibitory protein) e A1 

(conosciuta anche come Bfl1).  

Le fibre di asbesto sono in grado di attivare 

fattori di trascrizione come NF-κB [56-58] e 

recentemente è stato osservato come lAP-1 sia 

altamente espressa in cellule di Mesotelioma 

Maligno Pleurico e che la sua inibizione renda 

queste cellule meno vitali e circa 20 volte più 

sensibili al trattamento con Cisplatino [59]. 

Durante il primo anno di dottorato, gli 

esperimenti sono stati rivolti alla valutazione 

dell’attivazione di NF-κB nelle cellule di 

mesotelioma a nostra disposizione.  

Nelle cellule delle linee MMB ed MMP si 

osserva attivazione costitutiva di NF-κB mentre le 

Figura 1: Saggio EMSA su cellule 
mesoteliali e MLP-29 (cellule epiteliali 
epatiche) stimolate con rhHGF 
(50ng/ml) per 30’. Come controllo 
sono state utilizzate cellule MLP-29 in 
cui HGF induce un aumento del 
legame di NF-κB al DNA. [2] 
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cellule di origine mesoteliale (HMC) presentano un segnale debole, che, a 

differenza di quanto riportato per le cellule MLP29 (embrionali epatiche di ratto) 

[2], non viene modificato dalla stimolazione con HGF ricombinante umano 

(rhHGF) (figura 1).  

Il trattamento con BAY 11-7082 (inibitore della fosforilazione di IκBα) è in 

grado di ridurre l’intensità del legame del fattore di trascrizione al DNA, mentre 

Wortmannina non altera il suo stato di attivazione. Inoltre, il trattamento con un 

pannello di inibitori della via PI3K/Akt non è in grado di variare lo stato di 

attivazione/fosforilazione della subunità p65, confermando quindi che NF-κB, nei 

nostri modelli di MM, non dipende da questa via di traduzione (figure 2-3). 

  

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A conferma della funzione anti-apoptotica di NF-κB, saggi di citotossicità 

eseguiti su cellule mesoteliali e di MMe (figura 4) hanno evidenziato come 

queste ultime risentano maggiormente della inibizione del fattore di trascrizione. 

La linea cellulare MMP dimostra una minore suscettibilità al trattamento, rispetto 

alle cellule MMB, in funzione forse della presenza nel suo genoma di sequenze 

di SV40 che conferiscono loro una maggiore resistenza agli stimoli pro-

apoptotici. 

 

Figura 2: Saggio EMSA su cellule di MM in 
condizioni basali e dopo trattamento BAY 11-7082 
10µM (inibitore della fosforilazione di IκBα) e 
Wortmannina 100 nM (inibitore della via di PI3K).

Figura 3: Analisi della fosforilazione della subunità p65 di NF-κB dopo trattamento con un pannello di inibitori 
della via PI3K/Akt. Gli inibitori non sono in grado di variare lo stato di attivazione del fattore di trascrizione. 
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Figura 4: Saggio MMT su cellule mesoteliali e di MMe 
dopo trattamento con BAY 11-7082 10µM per 48h. Le 
cellule di mesotelioma sono più sensibili delle cellule 
mesoteliali all’inibizione di NF-κB.
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AATTTTIIVVIITTAA’’  DDII  SSTTII557711  

  
Esperimenti condotti durante il primo anno di Dottorato hanno dimostrato che 

STI571 induce citotossicità, apoptosi e modificazioni morfologiche su cellule di 

mesotelioma PDGFR-β positive, in modo dose dipendente. Questi effetti sono 

causati dall’inibizione della fosforilazione di PDGFR-β e quindi dall’interferenza 

con la via di trasduzione di PI3-chinasi. 

Al fine di valutare se questo farmaco abbia azione sinergica in 

associazione con chemioterapici di utilizzo clinico (Gemcitabina, CisPlatino, 

Doxorubicina, Etoposide), le curve dose-risposta di citotossicità relative ad ogni 

farmaco sono state valutate in modo da calcolare il valore di LC50. 

