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INTRODUZIONE 1 

Capitolo 1.1. La Telomerasi 

1.1. Telomerasi: funzione e struttura. Architettura  e biologia della telomerasi per la modulazione 

della sua attività. 

 

Nelle normali cellule somatiche umane i telomeri, le estremità dei cromosomi, sono costituiti da circa 

15.000 paia di basi con una sequenza ripetitiva esanucleotidica caratteristica, TTAGGG (Moyzis et al., 1999; 

McEllingott et al., 1997). Le sequenze dei telomeri e le proteine ad esse associate formano una struttura 

importante che impedisce la fusione terminale dei cromosomi, la loro traslocazione e degradazione ad opera 

di esonucleasi (Tommerup et al., 1994; Zakian 1989; Zakian 1995). I telomeri, quindi, preservano l’integrità 

del cromosoma permettendone la completa replicazione e assicurano la corretta replicazione di geni 

essenziali (Blackburn 1991 (a); Blackburn 1991 (b); Blackburn 1992; Kakuo et al., 1999).  

I telomeri vengono progressivamente accorciati ad ogni divisione cellulare (perdita di circa 200 paia 

di basi ad ogni ciclo), a causa del cosiddetto “problema di replicazione terminale”, fino al raggiungimento di 

una lunghezza minima, detta ‘’di crisi’’, che produce un forte stimolo apoptotico o la manifestazione di un 

fenotipo senescente (Fu et al., 2000; Aragona et al., 2000; Oulton et al., 2000). Questo fenomeno, 

denominato “senescenza di tipo replicativo” induce nelle normali cellule somatiche la cessazione 

programmata della divisione cellulare e la limitazione del potenziale proliferativo. Questo processo, quindi, è 

stato considerato come un meccanismo del controllo intrinseco della soppressione tumorale: si ipotizza che 

esso possa agire da misura molecolare (“clock”) del numero di replicazioni delle cellule (Figura 1.1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1.1.  Schema degli eventi cellulari indotti dall’accorciamento telomerico (Wong JMY & Collins K, 2003). 
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Nelle cellule tumorali la telomerasi, una DNA polimerasi RNA-dipendente (retrotrascrittasi) addiziona 

sequenze di DNA ripetitive (TTAGGG) ai telomeri, preservando così la lunghezza dei terminali cromosomici 

(Kim et al., 1994; Karlseder, 2003) (Figura 1.1.2.).  

 

Figura 1.1.2.  Differenza nella dinamica telomerica tra una cellula normale ed una tumorale. La telomerasi interviene per riportare il 

telomero ad una lunghezza sufficiente a garantire la capacità proliferativa della cellula neoplastica. 

 

La telomerasi quindi conferisce alla cellula una capacità proliferativa illimitata, rivestendo così un 

ruolo centrale nel processo neoplastico (Nugent et al., 1998; Liu, 1999; Masutimi et al., 2003). L’illimitato 

potenziale proliferativo che consegue alla conservazione della lunghezza telomerica è stato definito come 

una delle sei caratteristiche fondamentali alla base dello sviluppo tumorale (Hanahan et al., 2000). 

La telomerasi è un enzima complesso sia per la sua architettura sia per il network biologico alla base 

delle sue funzioni. Questo enzima è stato biochimicamente identificato nel 1985 da Greider e Blackburn ed 

isolato dall’organismo unicellulare Tetrahymena. Oltre a due importanti componenti, lo stampo ad RNA 

(hTR) e la componente proteica trascrittasica inversa (hTERT), vi sono importanti proteine con funzioni 

Cellule 
somatiche: 
prive di 
telomerasi  

hTERT 

hTR (RNA stampo) 

TP 1 

Cellule 
tumorali 
con  
telomerasi 

Marker specifico delle cellule tumorali  
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strutturali e di regolazione (Chen JL et al., 2000; Wong & Collins, 2003). Mentre molte di queste sono già 

state descritte (come TEP1, Hsp70, Hsp90, p23, hStau, hNOP10, hGAR1, discherina), altre necessitano di 

ulteriori ricerche (Figura 1.1.3.).  

 

Figura 1.1.3.  Struttura della telomerasi (Wong JMY & Collins K., 2003). 

 

Le proteine associate alla telomerasi ricoprono differenti ruoli. Hsp70, Hsp90 e p23 svolgono 

importanti funzioni nel ‘folding’ e nella struttura di hTERT, altre sono associate a hTR e sono essenziali per 

l’assemblaggio hTR/hTERT (Colangelo and Osella, 2005). Queste proteine sono coinvolte, insieme ad alcuni 

cationi importanti, nella dimerizzazione e nella tetramerizzazione della telomerasi, regolandone l’attività di 

sintesi. hTR e hTERT sono essenziali per il corretto mantenimento e l’allungamento del telomero.  

La regolazione dell’intero processo di attivazione della telomerasi inoltre è soggetta a rigidi controlli 

molecolari (Figura 1.1.16.).  

Il fattore limitante la funzione della telomerasi è l’espressione della porzione hTERT. Le cellule 

somatiche telomerasi-negative, infatti, non esprimono questa proteina, mentre i tessuti germinativi sono in 

grado di regolare la sua trascrizione sia positivamente che negativamente. hTERT risulta quindi essere il 

miglior target per le strategie mirate a bloccare l’attività della telomerasi. La sua espressione è correlata con 

il processo di progressione tumorale ed i meccanismi genetici che la controllano sono al centro di un 

complesso network di fattori di regolazione positivi e negativi. Inoltre, l’amplificazione del gene di hTERT in 

posizione 5p15, osservata in vari tumori, indica come questa proteina sia cruciale per capire il ruolo della 

telomerasi nella comparsa della neoplasia (Zhang et al., 2000; Bryan et al., 2000) (Figura 1.1.4.).  
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Figura 1.1.4.  Domini di hTERT (subunità catalitica). La telomerasi si differenzia dalle altre trascrittasi inverse perché rimane legata al 

suo RNA stampo. Mutazioni indotte nei motivi di trascrittasi inversa riducono l’attività ma non il legame alla sua subunità di RNA. Al 

contrario mutazioni nei domini T riducono drammaticamente il legame alla subunità di RNA (Bryan et al., 2000). 

 

Questa funzione fondamentale di hTERT richiede vari e raffinati controlli. La regolazione 

trascrizionale sembra essere la problematica di più difficile comprensione. Sebbene il promotore di hTERT 

sia stato completamente caratterizzato, non è ancora chiaro come avvenga l’attivazione della trascrizione. In 

realtà il promotore contiene regioni consenso per molteplici vie di segnalazione, e la loro risultante determina 

la tendenza della cellula ad esprimere la telomerasi (Figura 1.1.5.).  

Possibili regolazioni farmacologiche a questo livello potrebbero risultare difficili e, sino ad ora, non è 

stato ancora descritto nessun fattore specifico esclusivo della cellula neoplastica in grado di promuovere la 

trascrizione di hTERT. Sembra che alcuni farmaci antiproliferativi correntemente usati nel trattamento del 

cancro regolino negativamente alcuni fattori trascrizionali, e i loro effetti diretti sull’espressione e sull’attività 

della telomerasi sono controversi. I fattori di trascrizione che regolano l’espressione di un grande numero di 

geni e di vie di segnalazione sono condivisi sia da cellule normali che neoplastiche. L’espressione del gene 

di hTERT, infatti, è regolata positivamente o negativamente da Myc/mad (E-box), NF-kB, E2F-1, WT-1, 

complesso estrogeno/recettore, ER81e molti altri fattori. La componente p65 della NfKb è stata anche 

associata con la traslocazione della proteina di hTERT dal citoplasma al nucleo.  

hTERT 
37 Kb, 16 esoni 
Amplificazione di 5p15 nei tumori 
(Zhang et al., 2000)  

Chr 5 (5p15) 

     G8      5.7 cR (> 3.0) 
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         G3    12.8 cR (> 11.5) 
D5S678    0.38 Mb 
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D5S417     2.3 Mb 

DOMINI 
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Simili ad altre Trascrittasi Inverse Motivo conservato  
specifico della telomerasi 
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Nella maggior parte dei tumori umani si verifica un’interessante associazione tra l’inattivazione di 

p53 e l’attivazione dell’enzima telomerasi. D’altro canto, una variazione nell’espressione di p53 regola 

negativamente l’attività enzimatica della telomerasi nelle varie linee cellulari neoplastiche attraverso la 

repressione trascrizionale p21 e E2F- mediata della sola porzione hTERT. Questa regolazione 

multifattoriale, comunque, non preclude una regolazione specifica dell’espressione telomerasica mediante 

alcuni recettori, almeno per alcuni tipi di tumore.  

 

Figura 1.1.5 . Regolazione trascrizionale di hTERT. Il sito promoter di hTERT è ricco in GC ed è privo sia di TATA box che di CAAT box. 

Contiene siti di legame per diversi fattori trascrizionali: 2 siti di legame per E2F-1 sono stati identificati prossimalmente al sito di inizio 

della trascrizione di hTERT. Gli inibitori dell’istone- deacetilasi (HDAC) come la tricostatina (TSA) attivano la trascrizione di hTERT nelle 

cellule normali ma non nelle tumorali. Questo suggerisce come la deacetilazione istonica, che comporta un cambiamento nella struttura 

cromatinica, potrebbe essere coinvolta nel silenziamento del gene hTERT nelle cellule normali. 

WT1: Wilms’ tumor 1 suppressor gene che può reprimere il promoter di hTERT, considerato per questa sua funzionalità un silenziatore. 

L’induzione di p53 provoca l’arresto in Go/G1 e G2/M, una upregolazione di p21 CIP1/WAF1 che inibisce le protein- chinasi -cicliche 

dipendenti (CDKs). Questi fattori proteici (p21, p16INK4) infatti formano complessi ternari con Cdk2/ciclica A, E, D1 inibendo l’attività 

cinasica di Cdk2. Si verifica quindi un accumulo di complessi inattivi di Cdk, che consente il mantenimento dello stato defosforilato del 

loro substrato pRb e quindi la senescenza, senza la down regolazione di hTERT. 

L’oncoproteine E6 ed E7 del papillomavirus umano (HPV6 e 7) inducono un fenotipo proliferativo e l’attività telomerasica. 

EGF, il fattore di crescita epidermico, attiva rapidamente (picco a 6-12h) la trascrizione di hTERT e tale attivazione non è bloccata dalla 

concomitante esposizione alla cicloesimide, suggerendone un effetto diretto, ma viene bloccata da MEK inibitori. EGF attiva la 

telomerasi attraverso una diretta attivazione trascrizionale di hTERT in cui Ras/MEK/ERK via  ETS assumono un ruolo importante. 

Le citochine quali IL-6 e insulin-like growth factor 1 (IGF1) up-regolano l’attività telomerasica senza alterare la trascrizione di hTERT in 

linee cellulari umane di mieloma multiplo. Tale up-regolazione è mediata dal segnale fosfatidilinositolo 3’-chinasi (PI3k)/Akt/nuclear 

factor k (NF kappa B) (Kyo & Inoue, 2002). 
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Un secondo step nella modulazione dell’attivazione della telomerasi è lo splicing alternativo e la 

traduzione dell’mRNA di hTERT.  

La variante di splicing α porta alla delezione di 36 basi all’interno della regione conservata della RT (motivo 

A). La variante di splicing β causa una delezione di 183 basi che produce una sequenza mancante di 

porzioni critiche della RT. Ne risulta così una proteina tronca a monte delle porzioni conservate B, C, D ed E. 

L’espressione delle diverse varianti è importante per l’elongazione del telomero e ne risulta che sono attive 

solo le proteine trascritte di hTERT con isoforme α+/β+ e α-/β+ (Figura 1.1.6.). 

  

Figura 1.1.6.  Splicing alternativo di hTERT mRNA (melanoma umano). Splicing alternativi sono stati evidenziati anche in modo tessuto 

specifico e in alcuni casi risultano dipendenti dall’età gestazionale (Villa et al., 2001).  

 

Gli splicing alternativi potrebbero rappresentare un importante settore di ricerca per l’inibizione della 

telomerasi, considerando che i farmaci antiploriferativi sembra siano in grado di alternare le differenti varianti 

di splicing in funzione di specifiche condizioni. Inoltre, la variabilità nello splicing deve essere considerata 

all’interno del contesto di un network molto più complesso di modificazioni post-trascrizionali, infatti si è 

osservato che alcuni tessuti normali e neoplastici esprimono sia hTR che hTERT con “motif” A e B completi, 

benché questi manchino di attività telomerasica.  

La fosforilazione delle subunità della proteina sembra essere uno dei processi centrali di regolazione 

finale e di attivazione della telomerasi, considerando che sono presenti molteplici siti di fosforilazione per 
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PKC e Akt. La proteina fosfatasi II e gli inibitori della PKCα sono in grado di reprimere l’attivazione della 

telomerasi in estratti cellulari. La fosforilazione, la traslocazione nucleare e l’associazione nel nucleolo sono 

in relazione con l’attivazione della telomerasi e sono importanti bersagli della modulazione dell’enzima.  

 

hTERT svolge il ruolo di trascrittasi inversa che sintetizza DNA telomerico attraverso la copia di una 

piccola sequenza di templato presente all’interno dell’RNA stampo di hTR, altro componente importante 

dell’enzima (Autexier et al., 2006) (Figura 1.1.7.; Figura 1.1.8.; Figura 1.1.9.).  

 

Figura 1.1.7.  Funzione di allungamento dei telomeri della telomerasi. La telomerasi interagisce con i telomeri non solo con la regione 

stampo ma anche con un sito ancora che interviene nel progressivo allungamento telomerico ancorando il telomero neoformato. In 

seguito al legame coordinato da queste 2 regioni (stampo ed ancora) può iniziare l’attività sintetica della telomerasi (Harley CB., 2002; 

Lue et al., 2005). 
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Figura 1.1.8.  Modalità replicativa dei telomeri tramite telomerasi. Il DNA satellitare, derivato dall’ attività della subunità telomerasica 

TERT, si ripiega su se stesso con appaiamenti “non Watson-Crick”, creando un “hairpin” che la consueta DNA-polimerasi utilizza come 

innesco per la sintesi in direzione 5’- 3’. 

