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CARCINOGENESI E TERAPIA FARMACOLOGICA DEL MESOTELIOMA MALIGNO DA ASBESTO
· INTRODUZIONE
Il Mesotelioma Maligno (MM) è un tumore primario che colpisce le superfici sierose, la quale incidenza è stimata drammaticamente in aumento nei prossimi dieci anni in Europa [1], mentre in USA nell’ultimo anno, la frequenza è già aumentata del 90% [2]. La natura altamente aggressiva del MM e la sua resistenza alle terapie convenzionali, sono responsabili della prognosi di questi pazienti (12-18 mesi dalla diagnosi) [3]. Nonostante l’associazione tra chirurgia, chemio-terapia e radio-terapia possa dare alcuni benefici negli stadi precoci della malattia [4], nuove e più efficaci terapie sistemiche per questo tumore devono essere urgentemente sviluppate. 
E’ stato osservato che fibre e minerali fibrosi, come l’asbesto e l’erionite  sono strettamente correlati con l’insorgenza del MM [5]. L’asbesto è una risorsa naturale ubiquitaria riferibile a diversi tipi di minerali fibrosi formati da processi terrestri e composti da microscopici agglomerati di fibre. Asbesto è conosciuto come carcinogeno umano di classe A [6]. Le fibre di asbesto inducono aberrazioni cromosomiche tramite un’ azione meccanica [16] e possono promuovere l’apoptosi nelle cellule mesoteliali attraverso la produzione di radicali dell’ossigeno [17] e danni al DNA [18]. Il termine “Amosite” è applicato all’asbesto industriale marrone ed è un acronimo per “Minerali di asbesto del Sud Africa” con l’addizione del suffisso “-ite” che designa un minerale [24]. In uno studio epidemiologico di mortalità per MM in Italia, è stato rilevato che diversi soggetti residenti in Biancavilla, una cittadina situata nell’area vulcanica dell’Etna, presentavano tale patologia [25]. A seguito di una dettagliata investigazione cristallo-chimica è stata determinata la presenza di un nuovo asbesto nelle cavità rocciose formate a seguito delle eruzioni di lava vulcanica e, denominato Fluoroedenite, [42]. L’alta incidenza di MM nei villaggi della Cappadocia in Turchia è stato associato con l’esposizione ambientale all’erionite fibrosa, una forma altamente patogena della zeolite, simile in apparenza e proprietà all’asbesto [7]. Erionite è un potente mutageno [8], considerato più carcinogeno dell’asbesto sia nell’uomo che nei roditori [9] e la sua capacità trasformante è probabilmente dovuta alla peculiare proprietà di accumulare ferro sulla sua superficie [10]. Quindi, similmente come avviene per l’asbesto, l’esposizione alle fibre di erionite porta alla generazione di metaboliti reattivi dell’ossigeno da parte dei macrofagi [11] e all’aumento dei livelli di mRNA dei proto-oncogeni c-fos e c-jun [12][13]. L’erionite dell’Oregon ha proprietà genotossiche [14] e induce un alta incidenza di MM dopo inoculazione intraperitoneale o inalazione [15], suggerendo che questo tipo di zeolite sia pericolosa per l’uomo, sebbene non siano ancora disponibili dati epidemiologici. 
Sebbene l’asbesto sia la maggior causa riconosciuta del Mesotelioma Maligno  [19], l’infezione da SV40 è stata proposta come possibile concausa [20].  Le cellule mesoteliali SV40 positive sono meno sensibili alla citotossicità indotta da asbesto e le cellule sopravviventi sono soggette ad alta instabilità genomica [21] che può portare alla loro trasformazione [22]. Le linee cellulari di Mesotelioma Maligno sono inoltre più resistenti agli agenti apoptogeni, se comparate alle linee primarie mesoteliali, sebbene il meccanismo non sia ancora pienamente chiarito [23]. 
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 della PI3chinasi/Akt [26]. Nel corso del primo anno di dottorato, sulla base di questo assunto, sono stati condotti esperimenti di carcinogenesi utilizzando fibre di asbesto (amosite e fluoroedenite) ed erionite. Sono state utilizzate cellule primarie mesoteliali, provenienti da essudati pleurici prelevati da pazienti con altra patologia
, trasfettate con parte del genoma virale di SV40.
Numerosi fattori di crescita e relativi recettori sono coinvolti nella trasformazione e mantenimento del MM come Epidermal Growth Factor (EGF), Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), fbasic-Fibroblast Growth Factor (b-FGF), Hepatocyte Growth Factor (HGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [27], Platelet Derived Growth Factor (PDGF) [28, 29] e Transforming Growth Factor-beta (TGF-B). E’ stato dimostrato che l’aumento dell’attività di un determinato recettore nelle linee di MM rispetto alle linee mesoteliali normali, rende possibile il trattamento con inibitori specifici per limitarne la proliferazione, come nel caso del PDGFR-β [29, 30]. Un farmaco di attuale interesse è Gleevec (Imatinib mesilato, STI571; Novartis Pharma AG, Basel, Svizzera)  [31, 32] che, oltre ad essere un inibitore selettivo per le tirosina chinasi abl e bcr-abl (proteina di fusione coinvolta nella leucemia mieloide cronica), è risultato attivo anche su PDGFR-β e c-Kit [32, 33]. Un ulteriore farmaco specifico è Iressa (Gefitinib, ZD1839; Astra Zeneca, Macclesfield, United Kingdom), un inibitore del recettore tirosina chinasi EGFR, già approvato per la cura dei pazienti affetti da non small cell lung cancer in numerosi paesi [41]. 
Recentemente, il rinnovato interesse nello studio del trattamento del MM ha portato a trial
 clinici con risultati promettenti di diversi chemioterapici di nuovo sviluppo come  Gemcitabina (Gemzar; Eli Lilly and Company, Idianapolis, IN) e Alimta (Pemetrexed, MTA, LY231514; Eli Lilly and Company) [36]. La Gemcitabina (2'2'-difluorodeossicitidina) è un nucleoside analogo della citidina, attivo come singolo agente o in combinazione con il cisplatino ed altri farmaci contro diversi tumori solidi [38]. Inoltre, la Gemcitabina inibisce la ribonucleotide reduttasi, bloccando la sintesi di nuovo DNA con un meccanismo ”invisibile” al meccanismo di riparazione del DNA, conducendo la cellula verso il percorso apoptotico [39,40]. L’Alimta è un analogo dei folati che sopprime la crescita tumorale impedendo sia la sintesi del DNA che il metabolismo dei folati tramite l’inibizione della diidrofolati reduttasi (DHFR) e della glicinamide ribonucleutide formil trasferasi (GARF) [37]. 
Valutando le determinazioni sperimentali da noi effettuate in passato, è stata ipotizzata la probabile sinergia tra un chemioterapico classico effettivo nel blocco della sintesi del DNA e la sua associazione con un inibitore specifico per un effettore molecolare a monte di una via di trasduzione implicata con l’aumento della sopravvivenza e conseguente proliferazione cellulare.
A seguito di ricerche svolte all’interno del laboratorio di Biologia molecolare, in cui è stata determinata la sinergia tra STI571 e la Gemcitabina, il nuovo obbiettivo è quello di valutare l’eventuale cooperazione tra il Gleevec e altri chemioterapici di uso clinico. 