Successivamente, prove di citotossicità eseguite mantenendo fissa la LC50 dei 

farmaci e variando la concentrazione di Gleevec, oppure viceversa, hanno 

permesso il calcolo del Combination Index (CI), mediante l’equazione di Chou-

Talalay [60]. Come riferimento è stata misurato l’effetto sinergico di Cisplatino e 

Gemcitabina, associazione già utilizzata clinicamente con discreto successo 

terapeutico. Tra tutti i farmaci saggiati, Gemcitabina e Doxorubicina hanno 

dimostrato un comportamento sinergico in associazione con STI571; i valori 

ottenuti hanno evidenziato risultati molto incoraggianti per Gemcitabina  mentre i 

dati relativi a Doxorubicina sono stati meno evidenti. Per questo motivo ci siamo 

concentrati sulla combinazione Gemcitabina / STI571.  

In questa prima fase la sinergia delle associazioni è stata valutata in un 

ristretto intervallo di concentrazioni dei due farmaci, poiché l’indice di 

combinazione (CI) è riferito a dosi equiattive (LC50) e non fornisce informazioni 

sull’ampiezza del fenomeno. Questo approccio è sicuramente valido, ma 

incompleto.  

Abbiamo quindi utilizzato il metodo dell’isobologramma [61-64] che 

permette di valutare l’effetto sinergico dei farmaci in un più ampio intervallo di 

concentrazioni. Questo metodo permette di valutare in un solo grafico la 

variazione della LC50 del chemioterapico considerato, al variare della 

concentrazione del farmaco usato in associazione. Sugli assi vengono riportati i 

valori di LC50 dei farmaci usati singolarmente. La retta che unisce questi punti 

rappresenta la conservazione dell’isobologramma, ovvero l’andamento che 

dovrebbero avere i valori di LC50 al variare delle concentrazioni dei due farmaci, 
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nel caso ci fosse tra loro un rapporto di additività. Le deviazioni di questo grafico 

verso il basso determinano una relazione di sinergia tra i farmaci, mentre 

l’antagonismo è rappresentato da una deviazione verso l’alto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’associazione Gemcitabina/STI571 si è rivelata sinergica anche con il 

metodo dell’isobologramma (figura 5).   

Al fine di validare ulteriormente i risultati e di valutare qualitativamente 

l’effetto sinergico, abbiamo marcato con Hoechst 33342 le cellule trattate con 

Gemcitabina ed STI571, singolarmente e in associazione (figura 6). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 5: Curve di tossicità di STI571 e Gemcitabina relative a cellule MMP (in alto). Isobologramma relativo alla 
combinazione Gemcitabina/STI571 (in basso). 

Figura 6: Marcatura con Hoechst 33342 di cellule MMP trattate per 48h con i singoli farmaci e la loro associazione. 
Risulta evidente la comparsa di nuclei apoptotici in seguito ai trattamenti. 
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I singoli trattamenti, ma soprattutto la loro associazione, inducono la 

comparsa di nuclei condensati in 48 ore di trattamento, conferma dell’effetto pro-

apoptotico indotto dai farmaci. Questo risultato è di estrema importanza ai fini 

dell’uso terapeutico dell’associazione poiché esclude la necrosi come causa 

della citotossicità indotta.  

L’analisi dell’esternalizzazione in membrana di fosfatidil-serina, tramite 

marcatura con AnnessinaV-FITC in citofluorimetria, ci ha permesso inoltre di 

valutare quantitativamente l’aumento del fenomeno apoptotico indotto 

dall’associazione Gemcitabina/STI571. L’incremento della marcatura con 

AnnessinaV è parallelo ai dati di  marcatura nucleare e, a conferma dei valori 

ottenuti con i saggi di citotossicità, l’apoptosi indotta dalla co-somministrazione 

dei farmaci, risulta statisticamente maggiore della somma dei singoli contributi 

(figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’insieme di questi dati ha incoraggiato a intraprendere uno studio clinico 