 

  

Figura 1.1.9.  Possibile meccanismo biochimico di catalisi di DNA telomerico da parte di hTERT. Il meccanismo proposto per la 

polimerizzazione delle sequenze telomeriche da parte della telomerasi si basa sul modello di trascrittasi inversa di Joyce e Steitz: tre siti 

attivi di acido aspartico di hTERT contenuti nei motivi A e C , uno solo dei quali rappresentato in figura, coordinano 2 ioni metallici 

divalenti (Magnesio) che sono a loro volta coordinati con l’ ossianione nucleofilo in 3’ della base guaninica, con il fosfato α del nucleotide 

entrante e con l’atomo di ossigeno gruppo uscente (Lingner et al., 1997; Cech & Angew, 2000; Lagassie et al., 2005). 
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hTR e hTERT rappresentano le unità indispensabili per l’attività telomerasica. Il numero di geni 

copiati e la regolazione trascrizionale di hTR, ma non di hTERT, sembrano essere il limite stechiometrico per 

l’attività telomerasica.  

Il gene hTR è localizzato in posizione 3q26, e la struttura tridimensionale della molecola offre vari siti 

d’interazione ad uno svariato numero di fattori e proteine, come TEP1, L22, hStau, hNOP10, discherina, 

hGAR1 e hNHP2. La struttura terziaria e quaternaria potrebbe giustificare la composizione multimerica della 

telomerasi, quindi hTR potrebbe omodimerizzare attraverso la regione a doppio filamento P3/P1 a formare 

una correlazione trans (Figura 1.1.10). A livello dell’assemblaggio della telomerasi sono stati descritti anche 

alcuni meccanismi inibitori correlati come il PinX1 a livello nucleolare, dove avviene l’assemblaggio della 

telomerasi. PinX1 sembra anche in grado di associarsi con i telomeri attraverso il legame con TRF1. Inoltre è 

stato dimostrato un coinvolgimento sinergico della metilazione del DNA e della deacetilazione dell’istone 

nella down-regolazione dell’attività del promoter di hTERT e nella regolazione dell’attività telomerasica 

durante la differenziazione (Faiola et al., 2005; Atkinson et al., 2005; Ge et al., 2006). 

 

 

Figura 1.1.10.  Struttura terziaria della porzione hTR con le zone di interazione con le altre componenti della telomerasi. La porzione in 

grigio descrive la conformazione adatta per l’eventuale dimerizzazione dell’enzima.  

 

 La modulazione dell’attività della telomerasi dipende anche dalla struttura della porzione terminale 

del telomero. A questo livello, la struttura proteina-telomero modula l’accessibilità dell’enzima al terminale 3’ 
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per il processo di elongazione. I telomeri umani sono costituiti da una zona di 15-20 kbp, in cui la sequenza 

ripetitiva TTAGGGn termina con un filamento singolo ricco di G arrangiato in una struttura lariat-like 

chiamata t-loop (Figura 1.1.11).  

 

Figura 1.1.11.  Struttura a t-loop interfasico del telomero ed immagine in vitro (proteina TRF2) TRF1 e 2 si legano omodimericamente 

con il loro dominio Myb C-terminale (telobox), alla porzione telomerica a doppia catena disponendola in una struttura denominata t-loop, 

dimostrata nel 1999 da Griffith. La struttura della cromatina telomerica non è organizzata in nucleosomi e non codifica per alcuna 

proteina (Smogorzewska A. et al., 2002). 

 

Le proteine telomero specifiche sono legate direttamente a regioni a singolo e doppio filamento e 

formano un complesso che serve come cappuccio di protezione del cromosoma terminale impedendone la 

degradazione (Figura 1.1.12).  

 

Figura 1.1.12.  Struttura della porzione terminale del telomero. Posizione interdetta all’accesso della telomerasi e posizione permissiva 

per l’allungamento. Il DNA telomerico interagisce con molteplici proteine che ne regolano il metabolismo e l’accessibilità. 

 

Fattori omeostatici presenti a livello del telomero favoriscono la formazione di un struttura terziaria 

stabile ed evitano la comparsa del processo di senescenza replicativa. Come detto sopra, alcuni fattori sono 
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� Sir 2, 3, 4 = fattori di silenziamento  
� Rap 1 = proteina legata alle ripetizioni telomerich e, interagisce con TRF2 
� Mre 11 complex= ruolo struttrale nella ricominazion e del DNA 
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coinvolti nella regolazione multi-level dell’assemblaggio delle unità telomerasiche e dell’interazione fra i 

telomeri. Le hnRNPs C1 e C2 sembrano in grado di regolare l’accesso ai telomeri da parte della telomerasi 

ed è molto probabile un coinvolgimento di PinX1. Molte proteine coinvolte nel riparo delle rotture a doppia 

elica sono state caratterizzate a livello telomerico (Figura 1.1.13). Il complesso RMN: Rad 50, MRE 11 e 

NBS1 (Nijmegen breakage syndrome protein) nell’uomo (Mre-Rad 50 –Xrs 2 nel lievito Saccaromyces) con 

funzione esonucleasica 5’→3’, è associato a TRF2. La proteina 70 KD Ku si lega a TRF1 e 2 ed è la 

componente del complesso protein-chinasico DNA dipendente DNA-PK essenziale per il riparo delle rotture 

a doppia catena tramite ricombinazione non omologa. Inoltre la proteina Rap 1 risulta implicata nella 

protezione dei telomeri, contiene un solo motivo Myb (3 eliche che formano un core idrofobico) nel centro 

della proteina ma non ha abilità nel legare il DNA perché manca della superficie carica positivamente che 

avrebbe affinità di legame per la carica negativa del DNA, ed infatti  risulta legata indirettamente ad esso 

tramite TRF2. 

Cdc 13 riveste un ruolo molto importante nell’interazione con la telomerasi e richiede la presenza del 

complesso MRX per legarsi ai telomeri. Inoltre sono presenti vari fattori di silenziamento (Sir 1,3,4). I telomeri 

infatti intervengono in processi di silenziamento trascrizionale (Gilson et al., 1993; Marcand et al., 1996). 

 

Figura 1.1.13. Interazione telomero-telomerasi. Vedi testo per la spiegazione. (Goytisolo & Blasco, 2002). 

 

Altri fattori sembrano implicati prevalentemente nella struttura tridimensionale del telomero. Per 

esempio, i fattori telomerici ripetuti TRF1 e TRF2 legano le sequenze telomeriche ripetute a doppio filamento 

e i loro fattori d’interazione TIN2 e TINT, Ku80, hRAP, Pot 1, TANK1 e TANK2 e probabilmente molti altri 
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(Mre11, NBS e BLM).TRF1 è un regolatore negativo della lunghezza telomerica nelle cellule telomerasi-

positive, così come TRF2 è un importante “capping” del telomero. La lunghezza telomerica nell’uomo è 

controllata da un feedback negativo che si basa sul legame di TRF1 al DNA telomerico a doppio filamento. Il 

complesso TRF1 recluta POT1, una proteina legata al DNA telomerico a singolo filamento, e PIP1, una 

proteina che interagisce con POT1, rendendo in questo modo i telomeri stabili ed inaccessibili alla 

telomerasi. La tanchirasi, che appartiene alla famiglia delle PARP, gioca un ruolo importante nella 

promozione della elongazione del telomero ADP-ribosilando TRF1, che non risulta più in grado di legare il 

DNA e diventa suscettibile alla ubiquitinazione e alla degradazione. Tin 2 interagisce con TRF1 di cui risulta 

essere un essenziale mediatore di funzionalità (se privato dell’NH2 terminale si assiste all’allungamento 

telomerico da parte della telomerasi) mentre Rap 1 si lega a TRF2 ma entrambe non sembrano interagire 

con la telomerasi quanto stabilizzare la struttura telomerica. La proteina TRF2 stabilizza il telomero nella 

struttura a t-loop (Figura 1.1.14). 

 

Figura 1.1.14.  Struttura a t-loop del telomero. Sono riportate le diverse componenti proteiche (Hahn W. C, 2003). 

 

Questo grande complesso multi-molecolare di fattori che interagiscono potrebbe rappresentare 

un’importante fonte di sviluppo per nuovi farmaci modulatori antiproliferazione. Il mantenimento dei telomeri 

sembra essere funzionalmente molto più significativo rispetto all’attività telomerasica per l’allungamento della 

vita delle cellule normali e neoplastiche. Questa ipotesi è rafforzata anche dall’esistenza di processi di 

allungamento alternativi (ALT) osservati in una piccola parte di cellule normali, in fase di proliferazione, e 

neoplastiche (Figura 1.1.15.) (Muntoni et al., 2005).  
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Figura 1.1.15.  Ciclo cellulare e barriere all’immortalizzazione. p53 e p16/RB pathways: induzione della senescenza (attività 

antitumorale). ALT: meccanismo alternativo di replicazione telomerica. 

 

Di seguito è riportato uno schema riassuntivo dei m eccanismi di regolazione dell’attività ed 

accessibilità al telomero dell’enzima telomerasi, d escritti in questo capitolo: 

 

Figura 1.1.16.  Regolazione attività e accessibilità al telomero dell’enzima telomerasi. L’espressione della porzione catalitica hTERT è il 

requisito necessario per l’attivazione dell’enzima, infatti hTERC e TP1 sono costitutivamente trascritti. È stato proposto un meccanismo 

di funzionamento della telomerasi in cui TERC e TEP1 formano un complesso inattivo che, a seguito dell’unione con hTERT 

neosintetizato, si attiva. L’attivazione finale avviene per fosforilazione del complesso TEP1/hTERT ad opera della protein chinasi Cα. 

Inoltre Akt chinasi regola post-trascrizionalmente hTERT fosforilandolo. (Mergny et al., 2002). 
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Capitolo 1.2.: Telomerasi come bersaglio chemioterapico   

 

Un nuovo approccio metodologico basato su tecniche di biologia molecolare potrebbe consentire 

l’identificazione di nuovi e più selettivi bersagli tumorali.  

Nuove strategie chemioterapiche potrebbero ridurre la citotossicità sulle cellulle normali e superare la 

resistenza di cellule tumorali 

La cancerogenesi è un fenomeno complesso dove le alterazioni genetiche precedono la comparsa 

delle alterazioni cito-istologiche. Risulta quindi auspicabile un’ampia valutazione in vivo delle relazioni 

esistenti tra gli eventi bio-molecolari del processo di cancerogenesi e le evidenze cito-istologiche finora 

considerate come “gold-standard” per la diagnosi di neoplasia (Dikmen et al., 2003). Dati consistenti 

indicano che una serie di eventi molecolari, che portano all’attivazione dell’enzima telomerasi, sono alla base 

di un processo di cancerogenesi cellulare. Questo enzima, quindi, è un marcatore tumorale la cui 

determinazione può garantire alta sensibilità e specificità diagnostica (Dhaene et al., 2000; Hiyama et al., 

2001; Hiyama E. and K., 2002). 

È stata riscontrata la presenza di attività telomerasica in circa l’85% delle più comuni forme tumorali come il 

carcinoma della mammella, della prostata, del polmone, del fegato, del pancreas e del colon e ciò sottolinea 

la funzione chiave di questo enzima nella patogenesi tumorale (Rhyu, 1995; Kim, 1997; Meeker et al., 1997). 

La telomerasi può risultare già attiva ad uno stadio pre-neoplastico o in altri casi la sua attività aumenta 

gradualmente in parallelo alla progressione del tumore (Shay et al., 1997). L’attività telomerasica risulta in 

molti casi direttamente proporzionale all’aggressività del tumore ed alla sua capacità di metastatizzare 

(Avilion et al., 1996). 

L’enzima telomerasi è ormai considerato un nuovo marker per l’individuazione delle cellule tumorali 

e rappresenta un target potenziale per una chemioterapia selettiva. Inibitori di tale enzima, infatti, potrebbero 

causare una progressiva riduzione dei telomeri nelle sole cellule tumorali, fino al raggiungimento di una 

lunghezza minima, di crisi, che induce un forte stimolo apoptotico (Hahn et al., 1999; Saretzki et al., 2003). 

La comprensione dei meccanismi di regolazione che sottendono l’espressione e l’attività della telomerasi 

potrebbe inoltre consentire lo sviluppo di nuovi approcci terapeutici per la terapia del cancro.  

Una strategia inibitoria telomerasica comporterebbe diversi vantaggi quali limitare direttamente la 

crescita tumorale, agire sinergicamente con inibitori già esistenti ed amplificarne l’efficienza, potrebbe 

utilizzarsi, in seguito ad un’iniziale chemioterapia od intervento chirurgico, come adiuvante per limitare il 
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recupero di cellule tumorali rendendole più suscettibili all’attacco del sistema immunitario o all’uccisione con 

agenti chemioterapici esistenti. Inoltre tale strategia antitelomerasica risulterebbe particolarmente 

interessante per situazioni di turnover cellulare in via di sviluppo, derivanti dall’uso di inibitori dell’ 

angiogenesi.  

La somministrazione sistemica di inibitori della telomerasi potrebbe influire sull’attività presente nelle 

cellule staminali e germinali. Tale effetto risulterebbe minimo poichè la lunghezza dei telomeri delle cellule 

tumorali, relativamente minore, raggiungerebbe un valore critico di erosione prima dell’instaurarsi di danni 

irreversibili negli altri tipi cellulari (Figura 1.2.1.).  

 

Figura 1.2.1 . Differente effetto dell’inibizione telomerasica in funzione della lunghezza telomerica iniziale caratteristica di diversi tipi 

cellulari. La lunghezza telomerica varia in funzione della specie, del tipo cellulare e dell’età: all’aumentare degli anni diminuisce il suo 

valore. Le cellule germinali hanno in media telomeri di lunghezza costante di 10-15 Kb. Le cellule dei tessuti fetali e neonatali 

possiedono in origine 8-10 Kb, valore che diminuisce con l’aumentare dell’età. 