RISULTATI 
CARCINOGENESI in vitro
Con lo scopo di valutare l’efficienza di trasformazione dei diversi minerali testati sono state allestite colture di cellule mesoteliali (HMC) primarie separate da essudati pleurici di pazienti affetti da patologie non neoplastiche. Al seguito di valutare l’effetto degli antigeni di SV40 sulla trasformazione, le cellule primarie sono state trasfettate con l’early region del genoma virale comprendente i geni esprimenti gli antigeni Tag (Large T antigen) e tag  (small t antigen) [Figura 1]. Allo scopo di valutare l’effetto degli antigeni virali sulla base della loro differente espressione sono stati utilizzati 2 vettori plasmidici diversi (pZEOSVE e pSV3NEO) contenenti il medesimo inserto.
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Anche a seguito dell’ attuale dibattito nel mondo scientifico sulla efficacia di SV40 nella trasformazione neoplastica, è stata nostra intenzione ipotizzare che l’aumento della velocità di proliferazione nelle cellule SV40 positive possa innalzare la probabilità di fissare le mutazioni accelerando il processo carcinogenico. Con l’obbiettivo di valutare l’effettiva capacità trasformante di SV40 mediante meccanismi molecolari diversi da quelli in grado di aumentare la proliferazione in coltura (non osservabile in vivo), le cellule mesoteliali non trasfettate sono state mantenute sia in terreno Ham F-12 che in M199 addizionato con insulina, idrocortisone ed EGF (terreno di coltura raccomandato per le cellule mesoteliali MET-5A) per aumentarne la velocità di proliferazione.