pilota su quattro pazienti in progressione di malattia, dopo diversi trattamenti 

chemioterapici tradizionali. Lo studio è tuttora in corso presso l’IRCCS dei 

Ospedale S. Matteo di Pavia (Dr. C. Porta), nel quadro di un progetto 

collaborativo a rete, coordinato dal G.I.Me. (Gruppo Italiano per lo studio del 

Mesotelioma) e approvato dal Comitato etico dell’istituto. I risultati dello studio 

hanno dimostrato come la singola somministrazione di STI571 non abbia effetto 

terapeutico, mentre l’associazione STI571/Gemcitabina migliori sensibilmente la 

Figura 7: Istogramma relativo all’aumento percentuale della marcatura con 
AnnessinaV-FITC, in cellule MMP trattate con i singoli farmaci e la loro 
associazione, rispetto alle cellule non trattate. 
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sintomatologia e porti alla riduzione della massa (valutata tramite FDG-PET) di 

tutti e quattro i pazienti trattati. Inoltre, secondo i criteri RECIST [65], un paziente 

ha mostrato una risposta a lungo termine (>24 mesi) mentre gli altri tre pazienti 

hanno risposto positivamente nei 5 mesi mesi successivi alla terapia. 

Si sono altresì evidenziati lievi effetti tossici quali anemia (1/4), 

affaticamento (3/4) e trombocitopenia (1/4) di grado 3 oltre a febbre (2/4), 

anoressia (2/4) e tossicità epatica (2/4) di grado 1. 

Sebbene questi ultimi effetti osservati non possano essere considerati 

irrilevanti è importante sottolineare come questi pazienti abbiano risposto a 

questo protocollo terapeutico, pur avendo mostrato un progressivo aumento 

della patologia durante precedenti trattamenti di chemioterapia. 

I risultati di questi esperimenti, insieme ad altri effettuati dal dottorando 

Pietro Bertino sulla sinergia tra STI571 e Pemetrexed (Alimta®), sono stati 

descritti in un manoscritto che è in fase di sottomissione. 
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TTAAUURROOLLIIDDIINNAA  
 

Taurolidina è un composto utilizzato con successo da anni, sia localmente 

sia sistemicamente, come soluzione di lavaggio peritoneale, al fine di prevenire 

l’insorgenza di peritoniti [66, 67]. Le sue proprietà sono probabilmente mediate 

da metaboliti attivi come gruppi idrossimetilici, dalla molecola di Taurultam e 

dall’amminoacido essenziale taurina [68-71], 

che vengono generati per via idrolitica 

(figura 8).  

Taurolidina possiede attività anti-

adesiva ed è in grado di contrastare l’effetto 

delle endotossine [67, 72-74]. Inoltre è 

descritta la sua capacità di aumentare la 

sopravvivenza di un modello animale per il 

melanoma e di inibire la proliferazione di una 

linea cellulare metastatica di ratto, sia in vitro 

sia in vivo [75, 76]. Recentemente è stato 

dimostrato come Taurolidina sia in grado di 

inibire la sintesi proteica in cellule di 

adenocarcinoma del colon, come anche in 

cellule procariotiche [77]. Il meccanismo 

d’azione non è ancora ben chiaro, tuttavia 

esistono evidenze del fatto che la molecola di 

Taurolidina eserciti un effetto pro-apoptotico 

[38, 78]. Inizialmente sono stati eseguiti dei 

saggi di citotossicità che hanno permesso di 

valutare la capacita citotossicità del farmaco sulle cellule a nostra disposizione  

(figura 9). I dati ottenuti hanno evidenziato una differente risposta delle cellule al 

trattamento con Taurolidina e soprattutto che le cellule normali (mesoteliali e 

fibroblasti umani dermici) sono motto meno sensibili alll’effetto citotossico del 

composto, rispetto alla controparte tumorale (anche in cellule A549, di origine 

epiteliale). 

 

 

Figura 8: Schema delle reazioni idrolitiche 
che portano alla formazione di gruppi 
idrossimetilici attivi e taurina a partire dalla
molecola di Taurolidina. 
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Sulla base di questi dati abbiamo valutato alcuni marcatori del processo 

apoptotico: (1) alterazioni del ciclo cellulare mediante analisi citofluorimetrica, (2) 

il taglio proteolitico di alcuni substrati, quali caspasi 8 e PARP, mediante 

immunoblotting (3) e la comparsa di nuclei condensati mediante colorazione 

Hoechst . 