 

I criteri che dovrebbero essere soddisfatti da un composto con attività anti-telomerasica 

comprendono: la riduzione dell’attività telomerasica senza inizialmente influire sulla capacità di crescita 

cellulare; l’ accorciamento del telomero ad ogni ciclo replicativo; la conduzione delle cellule a morte o verso 

un arresto della crescita; il tempo necessario per osservare un decremento della proliferazione dovrebbe 

variare in rapporto alla lunghezza iniziale del telomero; molecole chimicamente simili che non inibiscono la 
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telomerasi non dovrebbero causare una diminuzione della capacità proliferativa o l’accorciamento 

telomerico. Negli ultimi anni sono stati riportati molti approcci sperimentali volti a creare una strategia 

antitelomerasica ed i risultati fino ad ora presentati sembrano incoraggiare la ricerca in questa direzione 

(Figura 1.2.2.; Figura 1.2.3.) (Pendino et al., 2006). Alcune strategie dimostratesi anti-telomerasiche erano 

non selettive, quali: induzione di danni ossidativi con farmaci antitumorali come la bleomicina e la 

doxorubicina, diretti sui telomeri così da renderli irriconoscibili e quindi non più elongabili dalla telomerasi 

(Budarf et al., 1987; Henderson et al., 1987; Ahmed et al., 1992; von Zglinicki, 1995 e 1998); inibizione 

mediata da bisindolilmaleimide I e da H7 (50 – 100µM per 48 ore) della protein-chinasi Cα (PKCα) 

responsabile della fosforilazione di hTERT e hTEP1 (Kang et al., 1999; Ku et al., 1997). Un’ altra strategia 

non selettiva si è basata sull’evidenza sperimentale della formazione di basi accoppiate tra guanine della 

stessa catena telomerica, che associandosi tra loro generano complessi ciclici, noti come G-quadruplex 

(Wright et al., 1997; Wellinger et al., 1997). Tale struttura G-quadruplex potrebbe rendere inaccessibile la 

porzione telomerica alla telomerasi, infatti la regione dell’RNA stampo hTERC richiede un primer di DNA non 

avvolto perché sia possibile l’estensione dei telomeri. Sono state quindi prodotte delle molecole [1,4-2,6-

bis(ω-amminoalcanamido) antracene-9,10-diene ed un derivato porfirinico cationico, il tetra (N-metil-4-piridil) 

porfina (TMPyP4)] stabilizzanti queste strutture G-quadruplex (Salazar et al., 1996; Wheelhouse et al., 1998; 

Su et al., 1997; Zahler et al., 1991). Strategie selettive di inibizione della telomerasi hanno visto l’ utilizzo di 

analoghi delle basi [dideossiguanina (ddG), l’3’-azido-3’deossitimidina (AZT) e carbovir] (Strahl et al., 1996; 

Levine, 1996; Yegorov et al., 1996; Melana et al., 1998) che interferirebbero nella neosintesi del telomero a 

livello del sito catalitico dell’enzima (Collins et al., 1998). Altre strategie selettive hanno comportato l’utilizzo 

di oligonucleotidi antisenso dell’ mRNA di TP1 (Strahl et al., 1994) ed in vitro di DNA oligonucleotidi 

antisenso (Kondo S et al, 1998 a e b; Glukhov et al., 1998). Recentemente è stato utilizzato, in vitro ed in 

vivo su cellule tumorali pancreatiche, un oligonucleotide modificato, il peptide acido nucleico (PNAs) (Norton 

et al.,1996; Naka et al., 1999), sequenza-specifico, che ibridizza l’RNA più efficacemente degli antisenso ed 

è più resistente alle proteasi. Infine, un altro approccio selettivo di inibizione telomerasica è consistito nel 

disegno, sulla base della sequenza di RNA di hTERT, di ribozimi hammerhead (Rz), catene di RNA dotate di 

attività autocatalitica, costituite da una porzione conservata, detta sito catalitico, e da 2 code che hanno una 

sequenza complementare a quella dell’RNA bersaglio (Yokoyama et al., 1998). Queste molecole si legano 

molto specificamente ai loro target ribonucleici provocandone la catalisi in particolari aree, solitamente 

costituite dalle triplette GUC e GUU o CUC. 
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Figura 1.2.2.  Possibili strategie di inibizione della telomerasi (Mergny et al., 2002) 

 

Figura 1.2.3.   Agenti utilizzati nello screening di inibitori della telomerasi. Solo con inibitori delle protein chinasi era possibile ottenere 

inibizione telomerasica (Ku et al., 1997). 
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Capitolo 1.3: Complessi organometallici in chemioterapia  

 

1.3.1. Sali di Ferrocinio  

 

La storia degli agenti antitumorali contenenti un atomo metallico incominciò dalla metà degli anni 

sessanta quando Barnett Rosenberg scoprì le proprietà antitumorali del complesso cis-diamino-dicloro-

platino(II), noto con il nome di cisplatino o cis-DDP. Questo evento migliorò notevolmente la situazione 

terapeutica per i casi di tumori testicolari, per i carcinomi della testa e del collo e, seppur in modo minore, per 

i casi di tumore al polmone (Nicolini M. and L. Sindellari eds). 

Per quanto riguarda gli agenti citotossici non contenenti platino, un ruolo importante è svolto dai 

metalloceni bicloruri (Figura 1.3.1.1.). 

Questi complessi contengono come atomo centrale (M) un metallo all’interno della serie di 

transizione d come titanio, vanadio, niobio o molibdeno nello stato di ossidazione (IV), due anelli 

ciclopentadienilici non sostituiti, coordinati π al metallo, e due atomi di cloro covalentemente legati all’atomo 

centrale e disposti in posizione cis tra loro. Il complesso assume così una geometria a tetraedro distorto. 

 

Figura 1.3.1.1.   Struttura del Metallocene dicloruro con M=titanio. 

  

Köpf-Maier e Klapötke (Köpf-Maier and Klapötke, 1989; Köpf-Maier, 1985) hanno dimostrato che 

questo tipo di farmaci antitumorali, in modo particolare il titanocene dicloruro ed il vanadocene dicloruro, 

sono efficaci contro alcuni tumori, come l’adenocarcinoma del colon, contro i quali gli agenti citostatici a base 

di platino sono poco attivi. 

Il meccanismo di azione di questi complessi non è del tutto chiaro, tuttavia si pensa che, una volta 

dissociati i due atomi di cloro, il frammento metallico attacchi direttamente il DNA. La coordinazione alla 

doppia elica del DNA altera il normale funzionamento della cellula conducendola all’apoptosi. 
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Cis-DDP e metalloceni dicloruri appartengono entrambi alla categoria degli agenti alchilanti in quanto 

entrambi possiedono gruppi dissociabili che, una volta allontanati, permettono all’atomo metallico di legarsi 

covalentemente al DNA e di alterare l’attività cellulare. 

Non appartengono sicuramente a questa classe, poiché non hanno gruppi dissociabili, altri metalloceni come 

il ferrocene bis(η5 ciclopentadienile)ferro(II) ed i sali di ferrocinio (Figura 1.3.1.2; Figura 1.3.1.3.). 

 

Figura 1.3.1.2.  Struttura del Ferrocene    Figura 1.3.1.3.  Struttura del Ferrocinio 

 

 Le capacità antitumorali dei ferroceni sono state studiate a lungo da Köpf-Maier e Köpf H. i quali 

hanno concluso il loro studio affermando che non esercitano attività antitumorale (Köpf-Maier et al., 1984; 

Köpf-Maier, 1985; Köpf-Maier et al.,1989). Risultati opposti sono stati ottenuti, invece, con il ferrocinio bis(η5 

ciclopentadienile) ferro(III) che ha mostrato discrete capacità nell’inibire la crescita delle cellule tumorali. Tale 

studio ha preso in esame diversi controioni associati al ferrocinio ed ha valutato le proprietà antitumorali dei 

diversi Sali di Ferrocinio contro le più diffuse neoplasie. Quanto riportato da Köpf-Maier e Köpf H. per il 

ferrocene non spiega perchè esso non abbia attività antitumorale, che sarebbe comunque difficile da rilevare 

vista la sua scarsa solubilità in ambiente acquoso, e perché nell’ambiente cellulare rimanga tale. 

 In test in vitro i ferroceni sostituiti con gruppi idrofili dimostrano citotossicità dopo 9 giorni di 

trattamento continuo, giustificabile ipotizzando che tale attività sia dovuta al ferrocinio formatosi all’interno 

della cellula per l’ossidazione del ferrocene stesso. Il ferrocene, per trattamenti brevi (1h), risulta non 

citotossico, mentre l’attività dei Sali di Ferrocinio è evidente già dopo 1h di trattamento (Neuse et al., 1990 ). 

 In uno studio recente di Osella et al.(2000) è stato effettuato un ulteriore screening sulle proprietà 

antitumorali, in vitro (colture cellulari neoplastiche trattate per 72 h) e in vivo, di una serie di derivati 

idrosolubili del ferrocene e del ferrocene stesso incrementandone la solubilità con ciclodestrina. In questo 

modo è stato possibile veicolare alla cellula, tramite la ciclodestrina, una maggior quantità della sostanza in 

esame. I risultati sperimentali non hanno mostrato alcuna attività citotossica per i composti del ferro(II) anche 

Fe
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a tempi lunghi. Analoghe indagini sui corrispettivi ferrocini hanno riconfermato l’attività antitumorale del 

ferro(III) (Neuse et al., 1990; Osella D. et al., 2000). 

Da questi diversi studi in vitro emerge come l’attività antiproliferativa dei Sali di Ferrocinio sembri 

dipendere molto dal tipo di linea cellulare utilizzata per i test. Da queste due considerazioni si può 

concludere che i ferroceni non hanno attività citotossica e che le proprietà antitumorali sono strettamente 

legate allo stato di ossidazione del metallo centrale. 

 Lo stato attuale dell’arte sull’attività antitumorale di ferroceni e ferrocini lascia comunque irrisolti molti 

quesiti, come le reali solubilità e stabilità di questi composti in ambiente acquoso e come si eserciti l’attività 

citotossica. Non è chiaro se sia la molecola come tale ad essere citotossica oppure i suoi eventuali prodotti 

di degradazione. L’attività può essere, infatti, influenzata dai sostituenti sugli anelli ciclopentadienilici ed 

esiste una relazione dose effetto. Inoltre, rimane da verificare se si possa ottimizzare l’attività di questi 

composti impartendo loro una qualche selettività. 

 

1.3.1.1. Meccanismo di azione dei Sali di Ferrocini o 

 

 I dati sperimentali ottenuti con test in vivo suggeriscono che le proprietà antitumorali dei Sali di 

Ferrocinio sono strettamente legate allo stato di ossidazione +3 dell’atomo di ferro (Köpf-Maier et al., 1984; 

Köpf-Maier et al.,1989; Motohashi N, 1990; Osella D. et al., 2000). Queste molecole non possiedono gruppi 

uscenti in posizione cis, propri dei più comuni composti metallici antitumorali, e non danneggiano il DNA 

attraverso un meccanismo di alchilazione (infatti non è dimostrabile alcun legame inter- ed intra- catena), ma 

solo per azione radicalica. Un meccanismo proposto per la trasformazione dei Sali di Ferrocinio produce ioni 

ferro con stato di ossidazione (II) e (III) (Prins et al., 1972). 

La prima reazione è una solvatazione: 

2[FeIIICp2]
++nH2O (solvente nucleofilo)→ [FeII(H2O)n]

2++[FeIICp2]+2Cp•  

che produce specie ioniche ferro 2+ . 

Le reazioni successive seguono un ciclo simile a quello di Haber-Weiss (Minotti et al., 1987 e 1992): 

[FeII(H2O)n]
2++O2 → [FeIII(H2O)n]

3++O2•-  

2°2•-+ 2H2O→ O2+ H2O2+2OH- 

L’H2O2 così prodotta subisce la reazione di Fenton (Goldstein et al., 1993): 

[FeII(H2O)n]
2++H2O2→ [FeIII(H2O)n]

3++OH- +• OH 
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1.3.2. Complessi a base di Platino     

 

1.3.2.1. Composti del Platino come agenti antitumor ali  

 

La scoperta dell’attività antitumorale del cisplatino (cis-diamminodicloro platino, cis-DDP) fatta da 

Rosemberg nel 1969, ha introdotto nella chemioterapia una nuova classe di farmaci. Da allora lo sviluppo di 

nuovi complessi a base di Pt-planare ha aperto nuove frontiere sperimentali ed ha portato all’introduzione di 

nuovi farmaci sul mercato (Figura 1.3.2.1.). 

 

Figura 1.3.2.1.  Struttura chimica dei composti più rappresentativi della classe di complessi antitumorali inorganici a base di platino, in 

uso clinico: Cisplatino (cis-diaminodicloroplatino(II)); Carboplatino (ciclobutandicarbossilicdiaminoplatino(II)); Oxaliplatino (trans-1-

diaminocicloesano ossalato platino(II)). 

