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CARCINOGENESI E TERAPIA FARMACOLOGICA
DEL MESOTELIOMA MALIGNO DA ASBESTO

O INTRODUZIONE

Il Mesotelioma Maligno (MM) & un tumore primario che colpisce le superfici
sierose, la quale incidenza & stimata drammaticamente in aumento nei prossimi dieci
anni in Europa [1], mentre in USA negli ultimi anni, la frequenza & gia 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 I'associazione tra chirurgia, chemio-terapia e radio-terapia
possa dare alcuni benefici negli stadi precoci della malattia [4], nuove e piu efficaci
terapie sistemiche per questo tumore devono essere urgentemente sviluppate.

E’ stato osservato che fibre e minerali fibrosi, come I'asbesto e I'erionite sono
strettamente correlati con I'insorgenza del MM [5]. L’asbesto € una risorsa naturale
ubiquitaria riferibile a diversi tipi di minerali fibrosi formati da processi terrestri e
composti da microscopici agglomerati di fibre. Asbesto €& conosciuto come
carcinogeno umano di classe A [6]. Le fibre di asbesto inducono aberrazioni
cromosomiche tramite un’azione meccanica [7] e possono promuovere l'apoptosi
nelle cellule mesoteliali attraverso la produzione di radicali dell’'ossigeno [8] e danni al
DNA [9].

L’alta incidenza di MM nei villaggi presso Karain in Turchia & stato associato
con I'esposizione ambientale all’erionite fibrosa, una forma altamente patogena della

zeolite, simile in apparenza e proprieta allasbesto [10]. Erionite € un potente



mutageno [11], considerato piu carcinogeno dell’asbesto sia nel’'uomo che nei roditori
[12] e la sua capacita trasformante € probabilmente dovuta alla peculiare proprieta di
accumulare ferro sulla sua superficie [13]. Quindi, similmente come avviene per
I'asbesto, I'esposizione alle fibre di erionite porta alla generazione di metaboliti reattivi
dell’ossigeno da parte dei macrofagi [14] e allaumento dei livelli di mMRNA dei proto-
oncogeni c-fos e c-jun [15, 16]. L’erionite dell’Oregon ha proprieta genotossiche [17] e
induce un alta incidenza di MM dopo inoculazione intraperitoneale o inalazione [18],
suggerendo che questo tipo di zeolite sia pericolosa per 'uomo, sebbene non siano
ancora disponibili dati epidemiologici.

Sebbene I'asbesto sia la maggior causa riconosciuta del Mesotelioma Maligno
[19], l'infezione da SV40 & stata proposta come possibile concausa [20]. Le cellule
mesoteliali SV40 positive sono meno sensibili alla citotossicita indotta da asbesto e le
cellule sopravviventi sono soggette ad alta instabilita genomica [21] che pud portare
alla loro trasformazione [22].

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 [23]. Nel corso del primo anno di dottorato, sulla
base di questo assunto, sono stati condotti esperimenti di carcinogenesi utilizzando
fibore di asbesto ed erionite. Questi saggi di trasformazione hanno dimostrato
I'efficacia dell’erionite nel trasformare le cellule mesoteliali senza la cooperazione di
SV40. La carcinogeneicita superiore a qualsiasi altra fibra di asbesto finora studiata,
ci ha suggerito di approfondire, in quest’ultimo anno, il meccanismo di trasformazione
dell’erionite.

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) [24],
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) [25, 26] e Transforming Growth Factor-beta
(TGF-B). E’ stato dimostrato che 'aumento dell’attivita 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-3 [26,
27]. Un farmaco di attuale interesse & Gleevec (Imatinib mesilato, STI571; Novartis

Pharma AG, Basel, Svizzera) [28, 29] che, oltre ad essere un inibitore selettivo per le



tirosina chinasi abl e bcr-abl (proteina di fusione coinvolta nella leucemia mieloide
cronica), € risultato attivo anche su PDGFR-[3, c-Kit e c-fms [30, 31].

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) [32]. La Gemcitabina
(2'2'-difluorodeossicitidina) € un nucleoside analogo della citidina, attivo come singolo
agente o in combinazione con il cisplatino ed altri farmaci contro diversi tumori solidi
[33]. 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 [34, 35]. L’Alimta & un analogo dei
folati che sopprime la crescita tumorale impedendo sia la sintesi del DNA che il
metabolismo dei folati tramite I'inibizione della diidrofolati reduttasi (DHFR) e della
glicinamide ribonucleutide formil trasferasi (GARF) [36].