L’analisi del ciclo cellulare (figura 10

Figura 9: Cinetica dose-dipendente della citotossicità indotta dal trattamento con Taurolidina a diverse concentrazioni 
(25-150 µM) di  fibroblasti  umani (HDF), cellule mesoteliali (HMC, MET-5A), cellule tumorali di mesotelioma (MMB, 
MMP, REN) e di NSCLC (A549). L’analisi della citotossicità di cellule HDF e A549 è stata utilizzate come controllo 
rispettivamente per le cellule mesoteliali e per le cellule di mesotelioma, per escludere una resistenza intrinseca delle 
linee saggiate.  

) mostra come il trattamento con 

Taurolidina induca, con un profilo simile ai dati di citotossicità, la comparsa di 

una popolazione ipoploide sub-G1, caratteristica dei fenomeni apoptotici.  

I dati di western-blotting (figura 11-12) mostrano come Taurolidina induca 

un netto taglio di PARP nelle cellule di MMe e di caspasi 8 in cellule MMB. 

Infine, la colorazione Hoechst di cellule di MMe (figura 13) mostra chiaramente 

la frammentazione del DNA indotta dal trattamento con Tn. 
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Figura 10: Analisi al citofluorimetro del ciclo cellulare di cellule mesoteliali e di MMe dopo trattamento con Tn 150µM 
per 6h. Le percentuali mostrano l’aumento della popolazione ipoploide sub-G1. 

Figura 11: Taglio dell’enzima PARP in cellule mesoteliali e di MM dopo stimolazione con Tn 150µM per 6h. 

Figura 12: Taglio di pro-caspasi 8 in cellule MMB dopo trattamento con Tn 100µM per 16h e in presenza di un inibitore 
dell’attività pan-caspasica (ZVAD-FMK 100µM). Come controllo positivo è stato utilizzato un anticorpo attivante CD95 
alla concentrazione di 200ng/ml. 
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Figura 13: Colorazione Hoechst (8µg/ml) su 
cellule di MMe dopo trattamento con Tn 150µM 
per 24 ore.  

 

Tn è in grado di innescare il processo apoptotico facilitando la via 

estrinseca mediata da Fas-ligando [78] e con un meccanismo citocromo C 

dipendente [38] tuttavia non si conoscono esattamente i protagonisti molecolari 

di questa sua attività. 

a molecola di taurina inoltre, si comporta, in vivo,  come uno scavenger 

di HOCl formando taurina cloramina (Tau-Cl), un intermedio più stabile e meno 

tossico [79, 80]. Tau-Cl inibisce la traslocazione di NF-κB nel nucleo in 

macro

a molecola di IκBα [84]. 

L

fagi alveolari di ratto e sostiene la presenza di IκBα nel citoplasma senza 

inibire direttamente l’attività di IKK (IκB kinase) [81-83]. L’inibizione di NF-κB 

sembra essere dovuta all’ossidazione, Tau-Cl mediata, di un residuo di 

metionina (Met45) sull

Esperimenti condotti durante il primo anno di dottorato ci avevano 

suggerito come lo stato di attivazione di NF-κB fosse un fattore di sopravvivenza 

per le linee di MMe e successivi esperimenti hanno confermato questa ipotesi. 

Sono stati quindi condotti dei saggi EMSA al fine di verificare il 

Figura 14: Saggio EMSA su cellule MMB. 5 µg degli estratti nucleari sono stati caricati su gel di poliacrilammide al 6% e 
separati per 4 ore a 150V. Gli anticorpi diretti verso p50 e p65 sono stati utilizzati alla concentrazione di 10 µg/ml.  Bay 
11-7082 è stato utilizzato alla concentrazione di 10 µM per 30 minuti. 
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compo

(figure 14-15

rtamento di NF-κB in cellule di MMe in seguito a trattamento con TN 

). 