 

Attualmente la maggior parte dei trattamenti chemioterapici in combinazione contengono il cisplatino 

od un composto Pt-analogo. Le applicazioni cliniche includono il trattamento di tumori ovarici, del polmone, 

della testa e del collo, del tratto gastrointestinale superiore, oltre al tumore testicolare, per il quale il cisplatino 

permette di ottenere, come singolo agente, oltre il 90% di guarigione. L’utilizzo del cisplatino è però limitato 

dalla scarsa attività nei confronti di alcuni tumori molto comuni, come il carcinoma mammario e quello del 

colon, e dagli importanti effetti tossici sistemici, come soprattutto la nefrotossicità, l’ototossicità e l’emesi 

intensa (Dedon et al., 1987; Wong et al., 1999; Cohen et al., 2001). Lo sviluppo di nuove molecole basate 

sul Pt(II)-planare ha aumentato lo spettro d’azione, ma soprattutto ha ridotto gli effetti tossici presentati sin 

dall’inizio dal cis-platino. Tra le differenti molecole commercializzate, soprattutto il carboplatino, 

diammino(1,1-ciclobutano-dicarbossilato)Pt (II) e l’oxaliplatino sono ormai diventati nella pratica clinica 

farmaci base per i trattamenti antineoplastici (Reed et al., 1996).  
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3.2.2. Reattività dei complessi del Platino 

 

Anche se alcuni aspetti del meccanismo d’azione dei composti di platino sono ancora incompresi, 

l’attività antiproliferativa sembra essere dovuta alla loro capacità di formare legami covalenti con il DNA 

genomico. Sono stati comunque documentati anche legami irreversibili con l’RNA e alcune proteine, 

soprattutto del citoscheletro. La veicolazione intracellulare sembra dovuta soprattutto alla diffusione passiva 

ed il legame intracatenario con il DNA coinvolge preferenzialmente l’atomo di azoto (N) delle basi 

nucleotidiche (Zipp et al., 1977). Poiché l’azoto in posizione 7 della guanina è reso più nucleofilico dal 

gruppo carbonilico in posizione 6, questa base sembra essere più suscettibile al legame con i composti di 

platino. Anche l’adenina in posizione N1 e la citosina in posizione N3 sono suscettibili all’attacco dei 

composti a base di platino(II). La diversa affinità di legame trova spiegazione nel fatto che gli atomi N1 

dell’adenina ed N3 della citosina sono coinvolti nei legami idrogeno di accoppiamento delle basi 

complementari e quindi risultano meno disponibili all’attacco del metallo, mentre l’azoto in posizione 7 della 

guanina è esposto sulla superficie del solco maggiore dell’elica di DNA, in una posizione quindi accessibile 

al legame con il Pt. Il legame Pt-N7G risulta molto stabile e scindibile solo con agenti forti nucleofili (tiourea, 

acido cianidrico). L’effetto finale del legame irreversibile con la base è la distorsione conformazionale della 

catena nucleotidica (Johnson et al., 1980; Pinto et al., 1985; Brabec et al., 1993) (Figura 1.3.2.2.a.).  

 

Figura 1.3.2.2.a.  Distorsioni della catena di DNA (Sundquist and Lippard, 1990) 

 

Le differenti modalità di legame del cis-DDP con il DNA sono riassumibili secondo lo schema di 

seguito riportato (Fitchtinger-Schepman et al., 1985) (Figura 1.3.2.2.b.). 
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Figura 1.3.2.2.b . Formazione di legami irreversibili tra il complesso di platino attivato e strutture cellulari quali DNA, RNA e peptidi. Pt = 

Farmaco a base di platino. Addotto  = Legame irreversibile. Addotto Intracatenario  = legame del Pt sullo stesso filamento: a) con due 

guanine consecutive; b) con una guanina ed una adenina; c) con due guanine non consecutive. Addotto Intercatenario  = legame del Pt 

su due filamenti differenti. 

 

Gli addotti quindi possono essere monodentati o bidentati, coinvolgendo 2 basi puriniche adiacenti 

sul medesimo filamento di DNA o intervallate da un’altra base (legame intracatena) ed in misura minore due 

G appartenenti a filamenti opposti (legame intercatena). L’identità degli atomi delle proteine coinvolti nel 

legame Pt-proteina-DNA non è chiara: potrebbero essere atomi N dell’istidina e di solfuro della cisteina e 

metionina, in virtù dell’affinità dimostrata dal Pt per i donatori di solfuro. La L-metionina (L-MetH), infatti, 

gioca un ruolo importante nel metabolismo dei farmaci antitumorali a base di Pt (Vrana et al., 2002). Dati 

recenti suggeriscono che il cisplatino reagisce con i residui metioninici dell’albumina plasmatici umana 

(Ivanov et al., 1998). Il legame con l’atomo di solfuro della metionina è reversibile e può essere rimpiazzato 

dalla GN7. La formazione di legami covalenti tra 2 atomi nucleofilici di macromolecole rende i complessi di Pt 
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simili agli agenti bifunzionali alchilanti (es. mostarde azotate), ma si differenziano da questi ultimi perché la 

reazione dei leganti conserva la configurazone spaziale degli angoli di legame invece di invertirla. Ai fini 

dell’attività antitumorale il legame più efficace sembra essere quello tra 2 guanine dello stesso filamento 

(1,2-intracatena) (Sherman et al., 1987), formando un anello chelato di 17 atomi (non realizzabile dai 

composti trans per problemi di ingombro sterico). Invece gli addotti 1,3-intracatena, formando un anello di 23 

atomi (Sundquist et al., 1990) comportano delle distorsioni elevate della doppia elica, rendendo il danno 

facilmente riconoscibile dagli enzimi riparativi (Sherman et al., 1987, Cohen et al., 2001). I complessi del Pt 

maggiormente attivi come antitumorali hanno una struttura planare-quadrata Pt (II), od ottaedrica Pt (IV). 

Queste molecole contengono due leganti in conformazione cis, moderatamente labili (cloruri nel cisplatino e 

transplatino) e due leganti amminici, elettrondonatori ma non sostituiti in condizioni fisiologiche. I 2 ioni cloro 

dei complessi di Pt(II) sono uscenti e vengono scambiati con 2 molecole di acqua, solo all’interno della 

cellula, dove la concentrazione di Cl risulta minore (~4mM) rispetto all’ambiente extracellulare plasmatico 

(~100 mM). La reazione alla base della reattività del cisplatino può essere così schematizzata (Bernes-Price 

et al., 1992) (Figura 1.3.2.2.c.; Figura 1.3.2.2.d.):  

cis -[PtCl 2 (NH3)2] + H2O  ⇔⇔⇔⇔   [PtCl (NH 3)2 H2O]+ +Cl-       K1= 2x10-5 s1   (2h) 

cis -[PtCl (NH 3)2 H2O]+ + H2O ⇔⇔⇔⇔  [Pt (NH 3)2 (H2O)2]
2+ +Cl-        K2= 3x10-5 s-1 (12h) 

 

Figura 1.3.2.2. c. Meccanismo d’azione del cisplatino (vedi testo per i dettagli). 

 

 

Carica neutra: diffondono nel nucleo  
Formazione di mono-addotti  

2 ore 
8-12 ore 

Carica neutra: diffondono nel nucleo  
Formazione di di-addotti  
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Il primo passaggio prevede la sostituzione di un solo atomo di cloro con H20 ed è determinante per 

la velocità della reazione, che risulta uguale per i due isomeri (trans e cis) (Hindmarsh et al., 1997; Davies et 

al., 2000). Il composto di idratazione risultante, cis-[PtCl (NH3)2 H20]+, è già in grado di formare monoaddotti 

ed essendo carico positivamente è attratto elettrostaticamente dallo scheletro negativo di ioni fosfato della 

catena nucleotidica (Sherman et al., 1987; Poklar et al., 1996). La reazione si evolve verso la formazione di 

complessi bifunzionali, a seguito della perdita del secondo ione cloro. La velocità di reazione dell’ ultimo 

passaggio sembra più lenta per il composto trans-DDP (Bancroft et al., 1990). Una differente velocità di 

reazione e di cinetica intracellulare è alla base della diversa suscettibilità delle cellule a tali composti. 

 

 

Figura 1.3.2.2.d.  Reazioni dei composti di Platino. Nel compartimento intracellulare i 2 Cl - vengono persi poichè [Cl-]intracell < rispetto  

[Cl-]extracell, quindi si ha la formazione del composto di idratazione, il cis-[PtCl (NH3)2 H20]+, fortemente reattivo. La carica (+) totale di tale 

complesso permette il direzionamento verso la carica (-) caratteristica della catena nucleotidica con la formazione di addotti Pt –DNA. 

Nel grafico si può osservare come alla diminuzione della concentrazione degli addotti monofunzionali segua un aumento dei 

bifunzionali. (Sherman et al., 1987; Poklar et al., 1996; Davies et al., 2000 and 2003). 
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Il grado di dissociazione del Pt dal DNA è estremamente lento a 37°C, quindi il legame del cisplatino 

al DNA è cineticamente, piuttosto che termodinamicamente, controllato. Composti contenenti in cis due 

gruppi più labili dei cloruri, quali lo ione nitrato o solfato, manifestano un’elevata tossicità dovuta alla loro 

eccessiva reattività, mentre l’isomero trans, così sostituito, è inattivo. Anche i complessi monofunzionali, 

[PtCl(dien)]Cl] con un solo legante labile, non manifestano alcuna attività antitumorale (Guo et al., 1997). I 

complessi ottaedrici del Pt(IV) sembrano essere sostanzialmente dei profarmaci, in quanto una volta entrati 

nella cellula reagiscono con il glutatione (GSH) e vengono ridotti a complessi di Pt (II) (Eastman, 1987; 

Pérez et al., 2003). In conclusione sembra che la reazione responsabile dell’attività antitumorale richieda un 

attacco bifunzionale al target biologico. Gli addotti del Pt con il DNA sono responsabili di danni soprattutto in 

fase di replicazione. La forcella di replicazione si blocca in corrispondenza dell’addotto e le proteine del 

mismatch repair determinano una cascata di segnali che portano all’arresto del ciclo cellulare e quindi 

all’apoptosi (Fram et al., 1985). È stato dimostrato un fenomeno di sintesi “translesione” di DNA da parte 

della DNA-polimerasi µ che, bypassando gli addotti Pt-DNA indotti da cisplatino e oxaliplatino, provoca 

mutazioni per delezione (Havener et al., 2003). Il danno indotto sul DNA sembra indurre un aumento 

dell’espressione della proteina p53, che può agire secondo due vie, e cioè bloccando il ciclo cellulare e 

consentendo così la riparazione del genoma o, se il danno è grave, attivando i meccanismi che portano 

all’apoptosi cellulare (Vaziri et al., 1996; Fuertes et al., 2003) 

 

1.3.2.3. Reattività  in rapporto alla configurazion e trans 

 

Le relazioni struttura-attività dei complessi del Pt richiedono solitamente la configurazione cis: gli 

isomeri trans sono sempre meno attivi o inattivi nell’inibire la replicazione e trascrizione del DNA (Farrell, 

1996; Pérez et al., 2000). Inoltre è stato dimostrato che componenti cellulari di detossificazione, quale il 

glutatione reagiscono molto più velocemente con gli addotti trans-DDP monofunzionali che con quelli cis 

(Bancroft et al., 1990). Tuttavia, sono riportati in letteratura studi che utilizzano complessi trans-Pt con ligandi 

planari, come la piridina (Bierbach et al., 1997), pirimidina, purina o anilina, dotati di notevole attività, sia in 

vitro sia in vivo, quasi equivalente a quella dei corrispondenti cis-isomeri (Farrell et al., 1992; Goddard et al., 

1996), come ad esempio il recentissimo tri-Pt complesso BBR 3464 (Di Biasi et al., 1998; Perego et al., 

1999). Le strutture in conformazione trans-Pt (II) contenenti leganti aromatici possono agire sia per 

intercalazione del legante planare che per formare un monoaddotto, differenziandosi così dal tipo di 
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interazione dei complessi cis (Zakovska et al., 1998). È stata recentemente evidenziata l’importanza 

dell’ingombro sterico dei leganti carrier nel meccanismo d’azione dei complessi in conformazione trans 

(Natile et al., 2001).  

I composti trans con leganti planari amminici, quali il trans–[PtCl2(NH3)(tiazolo)] ed il trans- 

[PtCl2(NH3)chinolina)], si legano monofunzionalmente al DNA, con una velocità simile al transplatino ma 

formano più legami intercatena rispetto a quest’ultimo e comunque più stabili. È stato dimostrato come 

l’addotto monofunzionale trans-[PtCl2(NH3)(tiazolo)]-DNA inibisca la sintesi di DNA creando distorsioni 

conformazionali locali simili a quelle prodotte dagli addotti 1,2-GG intracatena del cisplatino (Kasparkova et 

al., 2002). Il trans-[PtCl2(OH)2(dimetilammino)(isopropilammina)], Pt(IV) promuove efficentemente legami 

intercatena con il DNA e soprattutto rotture a singola catena che sono responsabili della citotossicità su 

tumori cisplatino-resistenti (Pérez et al., 2001). I corrispondenti trans –Pt (II) senza i gruppi idrossile assiali 

risultano inattivi, probabilmente per inattivazione extracellulare prima del raggiungimento in vivo del tumore, 

probabile conseguenza del loro alto grado di legame alle proteine plasmatiche (Pérez et al., 2003). I 

complessi trans-[PtCl2(E-imminoetere)2], con proprietà intermedie tra le ammine aromatiche e alifatiche, 

manifestano un’attività antitumorale di gran lunga maggiore degli analoghi cis e le loro proprietà sembrano 

dipendere dal gruppo iminoetere. Sebbene questi complessi trans–iminoetere reagiscano molto più 

lentamente con il DNA rispetto al cisplatino, formando preferenzialmente addotti monofunzionali con G dopo 

lungo tempo di incubazione, risultano molto efficaci nell’inibire la sintesi del DNA, la proliferazione cellulare e 

la trascrizione, anche se non inducono importanti cambiamenti conformazionali locali del DNA (Leng et al., 

2000; Natile et al., 2001).  

 

1.3.2.4. Sintesi di nuovi composti a base di Platin o  

 

Schematicamente si possono così riassumere i meccanismi che determinano la comparsa della 

resistenza al cis-DDP, fenomeno che ha condotto allo studio e sintesi di nuovi composti (Pérez, 1998):  

1) alterazioni dell’accumulo del farmaco, che per la maggior parte entra nella cellula per diffusione passiva 

ma sembra in parte legato anche ad un processo energia-dipendente, dove la Na+/K+ ATPasi gioca un ruolo 

importante (Gately et al., 1993). Recenti studi hanno dimostrato una correlazione tra i cambiamenti di uptake 

di Pt ed efflusso del rame suggerendo che il cisplatino attraversi la membrana cellulare con un sistema di 

trasporto mediato da un carrier che normalmente controlla l’omeostasi del rame (Katano et al., 2002). 
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L’uptake del cisplatino è direttamente proporzionale alla sua concentrazione, non è inibito da analoghi 

strutturali e non è saturabile (Gately et al., 1993).Il diminuito accumulo è legato sia ad una diminuzione del 

flusso in entrata che ad una diminuzione del legame al DNA o del sequestro intracellulare o, ancora, ad un 

aumento del flusso in uscita (Loh et al., 1992). La resistenza non sembra dipendere dall’iperespressione 

della glicoproteina-P o multidrug-resistance protein 1 (MRP1). L’esporto attivo del cisplatino dalla cellula è 

uno dei meccanismi più importanti di resistenza ed una pompa GS-X, ATP-dipendente per i coniugati con 

GS, è in grado di espellere i complessi GS-Pt dalle cellule tumorali. È stato dimostrato come la proteina 

MRP2, trasportatrice di anioni organici, sia in grado di esportare il cisplatino coniugato con il glutatione 

inducendo resistenza a tale composto (Guminsky et al., 2002). 