Esperimenti condotti precedentemente nel laboratorio di Biologia Molecolare
hanno dimostrato che STI571 utilizzato in combinazione con la Gemcitabina sulle
cellule di mesotelioma induce citotossicita ed apoptosi con un effetto sinergico.

Nel corso del primo anno di dottorato, € stata dimostrata la sinergia dell’Alimta
in combinazione con STI571. Lo scopo del secondo anno é stato quello di saggiare
I'effetto delle 2 combinazioni terapeutiche su altre linee cellulari di mesotelioma e sul
modello murino recentemente sviluppato in collaborazione con I'lST di Genova.

| composti che hanno come obbiettivo le proteine implicate nel controllo del
ciclo cellulare hanno la capacita di interferire con I'abilita delle cellule tumorali di
proliferare in modo controllato, portando alla catastrofe genetica e alla conseguente
apoptosi. Le chinasi Aurora controllano i punti critici del ciclo cellulare e sono
determinanti per la progressione e la mitosi.

Le Aurora , sono una piccola famiglia di 3 serina/treonina chinasi: Aurora-A, B
e C. Le funzioni delle chinasi Aurora sono associate con la maturazione dei
centrosomi, l'organizzazione del fuso, la separazione dei cromosomi e la
condensazione del DNA [37, 38]. Esse sono iperespresse in diverse linee cellulari
tumorali. In particolare Aurora-A, il cui gene € localizzato in posizione 20q13, una
regione cromosomica frequentemente amplificata nei tumori umani, & iperespressa in

diversi tipi di tumore [39].



Un inibitore a basso peso molecolare per le chinasi Aurora, PHA-680632, &
stato identificato e testato per la sua attivita antiproliferativa in diverse linee cellulari
dal laboratorio dell’'unita oncologica del Nerviano Medical Sciences (gia Centro
Ricerche Pharmacia di Nerviano)[40]. Scopo principale dell’ultimo anno di dottorato &
stato di sviluppare un modello “in vivo” di mesotelioma, su cui & stata valutata
I'inibizione della crescita tumorale a seguito del trattamento con questo nuovo e

promettente agente farmacologico.

Q RISULTATI
CARCINOGENESI in vitro

Durante il primo anno di dottorato sono stati condotti studi di carcinogenesi

utilizzando diverse tipologie di amianto ed erionite. Le cellule mesoteliali umane
(HMC) utilizzate, derivavano da essudati pleurici di pazienti affetti da patologie non
neoplastiche. Le cellule primarie venivano utilizzate nei primi passaggi in coltura
conseguenti all'isolamento o immortalizzate con gli antigeni virali di SV40.
L’immortalizzazione delle cellule umane primarie con parte del genoma di SV40, &
stato da noi stessi osservato condurre all’attivazione di numerose vie proliferative ed
antiapoptotiche. Nonostante questo sistema sia stato finora il piu utilizzato per gli
studi di carcinogenesi del mesotelioma, non € in alcun modo riconducibile alle
condizioni fisiologiche ritrovabili nel’'uomo [41, 42]. L'utilizzo di cellule primarie, invece
non permette di ottenere risultati riproducibili per tutta la durata degli esperimenti vista
la naturale senescenza a cui vanno incontro e la variabilita tra cellule derivanti da
pazienti diversi. | limiti dei sistemi cellulari finora utilizzati, ci hanno condotto verso
'uso delle HMC TERT provenienti dal laboratorio del Dr. James Rheinwald di
Harvard. La perdita della subunita hTERT (Human Telomerase Riverse Trascriptase),
e un fenomeno che interessa tutte le cellule umane primarie isolate in coltura [43]. Il
conseguente accorciamento dei telomeri, conduce ad un progressiva perdita di
materiale genetico, causando alterazioni del genoma, senescenza e anche la morte
della cellula. La trasfezione della subunita catalitica della telomerasi hTERT ripristina
la funzione di mantenimento dei telomeri, permettendo lo svolgersi del ciclo cellulare
in cellule in coltura per un tempo illimitato e conferendo al genoma della cellula

stabilita genetica [44].
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Figura 1 Livello di espressione ed attivazione di vie di trasduzione proliferative e apoptotiche.
Western blotting con anticorpi anti Met, Fosfo-Akt, Fosfo-Erk1/2 e survivina condotto su lisati totali di
cellule mesoteliali immortalizzate con hTERT (HMC TERT) ed SV40 (HMC SV40) dopo coltura in
condizioni di 2% siero per 16 ore.