 

I saggi di electro-mobility shift mostrano chiaramente come l’attività di NF-

κB nelle cellule di MMe non sia inibita dal trattamento con Taurolidina ma sia 

invece aumentata, con cinetiche differenti. Le cellule MMB mostrano un netto 

aumento della traslocazione nel nucleo di NF-κB nelle prime 4 ore di trattamento 

mentre le cellule MMP tra le 4 e le 8 ore. Taurolidina quindi non esercita la sua 

azione pro-apoptotica mediante inibizione della via di trasduzione di NF-κB e le 

diverse cinetiche di attivazione possono essere attribuite ai diversi tempi di 

risposta delle due linee di MMe al farmaco. 

a  con Fas ligando [78] abbiamo 

eseguito analisi al citofluorimetro utilizzando una doppia marcatura, propidio 

ioduro/annessina V (figure 16-17-18

18

 

Figura 15: Saggio EMSA su cellule MMP. 5 µg degli estratti nucleari sono stati caricati su gel di poliacrilammide al 6% e 
separati per 4 ore a 150V. Gli anticorpi diretti verso p50 e p65 sono stati utilizzati alla concentrazione di 10 µg/ml.  Bay 
11-7082 è stato utilizzato alla concentrazione di 10 µM per 30 minuti. 

Per esaminare se anche nelle linee di MMe Taurolidina sia in grado di 

umentare la risposta apoptotica al trattamento

). 
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Figura 16: Analisi al citofluorimetro (Propidio 
Ioduro / Annessina V) di cellule HMC trattate con 
Tn 100  µM, anticorpo CD95 attivante 100 ng/ml e 
la loro associazione per 16h. Le percentuali si 
riferiscono all’aumento della popolazione del 
quadrante considerato rispetto al controllo. 

 

 

 

 

 

Figura 17: Analisi al citofluorimetro (Propidio 
Ioduro / Annessina V) di cellule MMB trattate con 
Tn 100  µM, anticorpo CD95 attivante 100 ng/ml e 
la loro associazione per 16h. Le percentuali si 
riferiscono all’aumento della popolazione del 
quadrante considerato rispetto al controllo. 

Figura 18: Analisi al citofluorimetro (Propidio 
Ioduro / Annessina V) di cellule MMP trattate con 
Tn 100  µM, anticorpo CD95 attivante 100 ng/ml e 
la loro associazione per 16h. Le percentuali si 
riferiscono all’aumento della popolazione del 
quadrante considerato rispetto al controllo. 
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 dati ottenuti in citofluorimetria sono confrontabili con i dati di citotossicità, e 

confermano l’effetto pro-apoptotico di Taurolidina in cellule di MMe, ma non in 

associazione agli anticorpi CD95 attivanti. Infa

maggiormente la citotossicità indotta da T

trattamento combinato mentre le cellule MMP e le cellule mesoteliali rispondono 

decisamente meno. 

n articolo recentemente pubblicato dimostra come Taurolidina sia in 

grado di inibire la sintesi proteica  in cellule di adenocarcinoma del colon [77]. 

Abbiamo quindi valutato l’azione di Taurolidina sulla fosforilazione di p70S6K, 

come controllo dello stato di attivazione di mTOR,  proteine entrambe coinvolte 

nella regolazione della sintesi proteica. 

 trattamento con Taurolidina riduce sensibilmente lo stato di 

cellule mesoteliali (HMC). Inoltre essi confermano l’azione sinergica di Tn in 

tti, le cellule MMB, che subiscono 

aurolidina rispondono meglio al 

U

Il

fosforilazione/attivazione di p70S6K specificamente nelle cellule di mesotelioma.  

Questo risultato ci ha suggerito di valutare lo stato di attivazione di 

proteine precedenti mTOR nella via di segnale classica PI3K/Akt e 

sorprendentemente è stato osservato come la fosforilazione di Akt sia 

decisamente ridotta nelle cellule di mesotelioma trattate con Taurolidina mentre 

le cellule mesoteliali mostrano solo debolmente questo effetto (figura 19). 