2) quenching citosolico del farmaco, dovuto ad un aumento della concentrazione intracellulare di composti 

sulfidrilici o di enzimi che coniugano i sulfidrili (vie di detossificazione). È dimostrato, infatti, che il glutatione 

(GSH), presente intracellularmente a concentrazioni 3-10 mM, protegge la cellula dal danno indotto dal cis-

DDP sia diminuendo le specie reattive in grado di legarsi al DNA, sia impedendo la conversione del DNA-

monoaddotto, relativamente poco tossico, nell’addotto bifunzionale responsabile dell’effetto tossico (Mistry et 

al., 1991). Un’altra classe di sostanze importanti implicate nei processi di detossificazione da metalli pesanti, 

oltre che nell’omeostasi dello zinco, sono le metallotioneine (MTs), una famiglia di proteine ricche di cisteina 

(30%), quindi degli ottimi bersagli per agenti elettrofili come il cis-DDP. Le MTs sembrano essere in grado di 

reagire con il cis-DDP, inattivandolo e quindi inducendo resistenza (Kasahara et al., 1991).  

3) alterazioni della capacità riparativa da parte della cellula tumorale. La capacità riparativa del danno 

prodotto al DNA dal farmaco è importante per stabilire la sensibilità di una linea cellulare: infatti, cellule che 

presentano deficit nei meccanismi di riparazione risultano ipersensibili al chemioterapico (Chu, 1994). D’altra 

parte un’aumentata capacità riparativa del DNA spesso si accompagna allo sviluppo di resistenza: in linee 

cellulari resistenti, infatti, è stato dimostrato un aumento del gene di riparazione ERCC-1 del DNA specifico 

per i legami crociati intercatena (Eastman et al., 1988). Inoltre una proteina del gruppo ad alta mobilità 

(HMG1), implicata nel riconoscimento del danno al DNA, risulta trascrizionalmente iperespressa in cellule 

resistenti (Nagatani et al., 2001). Anche se i meccanismi specifici di tali processi di riparazione sono tuttora 

poco noti, emerge che la riparazione può avvenire anche dopo un periodo di ore o giorni dall’allontanamento 

del farmaco e sembra essenzialmente dipendere dal riconoscimento del sito di platinazione, dal taglio e dalla 

rimozione delle basi colpite o, ancora, dalla sintesi e riposizionamento della sequenza riparata da parte di un 

complesso multienzimatico di riparazione per escissione di nucleotidi. È stato inoltre osservato un aumento 
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dell’espressione di 4 importanti enzimi coinvolti in processi di riparazione e sintesi del DNA: la diidrofolato-

reduttasi, la timidina-5-fosfato-sintetasi, la timidilato-chinasi e la DNA polimerasi (Scanlon et al., 1989) 

4) alterazione della via di attivazione dell’apoptosi (Zunino et al., 1997; Gonzalez et al., 2001). 

Resta ancora difficile stabilire quale sia l’evento iniziale dello sviluppo della resistenza al cis-DDP; è invece 

probabile che tutti questi meccanismi facciano parte di una risposta multifattoriale collegata agli stress dovuti 

alla selezione operata dal farmaco.  

 

Tutti gli analoghi del cis-DDP, cosidetti della “seconda generazione” (es.carboplatino, oxaliplatino, 

malonatoplatino, iproplatino), hanno strutture molto simili a quella del cis-DDP e quindi il loro meccanismo di 

interazione con il DNA non è molto diverso da esso (Figura 1.3.2.4.) Cellule resistenti al cisplatino per 

diminuzione del suo accumulo mostrano una diminuzione di accumulo anche di carboplatino, ormaplatino ed 

oxaliplatino. 

Analoghi strutturalmente differenti (modificazioni coinvolgenti il cloruro, detto leaving group, od il 

gruppo di amminico, detto carrier ligand) potrebbero, invece, possedere attività antitumorale completamente 

diversa o essere attivi in tumori che hanno acquisito resistenza ai tradizionali complessi del Pt. Questi agenti, 

che sono ancora per la maggior parte nelle prime fasi dello sviluppo, potrebbero interagire con le cellule 

tumorali in diversi modi: alterare l’uptake cellulare, legarsi al DNA in maniera differente e causare 

cambiamenti conformazionali, alterare la sintesi del DNA od i meccanismi di riparo. Tra i nuovi composti, 

quelli che hanno dimostrato i risultati più promettenti sono i complessi multinucleari del Pt, come i bis-Pt 

complessi (Farrell et al.,1990) o i tri-Pt complessi cationici (Di Blasi et al., 1998; Perego et al., 1999). Il 

complesso trinucleare BBR3464, in fase II avanzata per il trattamento di tumore ovarico, gastrico, al 

polmone, interagendo con il DNA forma legami intercatena di lungo raggio con significativo svolgimento della 

doppia elica ed una conversione irreversibile da conformazione B-DNA a Z-DNA, che inibisce la sintesi di 

DNA in vitro (Perego et al., 1999). Recentemente è aumentato l’interesse per composti contenenti il 

sostituente 1,2-diamminocicloesano (DACH) nella posizione del carrier ligand dal momento che questo 

gruppo sembra conferire la capacità di aggirare la resistenza al cis-DDP (Siddik et al., 1993). Il primo di 

questi DACH-derivati ad entrare nella sperimentazione clinica è stato l’ormaplatino (originariamente 

chiamato tetraplatino), che mantiene uno spettro antitumorale simile al cis-DDP, ma si dimostra attivo contro 

diverse linee cellulari con resistenza acquisita (Tutsch et al., 1999). Studi preclinici hanno confermato che un 

altro composto DACH-derivato, l’oxaliplatino (Raymond et al., 2002), ormai da tempo commercialmente 
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disponibile, ha uno spettro d’azione non sovrapponibile al cis-DDP e carboplatino, infatti risulta attivo su 

tumori del colon e su linee cellulari resistenti al cis-DDP. È dimostrato che, nonostante i livelli totali di addotti 

Pt-DNA, legami intercatena e DNA-proteina siano significativamente minori per l’oxaliplatino rispetto al 

cisplatino, l’oxaliplatino induce morte cellulare più efficacemente del cisplatino. Il ligando DACH infatti 

potrebbe indurre lesioni nel DNA non riconoscibili dai sistemi di riparo (Zdraveski et al., 2002). Tra le 

numerose molecole in fase di studio più o meno avanzata, è da segnalare il JM216 (satraplatino), [bis-

acetatoamminodicloro(cicloesilammino)Pt(IV)] (Kelland et al., 1993), attivo per somministrazione orale e con 

attività superiore al cisplatino sia in vitro su linee cellulari umane di carcinoma ovarico, polmonare a piccole 

cellule e cervicale che in vivo.  

 

Figura 1.3.2.4.  Complessi di coordinazione del platino. La struttura base è quella quadrato-planare del Pt(II). Derivati Pt(IV) possiedono 

attività biologiche meno evidenti. I farmaci più attivi hanno isomeria cis-. Sono farmaci che non sono ciclo cellulare-specifici. Sono utili 

anche nei tumori con basso indice di proliferazione, ma la loro attività è superiore nelle cellule in fase G1-S. 

 

1.3.2.5. Telomerasi e Platino.  

 

Una possibile strategia antineoplastica specificamente diretta contro la telomerasi, che 

strutturalmente possiede due componenti ad RNA (hTERT e hTERC) molto ricche in guanina (Feng et al., 
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1995; Burger et al., 1997; Harrington, 2003), potrebbe utilizzare complessi metallorganici a base di 

platino(II), data l’alta affinità di legame del Pt per tali basi nucleotidiche (Zipp et al., 1977). È dimostrato 

inoltre come complessi del Pt si leghino bene a molecole di RNA, soprattutto se in struttura terziaria (Pascoe 

et al., 1974). Si potrebbero ottenere molecole adiuvanti nella chemioterapia attuale, che, come hanno 

dimostrato recenti studi, bloccando il ciclo proliferativo, aumenterebbero la suscettibilità verso i 

chemioterapici (ad esempio lo stesso cis-DDP) riducendo i livelli di resistenza (Kondo et al., 1998). 

Recentemente differenti risultati concernenti l’inibizione telomerasica da parte del cisplatino sono stati 

riportati da diversi gruppi, in rapporto al tipo cellulare considerato. Alcuni (Burger et al., 1997) riportano come 

il trattamento con  cisplatino di cellule umane di cancro al testicolo sembri sopprimere l’attività telomerasica 

in modo dose-dipendente. Alla concentrazione utilizzata in tali esperimenti (100 µM) pero’ il cisplatino è 

fortemente citotossico, e l’inibizione della telomerasi osservata è una conseguenza della tossicità aspecifica 

che modifica l’espressione a livello genico di questo enzima (inibizione della trascrizione di hTERT). È stato 

proposto, infatti, che vi possa essere un’interazione diretta dei composti del Pt anche a livello gnomico, 

supportati dal fatto che la regione promoter dell’enzima (hTERT) è ricca in G (Horikawa et al., 1999). Il 

cisplatino è risultato un efficace inibitore in vitro della telomerasi di cellule di melanoma coroidale dell’occhio 

umano, con effetto dose e tempo dipendente (Cheng et al., 2003). Cellule di cancro ovarico umano, A2780 

trattate con cisplatino hanno evidenziato una down-regolazione dell’attività telomerasica, non dimostrabile 

nella linea resistente a tale farmaco A2780CP (Kunifuji et al., 2002). Al contrario altri riportano che il 

trattamento di cellule di carcinoma nasofaringeo con cisplatino (≥ 48h, 2 µM) induce un arresto della crescita 

simile alla senescenza, senza nessuna inibizione dell’attività telomerasica (Wang et al., 1998) Il 2,3-

dibromosuccinato[2-(metil-ammino-metil)piridina]Pt(II), denominato E, ha dimostrato recentemente un 

marcato effetto antitelomerasico su una linea cellulare umana di epatocarcinoma, (HepG2, 1µM, IC50 0.8 

µM), ipotizzandone un’interazione diretta con TERT (Furuta et al., 2003). I diversi risultati di questi studi 

possono essere spiegati con una differente soppressione dell’espressione del gene che codifica hTERC e/o 

inibizione di hTERT, che potrebbero contribuire all’azione del cisplatino in aggiunta alla formazione dei ben 

noti addotti. Alcuni gruppi hanno dimostrato una stretta correlazione tra il trattamento con cis-DDP ed altri 

citotossici e l’attività residua di telomerasi utilizzando questi dati come indicatori dell’attività citotossica o 

come indicatore prognostico (Faraoni et al., 1999). L’ inibizione della telomerasi incrementa l’apoptosi indotta 

da cisplatino di cellule di glioblastoma (Kondo et al., 1998). Sia il carboplatino che l’oxaliplatino non 

sembrano avere effetti inibitori sulla telomerasi (Blommaert et al., 1995; Woyarowski et al., 1998). 
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1.3.3. Complessi a base di Osmio  

  

Il cisplatino ed il carboplatino rivestono un ruolo chiave nella chemioterapia e l’interesse per i farmaci 

a base metallica si è molto diffuso negli anni recenti. I possibili vantaggi nell’uso di metalli di transizione 

diversi dal platino sono: siti di coordinazione addizionali; alterazioni dell’affinità di legame; cinetiche di 

sostituzione. Dati sperimentali preliminari hanno evidenziato che alcuni complessi organometallici a base di 

osmio, pur possedendo una limitata citotossicità, erano in grado di ridurre in modo significativo la capacità 

proliferativa di cellule tumorali. Questi composti di osmio differiscono da altre molecole a base metallica 

poichè non possiedono proprietà alchilanti (legami intra- e intercatena) e non hanno gruppi uscenti (Figura 

1.3.3.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3.3.  Sintesi di composti a base di Osmio. (A.Bar Din., 1998; M. Joynal Abedin, 1999). 
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SCOPO DEL LAVORO 1 

 

L’enzima telomerasi è attivo in una grande percentuale di tumori e quindi, oltre ad essere un 

marcatore tumorale, è un BERSAGLIO TERAPEUTICO SELETTIVO per nuovi farmaci antineoplastici.  

 

Per attuare una possibile strategia antineoplastica specificamente diretta contro questo enzima, 

sono stati disegnati, sintetizzati ed analizzati alcuni complessi metallorganici partendo dalle osservazioni 

sotto riportate, relative a ciascuna classe di composti. 

 Alcuni dei vantaggi derivanti dall’utilizzo di differenti metalli di transizione possono includere siti di 

coordinazione aggiuntivi, alterazioni nell’affinità del ligando e cinetiche di sostituzione. 

 

1.1. Composti a base di Sali di Ferrocinio  

 
� Valutare la stabilità di differenti composti a base di ferrocinio originali e di nuova sintesi e del 

ferrocene in condizioni fisiologiche, per mezzo della spettroscopia UV-vis. 

� Determinare gli effetti in vitro e comprendere il meccanismo d’azione di questi composti utilizzando il 

modello cellulare MCF-7. 

� Studiare la possibile relazione stabilità-citotossicità di questa classe di composti. 

 

1.2. Composti a base di Platino  

 
I composti a base di platino (II)  sfruttano la proprietà del Pt di legare ad alta affinità le basi 

nucleotidiche ed in particolare la guanina, di cui è ricca la componente ad RNA dell’enzima stesso.  

 

1.3. Composti a base di Osmio  

 

Questi composti sono caratterizzati da un grande ingombro sterico  potenzialmente in grado di 

bloccare la subunità catalitica dell’enzima (hTERT). 
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MATERIALI E METODI 1 

1.4.1. Criteri per la scelta di composti con potenz iale attività antitelomerasica 

La sintesi dei complessi a base di Sali di Ferrocinio, Platino ed Osmio, oggetto di questo studio, è 

stata effettuata nel Laboratorio di Chimica Bioinorganica del Prof.Osella dell’Università del Piemonte 

Orientale “A. Avogadro”, sede di Alessandria. 