Esperimenti condotti in precedenza durante questo ciclo di dottorato hanno
dimostrato la maggiore capacita trasformante dell’erionite rispetto alle fibre di
asbesto.

Allo scopo di determinare il meccanismo con cui 'erionite trasforma le cellule
mesoteliali, sono stati valutati gli effetti proliferativi ed apoptotici dell’esposizione a
questa tipologia di minerale.

Dopo aver esposto le cellule mesoteliali (HMC hTERT) per 24 ore a 10 pug/cm?
di erionite proveniente da Karain ed Oregon, al’amosite ed al vetro, & stata valutata la
percentuale di cellule in attiva crescita mediante colorazione immunocitochimica con il
marcatore di proliferazione cellulare Ki67 e la percentuale di cellule apoptotiche
mediante colorazione nucleare con Hoechst.

L’erionite Karain e quella proveniente dall’Oregon, portano ad un aumento
statisticamente significativo nella percentuale di cellule proliferanti rispetto al’amosite,

al vetro.
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Figura 2 Tasso di proliferazione cellulare dopo esposizione a diverse fibre.

Percentuale di

cellule positive alla colorazione immunocitochimica con anticorpo anti-Ki67 sul numero totale di

cellule contate (n=500) dopo esposizione a 10ug/cm? per 24 ore delle fibre indicate.




Un numero significativamente piu alto di cellule che presentavano la tipica
condensazione della cromatina evidenziata dalla colorazione Hoechst, & stato

osservato solo per 'amosite e 'agente pro-apoptotico VP16.
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Figura 3 Percentuale di cellule apoptotiche dopo esposizione a diverse fibre. Porzione di
cellule apoptotiche dopo esposizione a 10ug/cm? per 24 ore delle fibre indicate. | dati sono espressi
come percentuale di cellule positive alla colorazione Hoechst sul numero totale di cellule contate
(n=500).

| dati di proliferazione e morte cellulare indicano che le fibre di erionite e di
asbesto hanno un meccanismo trasformante diverso fra loro. Allo scopo di valutare la
per le diverse fibre minerali la capacita di indurre stress ossidativo € stata determinata
la quantita di 8-idrossi-2’-deossiguanosina (8-OHdG) prodotta, mediante un metodo
basato sull’analisi cromatografica per HPLC degli addotti contenuti negli estratti
provenienti da cellule espposte alle diverse fibre oppure non trattate [45].

Le fibre di Erionite ed Amosite significativamente inducevano danni al DNA
rispetto le altre condizioni, ma la quantita di addotti nelle cellule esposte all’erionite

era sensibilmente piu alta rispetto all’amosite.
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Figura 4 Addotti al DNA in seguito a esposizione alle diverse fibre. Misurazione di 8-OHdG,
mediante HPLC e misura dell’'assorbanza della radiazione ultravioletta, nelle cellule mesoteliali (HMC
TERT) esposte a 10 ug/cm? per 12 ore alle fibre indicate.

| dati in nostro possesso confermano il ruolo dello stress ossidativo
nellindurre mutazioni del DNA, che nel caso dell’erionite, oltre ad essere maggiore
rispetto all’asbesto, non € accompagnato da citotossicita. Questa situazione ci porta
ad ipotizzare che le mutazioni indotte dai radicali liberi, formati dall'effetto ossidante
dell’erionite, vengano “fissate” nelle cellule proliferanti conducendo al fenotipo

trasformato.

COMBINAZIONE PEMETREXED-STI571

Esperimenti condotti precedentemente hanno dimostrato che STI571 utilizzato

in combinazione con la Gemcitabina sulle cellule di mesotelioma maligno (MMP)
induce citotossicita ed apoptosi con un effetto sinergico. Durante il primo anno di
dottorato, dopo aver saggiato numerose combinazioni tra chemioterapici e farmaci
inibitori di specifiche proteine recettoriali, & stata dimostrata la sinergia tra gli effetti di
Pemetrexed e STI571 sulle stesse cellule (MMP). La determinazione di questa
ulteriore sinergia, ha avvalorato la nostra ipotesi che, l'utilizzo combinato di un

chemioterapico insieme ad un inibitore specifico per un recettore coinvolto nella



sopravvivenza cellulare, possa diminuire la dose efficace del chemioterapico con

conseguente diminuzione degli effetti negativi secondari nell’utilizzo clinico.
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Figura 5 Effetto dose-risposta della sinergia tra PEMETREXED e GEMCITABINA con STI571. ||
confronto delle curve di tossicita di Alimta e Gemcitabina alle diverse concentrazioni costanti di
Gleevec raffigura oltre che la diminuzione del LC50 anche I'aumento dell’intervallo di efficacia del
chemioterapico.