Il trattamento con Rapamicina non influisce lo stato di fosforilazione di Akt 

per cu

optotico.  

di un r

 

 

i abbiamo verosimilmente escluso un suo controllo funzionale da parte di 

mTOR, tuttavia quest’ultimo è controllato tramite fosforilazione proprio da Akt. 

Incoraggiati da questi risultati preliminari abbiamo iniziato a valutare il 

meccanismo attraverso il quale avvenga questa inibizione di Akt e soprattutto se 

questa sia funzionale per il processo ap

Dati precedenti avevano dimostrato come Taurolidina aumenti la 

traslocazione di  NF-κB nel nucleo e l’aumento del suo legame al DNA; alla luce 

ecente articolo in cui si dimostra la sua abilità di indurre la formazione di 

ROS (Reactive Oxygen Species) in cellule di glioma [85], abbiamo considerato 

quel risultato come una risposta ad uno stress ossidativo.  
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Il passo successivo è stato analizzare lo stato di fosforilazione di 

SAPK/JNK (Stress Activated Protein Kinase/Jun N-terminal Kinase) poiché 

direttamente attivata in seguito a stress cellulare e poiché è dimostrato come lo 

stress ossidativo sia accompagnato anche da un aumento dell’attività di NF-κB e 

una diminuzione della fosforilazione di Akt [86]. 

 

Il trattamento con Taurolidina, come atteso, aumenta la fosforilazione di 

JNK, con una cinetica ritardata (2 h) rispetto alla defosforilazione di Akt nel caso 

delle cellule MMP (figura 20): l’effetto è comunque comune a tutte le linee 

mesoteliali e di mesotelioma saggiate perciò questo dato di per se non spiega la 

Figura 19: Western-blot relativo al trattamento di cellule mesoteliali e di mesotelioma trattate con Taurolidina 
100µM e Rapamicina 200nM per 30 minuti. E’ stata valutata anche la fosforilazione dele MAP-chinasi p42 e p44 
come controllo della specificità d’azione dei trattamenti. 
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pronunciata defosforilazione osservata in MMP. a tempi brevi (30’) ma al 

massimo un’eventuale effetto di mantenimento dello stato inattivo, generato da 

altre cause.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbiamo quindi verificato l’effettiva produzione di specie ossidanti da 

parte di Taurolidina e dati preliminari confermano la comparsa in 24 ore di 

addotti al DNA come l’8-idrossi-2-deossi-guanosina (8OHdG, marcatore di danni 

ossidativi al DNA) e come vi sia un aumento nella produzione di nitriti già dopo 

30 minuti di trattamento.  

La somministrazione contemporanea di L-N-acetil-cisteina (LNAC) o 

Glutatione etilestere, entrambi in grado di essere assorbiti dalle cellule ed 

aumentare il pool intracellulare di anti-ossidanti, protegge sensibilmente 

dall’effetto citotossico di Taurolidina e con entrambe le molecole si è inoltre 

osservato una minore riduzione della fosforilazione di Akt (dati preliminari). 

(figura 21)  

Figura 20: Time-course relativo alla fosforilazione di Jnk e Akt in cellule mesoteliali (Met-5A) e di mesotelioma 
(MMP) in seguito a trattamento con Taurolidina 150 µM. La fosforilazione di AKt diminuisce nei primi 30 minuti in 
cellule MMP mentre nelle cellule Met-5A non si osservano variazioni. Lo stato di fosforilazione di JNK aumenta in 
entrambe le cellule utilizzate che tuttavia mostrano una cinetica di risposta differente. 

Figura 21: Western-blot di estratti totali di cellule MMP pre- trattate con glutatione-etilestere 1mM per 15 min, con Tn 
150µM per 30 min e con entrambi i trattamenti. La presenza del glutatione consente una minore riduzione della 
fosforilazione di Akt.
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Quest’ultimo fenomeno risulta più marcato con il trattamento con 

Glutatione etilestere e questo è spiegabile poiché è descritto come in alcune 

verso un programma apoptotico. 

cellule LNAC non sia in grado di sostituire completamente l’azione antiossidante 

del glutatione e come peraltro possa inoltre agire anche sulla sintesi di DNA e 

sulla proliferazione cellulare, fornendo risultati poco chiari [87, 88].  

fo  

o esperimenti per verificare se il meccanismo 

alla base dell’azione ossidante di Taurolidina sia attribuibile alla nitrazione dei 

radicali di tirosina della PI3 chinasi, già osservato in cellule endoteliali. 