1.4.1.1.Composti a base di ferrocinio  
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+
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Figura 1.4.1.1.  Struttura dei differenti Sali di Ferrocinio analizzati.  

 
Sono stati sintetizzati 5 derivati solubili e stabili del ferrocinio per ossidazione dei relativi ferroceni 

commerciali: ferrocinio tout court (Fc+), 1,1’-dimetilferrocinio (DIMFc+), decametilferrocinio (DEMFc+), 

ferrocinio acido boronico (BAFc+) e ferrocinio acido carbossilico (CAFc+) (Figura 1.4.1.1.). Come controione 

è stato utilizzato il tetrafluoroborato (BF4
-), scelto in base alle sue proprietà non coordinanti e alla possibilità 

di ottenere composti cristallini in fase di sintesi.  
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1.4.1.2. Composti a base di Platino 

 

Sono stati analizzati complessi metallorganici originali in configurazione cis- e trans- Pt(II), 

funzionalizzati con dicloro-dipiridina e differenti gruppi polari (Figura 1.4.1.2. a e b). Le molecole sono state 

caratterizzate attraverso l’uso di spettrometria di massa (desorption chemical ionisation, DCI; liquid 

secondary ion, LSI; ed electron spray ionisation, ESI), spettroscopia Raman, spettrometria NMR 

multinucleare (1H, 15N, 17O, 31P, 195Pt) (Cavigiolio et al., 2000). Le prime molecole sintetizzate 

possedevano come gruppi sostituenti del Pt uno o due gruppi isochinolinici. È stato scelto questo sostituente 

in quanto la molecola 1(5-isochinolinasolfonil)-2-metil-piperazina (commercialmente nota come H7) si è 

dimostrata in grado di inibire la telomerasi (50-100 µM, 48h) (Ku et al., 1997) indirettamente agendo sulla 

PKC, responsabile della fosforilazione e attivazione della subunità catalitica hTERT e hTP1 (Li et al., 1997). 

Si sono sintetizzati inoltre derivati del cis-dicloro Pt con chinoline sostituite in posizione 5 con gruppi polari 

quali –OH, -NO2, -NH2, o ionizzabili come –SO3H, al fine di modulare la solubilità in solvente acquoso. La 

trasformazione del gruppo solfonico in sulfamidico può rendere ulteriormente simile la struttura (e quindi 

probabilmente l’attività) del braccio reattivo a quella della molecola di riferimento H-7. I derivati bisostituiti 

[PtCl2(isochinolina)2] mostrano una limitatissima solubilità in soluzioni fisiologiche. Inoltre il forte ingombro 

sterico dei due gruppi aromatici in cis, non coplanari, come suggerito da studi preliminari di meccanica 

molecolare, può ostacolarne la diffusione. Composti monosostituiti tipo [PtCl2(NH3)(isochinolina)] sembrano 

coniugare una maggiore solubilità con un ridotto ingombro sterico. È noto in letteratura che composti di 

questa natura manifestino una più bassa tossicità per le cellule, quasi 20 volte minore del cis-DDP (Osa et 

al., 1986). Un ulteriore screening ha riguardato molecole il cui gruppo NH3 è stato sostituito da altre molecole 

azotate (es. piridine) rivelatesi adatte nella progettazione di farmaci cis-platino simili, nella speranza di 

ottenere un’aumentata attività antitumorale dovuta all’effetto sinergico dei due leganti. Sono state prese in 

considerazione anche strutture in conformazione trans-Pt (II) poichè questi complessi, come dimostrato in 

letteratura, manifestano una citotossicità ed attività antitumorale anche in linee cellulari resistenti al cis-DDP. 

L’isomero trans dipiridina, di cui è già stata dimostrata la citotossicità (Birbach et al., 1997), è stato utilizzato 

come modello per un possibile inibitore dell’attività telomerasica, anche se, poiché l’RNA nel sito catalitico 

dell’enzima è a singola catena, l’intercalazione del legante planare sembrava risultare più difficile. 
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Figura 1.4.1.2 a. Struttra cis e trans di composti del platino. 
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Figura 1.4.1.2 b.  Struttura di alcuni dei composti originali di platino oggetto di questo studio. Si noti la conservazione di 2 Cl- come 

gruppi uscenti e la sostituzione di 1 o entrambe i gruppi NH3 con differenti leganti azotati. Sono state utilizzate isochinoline sostituite in 

posizione 5 per modulare la polarità, ottimizzando la solubilità ed attività. 

 

1.4.1.3. Composti a base di Osmio  

 

I composti testati sono stati: 

HOs3(CO)9(3-amminochinolina)[P(OCH2CH2Nme3I)3] 

HOs3(CO)9(chinoxalina)[P(C6H4SO3H)3]     

HOs3(CO)9(chinoxalina)[P(O-CH2CH2N-Me3I3] 

HOs3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C6H4SO3H)3] 

La struttura di base dei complessi di osmio presentava un ligando simile ad una base nucleotidica 

(3-amminochinolina o quinoxalina), una fosfina o un fosfito in grado di renderli solubili in H2O ed un interno 

ed ampio gruppo prostetico composto da un ibrido di 3 atomi di osmio e 9 carbonili (Rosemberg et al., 2000). 
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Nessuno di essi presentava alcuna attività alchilante sul DNA e alcun gruppo uscente nella loro struttura 

(A.Bar Din, 1998; M.Joynal Abedin, 1999) (Figura 1.4.1.3.). 

 

Figura 1.4.1.3.  Struttura dei composti originali di osmio oggetto dello studio. 

 

Colture cellulari e trattamenti con i composti orga nometallici 

 
  È stata addottato come modello cellulare tumorale una linea stabilizzata di adenocarcinoma 

mammario umano MCF-7 (ATCC HTB-22, American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA), sensibile 

al cis-DDP (10-100 µM) e p53- wild type. Per confronto si è utilizzata una linea non-tumorale stabilizzata di 

fibroblasti murini NIH 3T3 (Swiss albino mouse, ATCC, Rockville, Md USA), che conserva l’inibizione della 

crescita per contatto ed è in grado di down-regolare l’enzima telomerasi. Le cellule NIH3T3 venivano 

seminate ad alta densità (circa 10 6) così da raggiungere la confluenza in 48h e quindi venivano lasciate in 

coltura fino a 2 settimane, cambiando il terreno ogni 96h. 

  Le cellule di entrambe le linee sono state coltivate in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle-medium), 

addizionato con 10% di siero fetale bovino (FBS), 2 mM di L-glutamina, 100 µg/ml di streptomicina, 100 U/ml 

di penicillina e 0.25 µg/ml di anfotericina B e mantenute in condizioni standard (37°C, 5% di CO 2).  

Le cellule in fase di crescita esponenziale venivano trattate con esposizione continua con le 

opportune concentrazioni dei composti e mantenute in coltura in condizioni standard.  
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Test di vitalità e proliferazione (MTT) 

 

Al termine dei trattamenti la vitalità cellulare veniva misurata determinando l’attività dell’enzima 

mitocondriale succinato deidrogenasi. È stato utilizzato il sale solubile di tetrazolio (il 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-

2,5-difeniltetrazolo di bromo, MTT, Sigma Chemical Co., St. Louis) (Mosmann, 1983) che, come substrato di 

tale enzima, viene convertito in formazano, composto insolubile. La soluzione di MTT 5 mg/ml, preparata in 

soluzione salina, veniva aggiunta in ogni pozzetto (1:100) e le cellule venivano quindi incubate per 1 h a 

37°C. Il terreno veniva quindi accuratamente aspira to per togliere l’ecceso di colorante. I cristalli di 

formazano venivano quindi solubilizzati con isopropanolo acidificato (0,001 N HCl in isopropanolo assoluto, 

0.12M HCl) e misurati spettrofotometricamente a 570 nm (assorbanza del colorante ridotto) con correzione 

di background a 690 nm e 630 nm. La percentuale di vitalità cellulare veniva calcolata secondo le equazioni: 

 

 

 

 

 

  Con tale test si procedeva al calcolo dell’IC50, definita come la concentrazione in grado di ridurre del 

50% la vitalità cellulare rispetto al controllo non trattato. I dati venivano espressi come media ±SD di 3 

esperimenti indipendenti condotti in triplicato e sottoposti all’analisi con il test t di Student. 

 

Test di apoptosi   

 

  Monostrati di cellule trattate sono state sottoposte al test di doppia colorazione per valutarne la 

risposta apoptotica. Ogni 3 giorni le cellule venivano riseminate in terreno fresco condizionato con il 

composto e colorate con Hoechst 33342 (blu) e ioduro di propidio (rosso). I cambiamenti morfologici nucleari 

ed il danno alla membrana cellulare venivano analizzati con il microscopio confocale (BioRad MRC600 

accoppiato con il microscopio Nikon Diaphot 200). 
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1.4.2. Determinazione dell’effetto di complessi org anometallici sulla telomerasi  

 

1.4.2. Lisi, estrazione e dosaggio dell’enzima atti vo :  

 

  Dopo i trattamenti le cellule venivano lavate con PBS, pH 7, tripsinizzate, lavate con uno specifico 

tampone di lavaggio (Hepes 10mM, MgCl2 1,5mM, KCl 10mM, DTT 1mM). Si effettuava il primo lavaggio in 

tale tampone freddo. Quindi si centrifugava 2 volte a 400 g a 4 °C per 10 minuti. Dopo aver completame nte 

aspirato il surnatante, si risospendeva il pellet di cellule con un tampone di lisi, su ghiaccio (Tris-HCl pH 7,5 

10mM, MgCl2 1mM, EGTA 1mM, CHAPS 0,5%, Glicerolo 10%, PMSF 0,1 mM, 2-Mercaptoetanolo 5mM). La 

lisi veniva effettuata a 4 °C per 30 minuti con con tinua agitazione. Il lisato veniva quindi frazionato attraverso 

una centrifugazione a 30.000 g per 30 minuti a 4° C . Per normalizzare la quantità di enzima presente 

nell’unità di volume nella frazione di lisato veniva dosato il contenuto proteico totale. A tal fine si È utilizzato 

un metodo Lowry modificato (micro-Lowry). Per confrontare l’attività dell’enzima in ogni campione si 

normalizzava la quantità di proteine da utilizzare successivamente nel protocollo TRAP.  

  Dalla letteratura è riportato che la quantità di enzima telomerasi è proporzionale al contenuto 

proteico presente nell’estratto cellulare totale. Il metodo colorimetrico prevedeva l’utilizzo del reattivo del 

biureto e del Folin (reattivo dei fenoli) ed era estremamente sensibile, permettendo di dosare fino a 5 µg di 

proteine in un volume di 0.2 ml. Si preparavano 6 concentrazioni di BSA, corrispondenti a punti di taratura 

per la determinazione della concentrazione proteica, compresi nei valori da 0 µg/ml a 150 µg/ml. Solitamente 

la curva utilizzata si componeva dei seguenti punti: 0, 10, 25, 50, 100, 150 µg/ml. Ai campioni ed agli 

standards si aggiungeva un pari volume di Soluzione 1 (1 parte di NaOH 0.8 N, 1 parte di SDS 10%, 1 parte 

di H2O, 1 parte di CTC costituito da Na2CO3 0,82 M, CuSO4 6 mM, Na-Tartrato 8,7 mM) e si lasciava reagire 

al buio per 10 minuti a 23 C°, vortexando per almen o 3 volte. Al termine dell’incubazione si addizionava in 

rapporto di 1:2 v/v la Soluzione 2 (1 parte di reagente Folin-Ciocalteu, 5 parti di H2O) e si lasciava reagire al 

buio per 30 minuti a 23° C agitando per almeno 3 vo lte. La determinazione dell’intensità della colorazione 

azzurra, ottenuta dalla reazione dei soluzioni 1 e 2 con le proteine presenti nei campioni e negli standards, si 

eseguiva per via spettrofotometrica a 750 nm. Sulla base dei valori di concentrazione così ottenuti tutti i 

campioni venivano diluiti ad una concentrazione proteica finale uguale (normalizzazione). 
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1.4.3. Determinazione dell’attività telomerasica 

1.4.3.1. TRAP (telomeric repeat amplification protocol)  

 

La prima metodica, un protocollo detto TRAP (telomeric repeat amplification protocol)  (Kim et al., 

1994; Wringht et al., 1995; Sugihara et al., 1996) permetteva un dosaggio semiquantitativo utilizzando 2 

oligonucleotidi sintetici standard TS (5’-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3’) e CX (5’-

CCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA-3’) (Figura 1.4.3.2.b.). Il primer TS è un telomero-mimetico e costituisce 

la base sulla quale l'enzima telomerasi procede all’elongazione con l'aggiunta di esameri telomerici 

(TTAGGG). Il primer CX innesca il successivo step di amplificazione delle frazioni elongate dalla telomerasi. 

Per determinare la quantità di proteina ottimale per eseguire il protocollo TRAP sono stati eseguiti 

esperimenti preliminari, in cui venivano utilizzate quantità di lisato pari a 0,1 µg, 0,25 µg, 0,5 µg, 1 µg e 2.5 

µg (Figura 1.4.3.1.a.). 

Figura 1.4.3.1.a.  Attività della telomerasi in funzione del quantitativo di estratto enzimatico utilizzato per il test TRAP: è evidente un 

andamento gaussiano. 

 

Poichè si è dimostrato che l’attività dell’enzima seguiva un andamento gaussiano con un picco di 

attività a 1 µg, questa quantità è stata adottata per i successivi esperimenti. Concentrazioni superiori ad 1 µg 

sono probabilmente troppo elevate e quindi si potrebbero verificare fenomeni aspecifici di inibizione non più 

evidenziabili a diluizioni più alte. La prima fase di elongazione, che utilizza 0.5-1 µg di lisato cellulare, veniva 

condotta a 23 gradi per 30'; la seconda fase prevedeva 35 cicli di amplificazione (PCR) con una temperatura 

di complementazione (annealing) di 50 °C. La reazio ne di amplificazione veniva rivelata attraverso 

l’incorporazione di (alfa32P)dCTP (Amersham, UK) e la successiva risoluzione su gel di poliacrilamide 

(PAGE). Un controllo interno, l'ITAS (internal telomerase activity standard, 150 bp con i terminali omologhi ai 
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primers TS e CX) ha consentito la misura quantitativa, con densitometria (Phosphor Imager, BioRad, UK), 

dell’attività enzimatica.  