La valutazione dell'interazione tra due farmaci viene condotta mediante la
costruzione dell'isobologramma, effettuando prove di citotossicita per determinare la
curva dose-risposta di un farmaco in presenza di una concentrazione costante
dell’altro. Questo metodo permette di valutare in un solo grafico la variazione della
LCso del chemioterapico considerato, al variare della concentrazione del farmaco
usato in associazione. Sui due assi del diagramma cartesiano vengono riportati i
valori di LCs, dei farmaci usati singolarmente. La retta che unisce questi punti
rappresenta la conservazione dell'isobologramma, ovvero I'andamento che
dovrebbero avere i valori di LCs, al variare delle concentrazioni dei due farmaci, nel
caso ci fosse tra loro un rapporto di additivita. Le deviazioni di questo grafico verso il
basso determinano una relazione di sinergia tra i farmaci, mentre I'antagonismo &

rappresentato da una deviazione verso I'alto[46, 47].
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Figura 6 Isobologrammi delle due associazioni terapeutiche utilizzate. |sobologrammi relativi
alle combinazioni Gemcitabina/STI571 e Pemetrexed/STI571 su cellule di mesotelioma maligno
(MMP) in cui risalta in entrambe la sinergia.

| recettori su qui € stato dimostrato I'effetto inibitorio del STI571 sono |l
PDGFRp, c-Kit e c-fms [30, 31]. Dopo 'analisi del’espressione dei recettori, effettuata
sulle cellule di numerose linee in nostro possesso (MMP, MMCa, MMB, MPP89, REN,
ISTMES1, ISTMES2), & stata valutata [l'efficacia delle nostre combinazioni
terapeutiche su altre 2 linee, che presentavano caratteristiche diverse dalle MMP. In
particolare, le cellule della linea MMP esprimono in modo sensibile tutti e tre i tipi di
recettori, mentre le REN esprimono sensibilmente solo il PDGFRB e le ISTMES2

hanno bassi livelli di espressione per tutti e tre i recettori.
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Figura 7 Livello di espressione dei recettori sensibili a STI571. Western blotting con anticorpi anti
PDGFRB, c-Kit, c-fms e a tubulina condotto su lisati totali di cellule mesoteliali (HMC) e mesotelioma
maligno (ISTMES2, REN, MMP) dopo coltura in condizioni di 2% siero per 16 ore. Il lisato totale di
fibroblasti umani (HDF) & stato utilizzato come controllo positivo per I'espressione del PDGFRB. I
lisato totale di cellule leucemiche (CCRF) ¢ stato utilizzato come controllo positivo per I'espressione
di c-Kit e c-fms.




Dopo aver valutato I'espressione dei recettori, &€ stato osservato Ieffetto

dell’aggiunta del fattore di

crescita PDGF da solo e in presenza del STI571.

L’attivazione del PDGFR & osservabile sulle cellule di tutte le linee, ma € maggiore

nel caso delle MMP. Conseguentemente all’aggiunta di PDGF, viene osservata in tutti

i tipi di cellule, I'attivazione a diversi livelli del percorso anti-apoptotico mediato dat

Akt. Nelle MMP la fosforilazione di Akt era maggiore rispetto a quella delle REN,

mentre le ISTMES2 erano caratterizzate dal grado di attivazione piu basso.

L’inibizione selettiva del STI571 & efficace su tutte le tipologie cellulari esaminate. E’

osservabile I'attivazione delle Erk1/2 solo nelle cellule della linea MMP che si protrae

anche dopo I'aggiunta dell’inibitore STI571.
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Figura 8 Attivazione ed inattivazione del PDGFRp, Akt e Erk 1/2 con PDGF e STI571 . (Sopra)
Immunoprecipitazione con anticorpo anti PDGFRf e immunoblotting con anticorpo anti fosfo-tirosina,




dopo stimolazione con 20ng/ml di PDGF e 10 pM di STI571 per 90 min., su cellule di mesotelioma
maligno (MMP, REN, ISTMES2). (Sotto) Western blotting con anticorpi anti fosfo-Akt, fosfo-Erk1/2,
PDGFR, Akt, Erk1/2 e a tubulina sui lisati totali delle stesse cellule nelle stesse condizioni di coltura.