Le 4 colture cellulari (HMC in F12; HMC in M199; HMC-pZEOSVE in F12; HMC-pSV3NEO in F12) sono state esposte a 2 trattamenti da 72 ore, con un intervallo tra un esposizione e la seguente di 5 giorni. I minerali testati sono l’amosite, la fluoroedenite e le due varietà di erionite provenienti dall’Oregon e dalla Cappadocia. Tutte le esposizioni sono state condotte alla concentrazione di 2,5 µg/cm2. 
Tutte le cellule esposte ai trattamenti di carcinogenesi in vitro sono state saggiate per la formazione di foci dopo 1 mese. I foci risultanti dall’esposizione all’amosite sono stati 6 su 2x105 cellule piastrate (solo nelle cellule trasfettate con il plasmide pZEOSVE) di cui solo uno in grado di crescere in successive subcolture [Figura 2]. 
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E’ stata effettuata l’analisi biochimica delle cellule provenienti dai foci per valutare le differenze rispetto alle cellule HMC pZEOSVE non esposte, evidenziando: 1) aumento nella fosforillazione di Akt ; 2) diminuzione della defosforilazione (attivazione) della subunità p65 di NF-kB. Nessuna alterazione è stata osservata tra i foci derivati dall’esposizione all’amosite e i controlli non esposti nei livelli di espressione dei recettori Met e PDGFR-β e nella fosforillazione delle ERK 1\2 [Figura 3].  
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Dopo 1 mese dall’esposizione “long term” alla fluoroedenite, le HMC transfettate con pSV3NEO sviluppavano in coltura 2 foci su 2x105 cellule piastrate, entrambe non presentavano la capacità di crescere nelle conseguenti subculture. Le cellule esposte all’erionite della Cappadocia ogni 2x105 cellule piastrate formavano 2 foci nelle HMC M199, 4 nelle HMC pZEOSVE ed 1 nelle HMC pSV3NEO. Le cellule esposte all’erionite dell’Oregon erano in grado di formare, nelle stesse condizioni delle precedenti, 3 foci nelle HMC M199, 4 nelle HMC pSV3NEO e 2 nelle HMC pSV3NEO dimostrando un potere trasformante paragonabile a quello della stesso minerale di diversa provenienza geografica..
In tutti gli esperimenti di formazione dei foci, le HMC in terreno F12 non erano in grado di formare foci a 1 mese dopo l’esposizione (Tab 1).
	AMOSITE
	FLUOROEDENITE

	HMC

F12
	HMC

M199
	HMC

pZEOSVE
	HMC

pSV3NEO
	HMC

F12
	HMC

M199
	HMC

pZEOSVE
	HMC

pSV3NEO

	0
	0
	6
	0
	0
	0
	0
	2



	ERIONITE

OREGON
	ERIONITE

CAPPADOCIA

	HMC

F12
	HMC

M199
	HMC

pZEOSVE
	HMC

pSV3NEO
	HMC

F12
	HMC

M199
	HMC

pZEOSVE
	HMC

pSV3NEO

	0
	3
	4
	2
	0
	2
	4
	1



Terminati i 60 giorni dopo la fine dei trattamenti con i diversi minerali, le cellule di tutte le colture verranno saggiate per la formazione dei foci con il conseguente isolamento degli stessi. Le cellule dei foci verranno analizzate per l’espressione di proteine implicate nella trasformazione.
Al termine del completo isolamento dei foci, per valutare l’effettiva trasformazione delle cellule che ne derivano, verrà saggiata la capacità di crescita in una matrice semisolida tramite l’allestimento di un soft agar assay. Le cellule con potere proliferativo maggiore verranno inoculate per via intraperitoneale in topi nudi o SCID valutandone l’effettiva  capacità neoplastica.
Questo progetto di ricerca ha lo scopo di ottenere, per ogni tipo di minerale, una coltura stabile di cellule trasformate in vitro da paragonare tra loro con un approccio proteomico con lo scopo di determinare possibili nuovi bersagli farmacologici. 
COMBINAZIONE ALIMTA-STI571