Questa metodica si compone di 3 fasi (Figura 1.4.3.2.b.): 

fase di elongazione : questa fase è basata sulla capacità della telomerasi di riconoscere ed elongare in vitro 

un oligonucleotide sintetico, denominato TS (telomerase substrate, 5’- AATCCGTCGAGCAGAGTT-3’). La 

reazione viene condotta a 23 °C in presenza delle 4  basi nucleotidiche trifosfate. In questa fase l'enzima 

addiziona un numero variabile di esameri TTAGGG al TS che così si allunga per un multiplo di 6 basi alla 

volta;  

fase di amplificazione : i prodotti risultanti dalla fase di elongazione sono amplificati con una reazione PCR 

(polimerase chain reaction). I primers utilizzati nella reazione erano lo stesso TS (upstream primer) non 

elongato ed un oligonucleotide, denominato CX (5’-CCTTACCCTTACCCTTACCCTAA-3’)(downstream 

primer) (Kim et al., 1994). Il CX è stato disegnato in modo da essere complementare a 4 ripetizioni 

telomeriche (5’-TTAGGG)4, ma con opportune sostituzioni di base (mismatch), in modo tale da aumentare la 

specificità di legame con il terminale 3' della sequenza TS-(TTAGGG)n elongata. Tale complementarietà non 

assoluta del CX con i vari frammenti elongati di TS, è necessaria per evitare un appaiamento casuale 

all'interno del TS elongato e per il posizionamento all’estremità terminale 3’ (Falchetti et al., 1998).  

L’amplificazione con PCR (ThermoHybaid Gradient Px2), prevede 35 cicli in cui si susseguono, in ciascuno 

ciclo, 30 secondi a 94 °C (temperatura alla quale i l DNA si denatura), 30 secondi a 50 °C (temperatura  in cui 

le sequenze si complementarizzano), e 90 secondi a 72 °C, temperatura di funzionamento della Taq-

polimerasi (Roche, Germania). Il tampone di reazione era così composto: Tris-HCl, pH 8.3, 20 mM, KCL 63 

mM, MgCl2 1.5 mM, TWEEN 20 0.005 %, EGTA 1 mM, BSA (albumina di siero bovino) 0,1 mg/ml, TS 0,1 

µg, dATP, dCTP, dTTP, dGTP, ognuno 50 µM, Taq-polimerasi 2 U, lisato cellulare 1 µl (1µg), [α32] dCTP 2 

µCi, CX 0,1 µg. Il primo ciclo serve a far sì che la Taq-polimerasi costruisca la sequenza complementare al 

solo frammento di TS elongato (1+n esameri), partendo dall’estremità 3’ del CX. In questo modo si ottiene 

un DNA a doppia catena che sarà il templato per i successivi cicli di amplificazione, in cui verranno utilizzati il 

TS non elongato ed il CX come primers. 
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Figura 1.4.3.2.b . Fasi del protocollo TRAP. Vedi testo per i dettagli. (Kim, 1994). 

 

I controlli utilizzati erano: un vero positivo, un estratto da cellule tumorali MCF-7 non trattate, un vero 

negativo costituito da solo tampone di lisi e, per valutare eventuali interferenze con il successivo step di 

amplificazione (con l’enzima Taq-polimerasi), ogni complesso organometallico veniva aggiunto alla reazione 

solo dopo la 1° fase del TRAP assay. Per i composti  non solubili in solvente acquoso veniva aggiunto un 

controllo con il solo cosolvente alla concentrazione più alta utilizzata.  

Risoluzione con elettroforesi su gel di poliacrilam ide:  per risolvere i frammenti prodotti nel TRAP sono 

stati utilizzati gel di poliacrilamide non denaturanti (PAGE). I componenti per la preparazione del gel erano 

Acrilamide/bis acrilamide 19:1 al 12 % finale, TBE (tampone tris-base 89 mM/borato 89 mM/EDTA 2mM) 1x, 

TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiammina) 0.08 %, e APS (ammoniopersolfato) 0.3 mg/ml. TEMED e APS 

erano gli attivatori che innescavano la reazione a catena della polimerizzazione. Il buffer di preparazione e 

corsa era composto da tampone tris-base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2mM. Il gel veniva corso con 

una corrente costante ad una potenza di 60 W. I campioni erano preparati in un tampone di carica (loading 

1° Fase: Estensione da parte della telomerasi dell’ oligonucleotide TS sintetico  
 
 TS                    RIPETIZIONI  TELOMERICHE aggiunte 
     ______________________.................______________ 
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT  nnnnnn ag   ggttag  ggttag    
 
 TS    
     ______________________.................____________________       
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT  nnnnnn ag   ggttag  ggttag  ggttag    
 
 TS    
     ______________________................__________________________      etc.. 
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT  nnnnnn ag   ggttag  ggttag  ggttag ggttag 
 
2° Fase: Amplificazione dei prodotti di estensione della telomerasi 
 
                 1° Ciclo di amplificazione. Annealing con CX a T=50 °C 
 
 TS    
     ______________________................________________________________| 
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT  nnnnnn ag   ggttag  ggttag  ggttag  ggttag  ggttag 
                                              :::::::   :::::*:::  ::::::*:::  :::::*::: 
                                             aatc   ccattc   ccattc  ccattccc   5' 
                         --------------------------------------| 
                              CX 
 2° Ciclo e successivi (30 cicli). PCR con [ αααα32]  dCTP 
 
 TS Upstream 
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT -----------------------------------> 
    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
    ------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
                       <-------------------------------aatc   ccattc   ccattc  ccattccc   5' 
    CX downstream  

Condizioni 
sperimentali:    

23°C, 30 minuti  

Sequenza di  CX: 
A sostituita con T 
 in 3 dei 4 esameri 
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buffer) così composto: TBE 1x, glicerolo 50 %, blu di bromofenolo 0.25 %, xylen-cianolo 0.25 %. La corsa 

durava circa 2 ore che bastavano a garantire una buona separazione delle bande di frammenti del DNA 

(TS+(TTAGGG)n). Il sistema elettroforetico era un Hoefer SQ3 (Pharmacia Biotech, Svezia). Il gel era 

spesso 0.75 mm ed il pettine utilizzato, a base piatta, permetteva di caricare 8 µl di campione. Il gel veniva 

passato su carta Whatman 3mm Chr (Whatman, UK) ed essiccato sotto vuoto (Gel-Dryer 583, BioRad). Per 

la rivelazione delle bande ottenute e per la quantificazione del segnale è stato utilizzato un densitometro 

(Phosphor Imager GS-250, Bio-Rad) e lo schermo di acquisizione utilizzato era Molecular Imager Imagin 

Screen BI (BioRad). L’intensità della radioattività delle singole bande era direttamente proporzionale alla 

quantità di DNA amplificato che aveva incorporato [α32]dCTP. Veniva quindi rilevata l'intensità complessiva 

di tutta la corsa elettroforetica ottenuta in ogni campione e l'intensità era espressa come volume di 

attività/area di analisi, attraverso il programma Phosphor Analist 1.1. L’intensità complessiva della corsa 

elettroforetica era direttamente proporzionale all’attività telomerasica. 

 

1.4.3.2. Real-time quantitative PCR (TRAP-RTQ-TRAP)  

  

La seconda metodica utilizzata per determinare la presenza di attività telomerasica impiegava una 

tecnica derivata dal protocollo TRAP ma che si avvale di uno strumento di amplificazione e contemporanea 

rivelazione, l’ABI PRISM 7700 Sequence Detector System, che permette di quantificare in modo accurato 

l’attività enzimatica nei campioni biologici (Figura 1.4.3.2. a e b) (Hou et al., 2001; De Kok et al., 1999). La 

procedura prevedeva l’utilizzo di un oligonucleotide telomero mimetico TS 5’- AATCCGTCGAGCAGAGTT-3’ 

(0.1 mg) e di un anchored downstream primer ACX 5’-GCGCGG(CTTACC)3CTAACC-3’, e di 1 U of Ampli-

Taq Gold polimerasi, il SYBR Green buffer (PE Applied Biosystems), composto da 2.5 mM di ogni base 

dNTP, 15 mM MgCl2, 10 mM EGTA, 0.2 µg della proteina T4 e 0.5 µg di lisato. La reazione era condotta in 

una piastra a 96 pozzetti ed il volume finale della reazione era di 25 µl. La soluzione veniva prima incubata a 

25 °C per 20 minuti, al fine di permettere alla tel omerasi eventualmente presente nell’estratto cellulare di 

elongare il primer TS con gli esameri TTAGGG. La PCR iniziava quindi portando i campioni a 95 °C per 1 0 

minuti (al fine di attivare l’AmpliTaq Gold polimerasi), quindi si facevano 40 cicli di amplificazione, ognuno 

composto da 95 °C per 20 secondi, 50 °C per 30 seco ndi, e 72 °C per 90 secondi. Il SYBR Green, un 

marcatore fluorescente, è noto legarsi al DNA doppia elica. Quando nuovi ampliconi sono prodotti grazie alla 

PCR, il SYBR Green vi si lega e genera un segnale fluorescente, che è raccolto ed analizzato con il software 
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del Sequence Detector (Versione 1.6; PE Applied Biosystems) durante la fase di estensione di ogni ciclo di 

amplificazione. Un segnale di fluorescenza era ritenuto significativo (Ct) quando era superiore alle 10 

deviazioni standard del valore medio di fluorescenza considerato come rumore di fondo. Solitamente si 

utilizzava quello misurato nei primi cicli di amplificazione, e più precisamente tra il ciclo 3 ed il 15.  

L’attività telomerasica nei campioni era calcolata come valore Ct (valore di ciclo di innesco di 

amplificazione), e cioè tanto più era intensa, tanto più il valore di Ct era basso. In tutte le reazioni sono stati 

inclusi due controlli interni, un vero positivo, e cioè un lisato preparato da un linea di cellule tumorali umane 

MCF7 (adenocarcinoma mammario) utilizzato a differenti concentrazioni di proteine comprese tra 1 µg e 

0.0016 µg, ed un vero negativo, e cioè veniva condotta la reazione con tutti i sali necessari ma in cui non 

veniva aggiunto alcun lisato cellulare. Tutti i campioni venivano dosati in duplicato ed i controlli interni 

permettevano di costruire una curva standard. I valori di ciclo di innesco dell’amplificazione Ct erano calcolati 

a partire dal plot semilogaritmico di amplificazione (incremento logaritmico della fluorescenza vs il numero 

del ciclo corrispondente) e comparato con la curva standard generata dalle diluizioni seriali delle cellule 

telomerasi-positive MCF7 (attività corrispondente a 1000, 100, 10, 1 cellule). L’attività della telomerasi era 

espressa come relativa alle cellule MCF7 (RTA), e cioè come numero teorico totale di cellule tumorali 

telomerasi-positive presenti nei lisati. 
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Figura 1.4.3.2. a e b.  Esperimento tipico di dosaggio telomerasico attraverso TRAP-RTQ-PCR. La figura a  mostra il risultato  

dell’amplificazione dei prodotti della telomerasi. L’attività dell’enzima era proporzionale alla sua capacità di formare prodotti in grado di 

essere amplificati per mezzo di PCR. Il tempo Ct era inversamente proporzionale alla quantità di enzima presente nei campioni. Le 

zone indicate sono rispettivamente: zona A , comprende i valori inclusi nella curva standard ottenuta amplificando i prodotti di un vero 

telomerasi-positivo (linea tumorale MCF-7, quantità di lisato compreso tra 1 µg e 0.0016 µg di proteine totali). Se il Ct calcolato era 

compreso tra 21 e 25 il campione era considerato ++, mentre se Ct era compreso tra 26 e 27 era considerato +. La zona B e C 

comprende i valori ottenuti tra la massima diluizione e il controllo vero-negativo, in cui non vi era telomerasi attiva. La zona B  è il valore 

soglia di rivelazione sicura (scarsa positività + / - , Ct 27), mentre la zona C  comunque necessita di una successiva verifica ma viene 

considerata telomerasi-negativa ( - , Ct > 30 ).  

Dall’analisi delle curve di dissociazione (Figura b) era possibile confermare l’alta specificità della determinazione dell’attività 

telomerasica, infatti i picchi di ogni curva corrispondenti ai singoli campioni risultavano sovrapposti, ben definiti ed unici. 

 

1.4.3.3. Determinazione dell’espressione dei compon enti della telomerasi (RT-PCR) 

 

Per verificare se il trattamento delle cellule con i differenti complessi modificasse l’espressione a livello 

genico delle componenti dell’enzima, ne sono stati valutati i livelli degli RNA messaggeri. Si è utilizzata la 

Il tempo Ct risulta inversamente proporzionale 
alla quantità di telomerasi presente nei campioni. 
 
Zona A : valori compresi nella curva standard ottenuta 
amplificando i prodotti di un campione vero telomerasi  
positivo (linea tumorale MCF-7, quantità di lisato da 1 
a 0.0016 µg di proteine totali). 
Ct 21-25= molto positivo (++) 
Ct 26-27=positivo (+) 
 
Zona B : valore soglia di rivelazione sicura  
Ct 27=scarsa positività (+/-) 
 
Zona C: considerata telomerasi-negativa  
Ct>30=negativo (-) 

a 

b 

A 
B 

C 

Dall’analisi delle curve di dissociazione era  
possibile confermare l’alta specificità della  
determinazione dell’attività telomerasica di  
cellule, infatti i picchi  di ogni curva 
corrispondenti ai singoli campioni erano 
sovrapposti, ben definiti ed unici. 
 