Sono stati inoltre eseguiti diversi esperimenti volti a chiarire il 

meccanismo molecolare alla base della riduzione della fosforilazione di Akt e, 

seppur in modo preliminare, si può dire che non c’è coinvolgimento delle protein-

fosfatasi PP1 e PP2A e della lipide-fosfatasi PTEN.  

In un recente articolo [89] viene proposto per cellule vascolari endoteliali 

un interessante meccanismo di inibizione di PI3K da stress ossidativo, mediante 

nitrazione della subunità regolatoria p85, con conseguente riduzione della 

sforilazione di Akt e del suo controllo su p38 [90], che infine inoltra la cellula

Sono attualmente in cors
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SSFFEERROOIIDDII  MMUULLTTIICCEELLLLUULLAARRII

  
I primi studi di Holtfreter su strutture tridimensionali in vitro risalgono agli 

anni 40 [91], successivamente Moscona, durante gli anni 50 [92-95], ampliò la 

conoscenza di tali strutture analizzando la formazione di “aggregati” di cellule 

 

soprattutto rappresenta più fedelmente l’ambiente cellulare in vivo (morfologia, 

espres

embrionali di pollo e di topo. Più recentemente, intorno agli anni 70, Sutherland 

[96-100] inaugurò l’utilizzo degli sferoidi tumorali nello studio sistematico della 

risposta dei tumori alla terapia. Attualmente gli sferoidi rappresentano una 

preziosa risorsa per la ricerca biomedica e negli ultimi 5 anni sono stati fatti 

enormi progressi nello studio della biologia e della caratterizzazione molecolare 

di queste strutture tridimensionali, che rappresentano l’anello di congiunzione tra 

la ricerca in vitro classica e lo studio delle strutture in vivo (organi e tumori). 

Uno dei vantaggi degli sferoidi è la loro geometria definita, riproducibile, 

che rende possibili, ad esempio, alcuni saggi di neo-vascolarizzazione e che

sione genica e comportamento biologico).  

Il sistema tuttavia non è privo di variabili, alcune difficilmente superabili, 

come la diffusione di alcune macromolecole all’interno degli sferoidi oppure 

l’intrinseca struttura “a strati” che li contraddistingue (figura 22) 

 

1. uno

3. un 

i tossicità 

e soprattutto se si vuole valutare la risposta di sostanze utilizzate in 

chemioterapia.  

Gli sferoidi, a seconda della 

dimensione e dal numero di cellule da 

cui sono formati, possiedono tre zone 

ben distinte : 

 strato esterno di cellule 

proliferanti e metabolicamente 

attive 

2. uno strato più interno formato da 

cellule quiescenti 

core formato da cellule 

necrotiche e/o apoptotiche 

L’importanza di questa suddivisione è fondamentale nei saggi d

Figura 22: sferoide formato da 50000 cellule di
mesotelioma (Ren) dopo 24 ore di coltura 
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Genericamente si possono evidenziare differenze biologiche che possono 

lterare la risposta di queste strutture ai normali trattamenti: 

1. Un gradiente di nutrienti e ossigeno verso l’interno e di anidride carbonica 

ver

4. Un

5. Diff

attori di crescita 

come EGF [101] 

 

tina rendono, ad esempio, gli sferoidi 

attamento con Etoposide mentre il diverso pH intercellulare e i 

di sostanze come la Doxorubicina. Gli 

sfe  stimoli fisici, tra cui calore, radiazioni 

e terapia fotodinamica. 