| test di citotossicita effettuati con le 2 associazioni terapeutiche, hanno
permesso la costruzione dell'isobologramma per le cellule delle linee REN ed
ISTMES2. E’stata osservata sinergia tra gli effetti dei 2 chemioterapici in associazione
con STI571 per le cellule REN, mentre & stata dimostrato antagonismo per entrambe

le combinazioni sulle ISTMES2.
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Figura 9 Isobologrammi delle 2 associazioni terapeutiche utilizzate. (Primo e secondo
diagramma) Isobologrammi relativi alle combinazione Gemcitabina/STI571 e Pemetrexed/STI571 su
cellule della linea di mesotelioma maligno REN in cui & evidente la sinergia in entrambe le situazioni.
(Terzo e quarto diagramma) esempio di antagonismo delle due combinazioni testate sulle cellule
della linea di mesotelioma maligno ISTMES2.

La sinergia determinata per le cellule MMP & maggiore di quella valutata sulle

REN ed é proporzionale al livello di attivazione della via di sopravvivenza mediata da



\ Akt, sia in condizioni basali che a seguito dell’aggiuntae del PDGF. Mettendo in
relazione I'antagonismo tra i gli effetti dei farmaci con il basso livello di attivazione di
Akt sulle cellule della linea ISTMES2, & ipotizzabile che Tlinibizione delle vie
molecolari che proteggono dall’apoptosi aumenti la sensibilita delle cellule ai
chemioterapici. La suscettibilita delle cellule di mesotelioma allAlimta e alla
Gemcitabina viene aumentata maggiormente nelle cellule che presentano livelli piu
alti di fosforilazione di Akt. L’attivazione della via di Pl3chinasi/Akt & a sua volta
proporzionale sia al livello di fosforilazione del PDGFRB che al numero di recettori
sensibili al STI571 espressi dalla cellula.

Questo studio, una volta confermato dagli esperimenti sul modello murino da
noi sviluppato, ha lo scopo di fornire un alternativa terapeutica per i pazienti affetti dal

mesotelioma maligno che presentano I'espressione del PDGFRp e di c-kit.

SVILUPPO DEL MODELLO PRECLINICO

La continua scoperta di nuove possibili terapie per il mesotelioma maligno

determinate su sistemi in vitro, porta alla necessita 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. Michele Cilli dell’IST di
Genova, durante il primo anno di dottorato abbiamo valutato la possibile induzione del
MM su topi immunocompromessi atimici nudi utilizzando cellule di mesotelioma MMP
senza ottenere alcuna massa tumorale.

Dopo il fallimento della prima prova di inoculo abbiamo deciso di utilizzare topi
SCID che, presentando una mutazione nei geni dello sviluppo dei linfociti B, hanno un
grado di immunocompromissione maggiore, che facilita la crescita della popolazione
di cellule tumorali inoculate.

Successivamente, utilizzando tre topi per ogni condizione, abbiamo inoculato
intraperitoneo le cellule di mesotelioma appartenenti alle linee MMP, MPP89 e REN,
precedentemente  infettate con un lentivirus  contenente il  vettore
“‘p156RRLsinPPThCMVGFPpre” esprimente la proteina fluorescente GFP. 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. Dopo 20 giorni tutti i topi inoculati con le
REN-GFP hanno sviluppato rigonfiamento addominale indice della presenza del
tumore. Solo un topo inoculato con le MPP89-GFP ha sviluppato tumore, mentre non

e stata osservata alcuna massa neoplastica nei topi inoculati con le MMP-GFP.

Figura 10 Masse tumorali esprimenti la proteina fluorescente GFP. Esame autoptico di topo
SCID a 50 giorni dall'inoculo di 9 milioni di cellule di mesotelioma maligno esprimenti la proteina GFP
(MPP89-GFP).

Dopo aver valutato la linea REN come la piu idonea ai nostri scopi, le cellule
sono state infettate con particelle lentivirali esprimenti un costrutto ottenuto dal vettore
“‘p156RRLsinPPThCMVGFPpre” nel quale il cDNA codificante GFP & stato sostituito
con il cDNA codificante I'enzima Luciferasi. L’espressione di Luciferasi permette una
rilevazione piu sensibile e precisa delle masse tumorali mediante VIS, rispetto a
quella osservabile con I'espressione di GFP. H-plasmide-| lentivirus ricombinanti sono
stati ottenuti, per la parte riguardante l'impacchettamento dei virioni, presso le
strutture abilitate del'IRCC di Candiolo (TO), grazie a una collaborazione in atto. Il

costrutto é stato preparato nel nostro laboratorio.