Esperimenti condotti precedentemente hanno dimostrato che STI571 utilizzato in combinazione con la Gemcitabina sulle cellule di mesotelioma PDGFR-β positive induce citotossicità ed apoptosi con un effetto sinergico. 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 altre associazioni di farmaci con un eventuale azione sinergica sono state saggiate altre coppie di agenti terapici come Alimta-Iressa, Gemcitabina-Iressa e Gemcitabina-Alimta calcolandone le curve dose-risposta di citotossicità relative ad ogni singolo farmaco dove ricavare il valore di LC50. [Figura 4]. 
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Successivamente, prove di citotossicità per determinare la curva dose-risposta di un farmaco in presenza di una concentrazione costante dell’altro, hanno permesso la costruzione dell’isobologramma [34-35]. 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. Sui due assi del diagramma cartesiano 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, 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.

 Tra tutte le combinazioni saggiate, Gemcitabina e Alimta hanno dimostrato un comportamento sinergico tra loro nelle cellule di mesotelioma (MMCa), mentre Alimta ed Iressa, in combinazione sviluppavano  un comportamento fortemente antagonista su cellule di mesotelioma (MMB) e di adenocarcinoma polmonare (A549) [Figura 5]. 
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Questo risultato permette di ipotizzare una probabile associazione di effetti tra Alimta e STI571, in accordo con la nostra ipotesi che l’utilizzo combinato di un chemioterapico insieme ad un inibitore specifico di uno specifico recettore, presente nelle cellule del tumore, possa diminuire la dose efficace del chemioterapico con
 conseguente diminuzione degli effetti negativi secondari nell’utilizzo clinico. 
La determinazione della citotossicità di Alimta in presenza di varie concentrazioni costanti di STI571 ha permesso la costruzione dell’isobologramma in cui è risultata una sinergia superiore a quella precedentemente determinata tra Gemcitabina e STI571 nelle cellule di mesotelioma (MMP) [Figura 6]. 
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Allo scopo di valutare la corretta linea cellulare da utilizzare negli esperimenti di citotossicità, veniva determinata la presenza della proteina ‘target’ del farmaco in esame. [Figura 7].
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In prospettiva futura, è attualmente in via di sviluppo la costruzione di un modello murino affetto da mesotelioma dove applicare le terapie precedentemente valutate in vitro.
SVILUPPO DEL MODELLO PRECLINICO
La continua scoperta di nuove possibili terapie per il mesotelioma maligno determinate su sistemi in vitro, porta alla necessità di sviluppare un modello animale in cui valutare gli effetti terapici e quelli negativi secondari precedentemente alla sperimentazione clinica sull’uomo.
A tale scopo, grazie alla collaborazione con il Dr. Cilli dell’ IST di Genova, abbiamo valutato la possibile induzione del MM su topi immunocompromessi atimici nudi utilizzando cellule di mesotelioma MMP iniettate per via intraperitoneale.

Precedentemente, abbiamo infettato le cellule MMP con un lentivirus contenente il vettore “p156RRLsinPPThCMVGFPpre” esprimente la proteina fluorescente GFP, ottenendo una continua e costitutiva espressione stabile [Figura 8].
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 Tali cellule, una volta iniettate nel peritoneo, vengono rilevate tramite un misuratore di fluorescenza “in vivo” (Ivis system, Xenogen Corp.) nel caso della formazione di masse neoplastiche primarie e metastatiche [Figura 9]. 
Alla situazione odierna le cellule inoculate in 5 topi non hanno ancora formato masse rilevabili, consigliando l’utilizzo di ulteriori tipi cellulari.  
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Figura 1: Determinazione dell’antigene virale Tag. (Pannello superiore) Le cellule mesoteliali trasfettate con 2 plasmidi contenenti l’ early region del genoma di SV40 risultano positive all’analisi immunocitochimica (ICC) con anticorpo anti-Tag rispetto alle medesime cellule non modificate. Reazione ICC con rilevazione dell’antigene tramite AEC e controcolorazione con ematossilina. (Pannello Inferiore) L’antigene virale è rilevabile tramite Western blotting con anticorpo anti-Tag su cellule mesoteliali trasfetttate ad un livello di espressione paragonabile alle cellule di controllo MET-5A trasformate con SV40.





Figura 4: Curve dose-risposta relative ai farmaci analizzati: Gli L50 sono stati calcolati determinando le curve di citotossicità tramite saggio MTT.  L’associazione ALIMTA/IRESSA è stata valutata su cellule di mesotelioma maligno (MMB) e adenocarcinoma polmonare (A549); ALIMTA/GEMCITABINA su cellule di mesotelioma polmonare (MMCa). 