“replacement”, ipotizzata da Sutherland, 

in cui egli spiega come alcuni protocolli di chemioterapia possano  

fera  

le io sarebbero in grado di entrare nuovamente nel 

ciclo c

, che ne aumenta la resistenza in valore assoluto. 

a

so l’esterno. Questo può essere la causa del core necrotico tuttavia 

esistono evidenze in letteratura che la perfusione di strutture tridimensionali 

non è un limite. Verosimilmente questa situazione genera un diverso pH 

extracellulare che può influenzare l’assorbimento di alcune sostanze; 

2. Un aumento di sintesi di matrice extracellulare rispetto ai normali monostrati, 

soprattutto acido ialuronico; 

3. Un aumento delle vie di traduzione del segnale indotte dalle caderine (in 

alcune strutture è stata anche osservata una diminuzione dell’espressione di 

alcune subunità integriniche, in particolare α6 e β4); 

 rimodellamento del citoscheletro, una migliore integrazione intercellulare 

tramite gap-junctions (social control) e un aumento dell’addensamento 

cromatinico che correla con la diminuzione del metabolismo e della sintesi 

proteica dello strato intermedio; 

erenze di espressione di alcuni geni come aumento di p21, p27 (per cui 

accumulo delle cellule in fase G0/G1) e HSP27 (chaperone coinvolto nella 

protezione da ROS) e diminuzione di alcuni recettori per i f

Il minor tasso metabolico, la dimi

e la forma più compatta della croma

resistenti al tr

nuzione della sintesi di Topoisomerasi II 

problemi di diffusione vanificano l’azione 

roidi risultano resistenti anche a diversi

Esiste anche una teoria, detta di 

verosimilmente colpire solo le cellule proli

cellule nello strato intermed

nti dello strato più esterno, mentre

ellulare e sostituire le cellule morte. L’efficacia terapeutica sarebbe quindi 

la stessa osservabile in un monostrato cellulare, tuttavia gli sferoidi hanno una 

sorta di “backup”
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Nello studio di una neoplasia come il mesotelioma maligno, l’utilizzo di 

questo sistema è un passo fondamentale verso la scoperta dei meccanismi 

rec

mu

me ella via 

sig llo alla terapia. Sulla base di questi risultati è 

lo s

eccanismi molecolari e 

nella ricerca sul mesotelioma maligno durante i primi tre anni di Dottorato, ho 

della Dr.ssa

Hospita

sistenza al trattamento con Trail e 

ai rispettivi monostrati. Questi ult

mediante l’attivazione di Jnk (con Etoposid

somministrazione di agenti chemioterapici [103], mentre gli sferoidi mostrano 

ai trattamenti. 

e VAMT-1) gli inibitori già precedentemente utilizzati e 

valutando il coinvolgimento della v

molecolari da sfruttare ai fini terapeutici.  

Il gruppo della Dr.ssa Broaddus è da anni interessato a questo aspetto e 

entemente ha pubblicato un articolo [40] che analizza la resistenza 

lticellulare degli sferoidi (in particolare sferoidi generati da frammenti di 

sotelioma – tumor fragment spheroids) ed evidenzia come inibitori d

PI3K/Akt/mTOR (LY294002 e Rapamicina) siano in grado di sensibilizzare 

nificativamente questo mode

nata una collaborazione da il nostro gruppo e quello della Dr.ssa Broaddus per 

tudio di queste vie di segnale in strutture tridimensionali 

Avendo acquisito esperienza nello studio dei m

avuto l’opportunità di poter lavorare un anno a San Francisco, nel laboratorio 

 Broaddus, presso il “Lung Biology Center” San Francisco General 

l, UCSF. 

Attualmente è in fase di studio la re

Anisomicina di sferoidi di cellule di mesotelioma (REN, M28 e VAMT-1) rispetto 

imi sono resi sensibili al trattamento con Trail 

e o Anisomicina) [102]  o tramite co-

una maggiore resistenza 

Saranno eseguiti dei “size-course” per analizzare lo stato di attivazione 

delle principali vie anti-apoptotiche in condizioni basali e per valutare se esiste 

un incremento della resistenza parallelo all’aumento della dimensione degli 

sferoidi. Saranno inoltre validati i risultati ottenuti sui “tumor fragment spheroids” 

(sferoidi generati da frammenti di mesotelioma) utilizzando sui “multicellular 

spheroids” (REN, M28 

ia PI3/Akt. 
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