Allo scopo di valutare il numero minimo di cellule da inoculare, sono state
iniettate all’interno del peritoneo dei topi SCID diverse quantita di cellule (da 9 a 1
milione). La massa tumorale di ogni animale € stata analizzata mediante imaging ogni
settimana, in modo da determinare lo sviluppo delle neoplasie nel tempo. | risultati
degli esperimenti preliminari hanno rivelato che linoculo di 1 milione di cellule
permetteva I'attecchimento delle cellule, 'aumento piu lento della massa neoplastica

e la sopravvivenza maggiore dei topi.
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Figura 12 Curva di sopravvivenza dei topi inoculati con diverse quantita di cellule. | topi
venivano soppressi nel momento in cui lo sviluppo dell’emiperitoneo limitava la mobilita dell’animale.

Dopo aver determinato la condizione migliore per lo sviluppo del modello
murino, abbiamo valutato il blocco della crescita neoplastica da parte dell’inibitore
delle chinasi Aurora, PHA-680632. A questo scopo, sono stati inoculati 18 topi
intraperitoneo con 1 milione di cellule REN-Luc e sulla base delle dimensioni del
tumore dopo 7 giorni, sono stati costituiti 3 gruppi di trattamento. | gruppi erano
formati da 6 topi ognuno e dopo 15 giorni dallinoculo sono stati trattati
rispettivamente con 60 mg/Kg e 30 mg/Kg di PHA-680632 per 5 giorni consecutivi. Un
gruppo e stato trattato con il solo veicolo DMSO in cui era stato disciolto il farmaco.

Tutti gli animali sono stati monitorati all'IVIS settimanalmente fino allo sviluppo
dell’emiperitoneo, limite al quale i topi venivano soppressi per motivi compassionevoli.
Il trattamento effettuato ha bloccato lo sviluppo della massa neoplastica prolugando la
vita dei topi appartenenti al gruppo trattato con 30 mg/Kg fino a 64 giorni e del gruppo
a 60 mg/kg fino a 74 giorni. | topi trattati con il solo vettore sono stati soppressi a 50

giorni dall’inoculo.
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Figura 13 Valutazione all’'IVIS dei topi trattati con I'inibitore PHA-680632. Esempio di emissione
luminescente rilevata all'IVIS a 43 giorni dall'inoculo. | gruppi di animali erano stati trattati 5 giorni con
DMSO (Alto-sinistra), 30 mg/Kg di PHA-680632 (Alto-destra) e 60 mg/Kg di PHA-680632 (Basso).
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Figura 14 Crescita della massa tumorale a diverse concentrazioni di PHA-680632. Valutazione
della crescita tumorale in topi SCID trattati per 5 giorni con iniezioni intraperitoneo di PHA-680632
alla concentrazione di 60 mg/Kg e 30 mg/Kg. | topi di controllo sono stati trattati con solo il veicolo
(DMSO) alle stesse modalita.
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Figura 15 Curva di sopravvivenza dei topi trattati con diverse concentrazioni di PHA-680632. |
topi venivano soppressi nel momento in cui lo sviluppo dell’emiperitoneo limitava la mobilita
dell’animale.

La messa a punto del modello murino di mesotelioma maligno, ci permettera
ora di valutare le combinazioni dei farmaci precedentemente esaminate in vitro.
Uno degli obiettivi di questo progetto & saggiare I'azione terapeutica delle due

associazioni Gemcitabina/STI571 e Pemetrexed/STI571.



Dopo un esperimento preliminare, condotto con 6 gruppi da 6 topi
comprendente, oltre al controllo trattato con il solo vettore (DMSO), i trattamenti con
STI571, Gemcitabina, Pemetrexed e le due combinazioni di farmaci, abbiamo dedotto
che l'utilizzo dei protocolli di trattamento per Gemcitabina e Pemetrexed effettuati
sul’'uomo, rapportati al topo mediante semplice proporzione del peso non pud dare
risultati a causa della diversa farmacocinetica dei farmaci da noi utilizzati nelle due
specie. Infatti il topo, a causa del diverso metabolismo e della piu elevata quantita di
folati nel sangue, necessita di concentrazioni terapeutiche proporzionalmente
maggiori delluomo [48-50]. Pertanto i prossimi esperimenti faranno riferimento ai

parametri suggeriti_da questi lavori.
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