Tabella 1: Conta del numero di foci sviluppati dalle diverse esposizioni “long term”.  Dopo un mese dall’esposizione alle diverse tipologie di minerali le cellule venivano piastrate in multiwell da 6 (200.000 per pozzetto) e la conta dei foci veniva condotta dopo 7 giorni. 














Figura 8: Cellule di mesotelioma maligno MMP esprimente il gene della GFP. Dopo infezione con lentivirus contenente il vettore “p156RRLsinPPThCMVGFPpre” esprimente la proteina fluorescente GFP le cellule presentavano una costitutiva espressione del gene.





























Figura 3: Analisi  di espressione o attivazione di alcune proteine nelle cellule derivate da foci e nelle cellule HMC pZEOSVE.  Western blotting anti MET, PDGFR, P-AKT e P-p65 condotti su lisati totali di HMC pZEOSVE e di cellule derivate da foci dopo esposizione al trattamento “long term” con amosite.
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Figura 1: Determinazione dell’ antigene virale Tag.  (Pannello superiore) Le cellule mesoteliali trasfettate con 2 plasmidi contenenti l’ early region del genoma di SV40 risultano positive all’analisi immunocitochimica (ICC)con anticorpo anti-Tag rispetto alle medesime cellule non modificate (HMC). Reazione ICC messa in evidenza con AEC, colorazione di contrasto ematossilina. (Pannello inferiore) Western bloting con anticorpo anti-Tag delle cellule trasfettate. L’antigene virale Tag è espresso ad un livello paragonabile a quello di cellule di controllo MET-5A che sono mesoteliali trasformate dal virus SV40.


   DETTAGLIARE SPECIFICARE!





Figura 9: IVIS Imaging System. Sistema di rivelazione di fluorescenza “in vivo”.








Figura 7: Livello di espressione dei recettori EGFr e PDGFr. (Sopra) Western blotting con anticorpo anti PDGFR condotto su lisati totali di cellule di mesotelioma maligno (MMB, MMP e MMCa), mesoteliali primarie (HMC) e fibroblasti umani di controllo (HDF) dopo coltura in condizioni di 2% siero per 16 ore. (Sotto) Immunoprecipitazione con anticorpo anti EGFR e western blotting con il medesimo anticorpo e anti fosfo-tirosina su cellule di mesotelioma maligno (MMB) e adenocarcinoma polmonare (A549). Il controllo positivo corrisponde alle cellule NIH trasfettate con EGFR. La determinazione è stata effettuata nelle stesse condizioni di coltura di cui sopra.








Figura 6: Curve dose-risposta ed isobologramma riferiti alla sinergia tra ALIMTA e GLEEVEC. La rappresentazione dell’isobologramma dimostra l’entità della sinergia tra i 2 farmaci utilizzati. Il confronto delle curve di tossicità di Alimta alle diverse concentrazioni costanti di Gleevec raffigura oltre che la diminuzione del LC50 anche l’aumento dell’intervallo di efficacia del chemioterapico.








Figura 5: Isobologramma su diverse associazioni dei farmaci utilizzati. (Primo e secondo diagramma) Isobologrammi relativi alla combinazione Alimta/Iressa su cellule di adenocarcinoma polmonare (A549) e mesotelioma maligno (MMB) in cui risalta l’antagonismo tra i farmaci in entrambe le tipologie cellulari. (Terzo diagramma) esempio di sinergia tra Gemcitabina ed Alimta sulle cellule di mesotelioma maligno MMCa.











Figura 2: Selezione clonale indotta da asbesto. Morfologia dei foci di HMC pZEOSVE esposte ad asbesto, ad un mese dopo l’ inizio della stimolazione prolungata “long term” (2 cicli da 72 h l’uno) con amosite a basso dosaggio (2,5 µg/cm²). (A) Ingrandimento originale: 32x (B)  Ingrandimento originale: 320x.
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�Come fanno; pazienti a essere sani!!!


�I nomi inglesi italianizzati al plurale non vogliono la “s”


�Risultati discordanti dai precedenti dello stesso laboratorio (paper Eninite di cui sei coautore!) Sicuro?


�Cosa c**zo l’entrano farmaci generici
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