 
STRUMENTO: ABI PRISM 7000 
                         Applied Biosystems. 
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tecnica dell’RT-PCR. Essa consiste in una retrotrascizione dell’RNA che permette di ottenere la 

retrotrascrizione in DNA di tutti i messaggeri presenti nella cellula. I DNA a singola catena ottenuti in questa 

fase venivano successivamente amplificati con PCR utilizzando primers specifici per ogni sequenza che si 

voleva determinare. Più in dettaglio, l’RNA totale delle cellule veniva estratto utilizzando un kit commerciale 

(Rneasy Mini Kit, Quiagen, USA). Le cellule erano lisate con tampone denaturante contenente guanidina 

isotiocianato ed inibitori di RNAsi. L’RNA veniva quindi adsorbito su colonne di gel di silice ed eluito con 

H2O. 6 µg di RNA totale estratto venivano retrotrascritti, utilizzando la trascrittasi inversa AMV-RT 

(Boehringer Mannheim, Germania), con primers esamerici random (Pharmacia Biotech, Uppsala, Svezia), 

ottenendo così il DNA complementare (cDNA), a singola catena. A questo punto si procedeva 

all’amplificazione specifica dei singoli frammenti relativi ai geni di interesse, attraverso amplificazione con 

Taq polimerasi (94 °C 30 secondi, 60 °C 30 secondi,  72 °C 60 secondi, 28 cicli; 21 cicli per la β-actina) (PCR 

core kit, Boehringer), utilizzando i primers specifici (Soder et al., 1997): 

 

hTERT   5’-TGAACTTGCGGAAGACAGTGG-3’    (upstream) 

 5’-ATGCGTGAAACCTGTACGCCT-3’     (downstream) 

hTERC     5’-TTTGTCTAACCCTAACTGAGAAG-3’   (upstream) 

 5’-TTGCTCTAGAATGAACGGTGGA-3’     (downstream) 

TEP-1   5’-TCAAGCCAAACCTGAATCTGAG-3’     (upstream) 

 5’-CCCCGAGTGAATCTTTCTACGC-3’    (downstream) 

β-ACTINA  5’-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3’        (upstream) 

 5’-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3’  (downstream) 

 

La β-actina era utilizzata come standard interno per normalizzare i valori di espressione ottenuta. Si 

procedeva alla determinazione dei prodotti di reazione attraverso la separazione su gel di agarosio (1.5 % in 

TAE). Le bande, messe in evidenza con etidio bromuro, venivano lette attraverso un sistema di analisi 

dell’immagine composto da un transilluminatore ad UV ed una telecamera 3 CCD (GeneQuant, GelDoc 

1000, BioRad). Un programma (Quantity One program 4.0.3, BioRad) permetteva di effettuare l’analisi 

densitometrica delle bande ottenute.  

 

 

 



________________________________________________________________________________ 

 53 

1.4.3.4. Determinazione della lunghezza telomerica residua   

 

  Tale test veniva effettuato dopo almeno 3 settimane di crescita (8-10 cicli). Le cellule MCF-7 trattate 

venivano staccate, incluse in plugs di agarosio (10 7 cellule / ml) e digerite con proteinasi K a 50°C per un 

minimo di 48 h. Questa procedura veniva adottata per facilitare la fase successiva di completa digestione del 

DNA, condotta utilizzando l’enzima di restrizione Hinf I (60 U per 10 7 cellule). Da questa reazione si 

ottenevano i frammenti di restrizione terminali del DNA (TRF, 10 6 bp), preservando però intatta la sola 

porzione telomerica del DNA (10 3-10 4 bp). I campioni venivano risolti su gel di agarosio (0.7%, 600 Vh) con 

elettroforesi pulse-field. Il DNA risolto veniva trasferito su membrana di Nylon (Hybond-N+), fissato con UV e 

caratterizzato con Southern blot. Le membrane venivano quindi ibridizzate con specifiche sonde per i 

telomeri costituite dalla sequenza (TTAGGG)4, marcate con 32P, quindi analizzati con autoradiografia o 

densitometria (PhosphorImager). La lunghezza dei telomeri veniva riferita ad uno standard 1-Hind III che 

permetteva di stabilire le esatte dimensioni in bp ed i dati venivano analizzati mediante analisi quantitativa 

dell’immagine. 

 

Determinazione del danno ossidativo al DNA cellular e in vitro  

 
 ll danno ossidativo sul DNA, dovuto alla generazione di specie reattive all’ossigeno (ROS), è stato 

determinato misurando la presenza di residui di 8-oxoguanina (De Zwart et al., 1999) con l’utilizzo di una 

specifica sonda. Questo metodo consente una diretta quantificazione dell’attività di ROS nelle cellule. Le 

cellule venivano trattate per 30 minuti con i composti dissolti in terreno completo alle concentrazioni di 10-4, 

10-5 e 10-6 M, quindi lavate con terreno fresco, incubate per 2 h con terreno fresco, al termine raccolte, 

fissate con paraformaldeide al 2%, su ghiaccio, e trattate con etanolo 70%. La determinazione dell’8-

oxoguanina è stata condotta utilizzando il Fluorogenic OxyDNA Assay kit (Calbiochem, CA) che prevede 

l’utilizzo di coniugati FITC- labeled che riconoscono prodotti derivati radicalici del DNA. La quantificazione è 

stata ottenuta con il FACSCalibur System and CellQuest software (Becton-Dickinson, NJ). 

 

Determinazione della stabilità dei diversi composti  in condizioni fisiologiche (spettroscopia UV-vis) 

 
Lo spettro di assorbimento UV-visibile dei ferrocini mostra una banda tipica nell’intervallo tra 600 e 

800 nm (il valore esatto varia a seconda dei sostituenti presenti sugli anelli ciclopentadienilici). Tale 
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assorbimento, attribuito ad una transizione per trasferimento di carica dal legante al metallo (LMCT 

2E2g→2E1u), è il responsabile della colorazione verde-blu di questi complessi. Per alcuni ferrocini, tale banda 

di assorbimento, tuttavia, è poco intensa. Perciò, a causa della scarsa solubilità dei complessi in ambiente 

acquoso, non può essere utilizzata per lo studio cinetico della degradazione del complesso. Per eseguire le 

misure di stabilità abbiamo perciò preso in considerazione la banda di assorbimento che cade attorno ai 250 

nm e che corrisponde ad una diversa transizione LMCT (1e1u→2e1g). 

Al valore massimo di assorbanza, letto attorno a 250 nm, è stato sottratto un fondo misurato tra 300 e 350 

nm ed opportunamente scelto secondo le caratteristiche dello spettro di ogni complesso. Questa misura 

differenziale ha permesso di eliminare le variazioni dovute a fattori strumentali e al corpo di fondo residuo o 

eventualmente formatosi. Le misure sono state eseguite in diverse condizioni sperimentali: in acqua 

deionizzata, in tampone HEPES, in tampone fosfato ed in tampone citrato a pH 3. 

Trascorsi 5 minuti dalla preparazione delle soluzioni, esse sono state filtrate utilizzando una siringa di 

plastica da 50 ml ed un microfiltro. Questa operazione è necessaria per eliminare ogni corpo solido, 

insolubile o non ancora solubilizzato, che potrebbe alterare le misure di assorbanza. Sulle soluzioni così 

preparate è stato registrato lo spettro UV-visibile e l’assorbanza del picco massimo nell’intervallo tra 200 e 

300 nm è stata considerata come valore al tempo zero. In seguito si sono registrati gli spettri UV-visibile a 

tempi via via più lunghi fino ad un massimo di 50 ore. Come indice di stabilità del composto in esame si è 

utilizzato il rapporto tra l’assorbimento iniziale e quello dopo 450 minuti (A0m / A450m) perché in questo 

intervallo di tempo si ha la massima velocità di degradazione. 

Gli spettri UV-vis sono stati registrati con lo spettrofotometro Perkin-Elmer Lambda 20  come funzione del 

tempo (da 0 a 3000 minuti) utilizzando 4 diversi tamponi a base acquosa (Vásquez-vivar J et al., 1997).  

 

Determinazione dei livelli intracellulari di Ferro e Platino (spettrofotometria ad assorbimento 

atomico) 

 

Monostrati di cellule cresciute in capsule petri da 10 cm venivano trattate con differenti 

concentrazioni dei complessi. Al termine dell’incubazione le cellule venivano lavate due volte con 5 ml 

tampone fosfato salino freddo (PBS). Le cellule venivano lisate con una soluzione acquosa di HNO3 0.5 % e 

staccate dalla piastra mediante l’utilizzo di spatole piatte per colture cellulari (scraper). I lisati così ottenuti 

venivano liofilizzati e quindi risospesi con HNO3 puro (500 µL /106 cellule). I campioni venivano quindi trattati 
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a caldo (120 °C) sotto cappa chimica fino a complet a essiccazione. A questo punto erano risospesi in una 

soluzione di HNO3 0.25% e conservati congelati fino al dosaggio. La quantificazione del metallo (Ferro o 

Platino) era effettuata con spettrofotometria ad assorbimento atomico. Lo strumento utilizzato era un Perkin 

Elmer 3300 con autocampionatore AS 80 (Perkin Elmer, USA) con fornetto in grafite e correzione del 

background con lampada UV. I controlli interni di determinazione di standard a concentrazione nota 

venivano eseguiti ogni 10 iniezioni. 

 

Determinazione dell’uptake dei composti del Platino  (ICP-MS) 

 

  È stato valutato l’uptake e l’accumulo di Pt in cellule MCF-7 tramite ICP-MS in seguito a trattamento 

di 1-48 h ad una concentrazione dei composti pari a 0.1µM. Per confronto si sono valutati gli stessi parametri 

per i composti noti cisplatino (Aldrich), carboplatino (Strem Chemicals), oxaliplatino (Sigma). Le cellule 

venivano seminate in piastre da 100 mm (700-800 cellule/piastra) e dopo 48 h il terreno veniva cambiato con 

terreno fresco condizionato con i composti alla concentrazione finale appropriata. Dopo 1, 4, 24 e 48 h le 

cellule trattate venivano lavate 3 volte con soluzione di 0.9% NaCl fredda, tripsinizzate e la sospensione 

cellulare ottenuta veniva centrifugata in soluzione salina ad 800xg per 5 minuti a 4°C. I pellets veni vano 

risospesi in volume appropriato di H2OmQ per ottenerne una sospensione omogenea di cui una parte veniva 

utilizzata per il dosaggio proteico e una parte trasferita in provette di vetro contenenti 65% HNO3 e 

mineralizzate a 120 °C. I campioni di Pt venivano d issolti in 2ml di HNO3 2% addizionato di 50µg/l di Indio 

(utilizzato come standard interno). Dopo 5 minuti di trattamento in bagno ultrasonico si otteneva una 

soluzione limpida che veniva analizzata per il contenuto totale di Pt con l’ICP-massa (X5 Series Inductively 

Coupled Plasma-Mass Spectrometer, Thermo Optek), determinando l’isotopo più abbondante del Pt e l’Indio 

rispettivamente a m/z 195 e 115.  

 

Determinazione del coefficiente di partizione ottan olo/H 2O (P0/w) 

 

È stato calcolato il Log Po/w come misura della lipofilicità dei composti, quale indicatore della loro 

abilità nell’attraversare la membrana cellulare. Esiste una correlazione tra l’uptake e il grado di lipofilicità dei 

leganti carrier (Platts et al., 2001). Tale coefficiente, originariamente espresso come partizione olio 

d’oliva/H2O, riflette la solubilità relativa del composto in n-ottanolo (rappresentante il doppio strato lipidico 
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della membrana cellulare) e l’H2O (il solvente intra- ed extracellulare). È stato utilizzato il metodo Minick’s: 

cromatografia liquida a fase inversa ad alta performance (RP-HPLC) utilizzando una miscela H2O-metanolo. 

Le condizioni di cromatografia erano: gel di silice C18 (ODS) come fase stazionaria; una fase mobile 

contenente quantità variabili di HCOOH 15mM e MeOH; flusso 0.75ml/min; eluizione isocratica, misura UV-

visibile a 210 nm.  

 

Analisi statistica 1 

 

 I dati ottenuti per i vari esperimenti in triplicato, sono espressi come media ± errore standard medio 

(E.S.M) e le differenze tra i gruppi sono state analizzate con il test di t-STUDENT. 
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RISULTATI 1 

1.5. 1. Complessi a base di Sali di Ferrocinio   

1.5.1.1. Stabilità dei composti del Ferrocinio 

 

Lo studio della stabilità dei sali di ferrocinio è molto importante perché ci permette di comprendere se 

la specie presente in soluzione e di cui studiamo gli effetti biologici, coincide con la molecola originale o se 

quest’ultima ha subito radicali trasformazioni. Prima di eseguire le prove biologiche, quindi, abbiamo valutato 

la stabilità e la cinetica dell’eventuale decomposizione dei cationi ferrocinio sintetizzati in ambiente acquoso. 

Le specie considerate sono dei sali di complessi organometallici e quindi la loro solubilità in 

ambiente acquoso non è molto elevata. La solubilità dei sali di ferrocinio è stata stimata, valutando 

“visivamente” in soluzioni a concentrazione crescente, la completa dissoluzione del corpo di fondo solido. 

Questa prova, semplice ed immediata, è stata eseguita per verificare se i composti presentassero una 

solubilità in ambiente acquoso sufficiente (almeno 1 mM) per essere utilizzati nelle prove biologiche senza 

l’impiego di un cosolvente (Tabella 1.5.1.1.a.). 

Composto  Solubilità (M)  

Fc+ 10-2 

DEMFc+ 10-2 

DIMFc+ 10-2 

CAFc+ 10-3 

BAFc + 5x10-3 

Tabella 1.5.1.1.a.  Solubilità in acqua dei sali di ferrocinio analizzati in questo studio. 

Il ferrocinio tetrafluoroborato ha mostrato una solubilizzazione molto rapida, mentre i composti con 

sostituenti metilici, pur avendo una solubilità in acqua paragonabile a quella del ferrocinio, impiegano alcuni 

minuti per sciogliersi completamente. Per i ferrocini con sostituenti acidi è stata riscontrata una minore 

solubilità, in particolare per il ferrocinio acido carbossilico. 

La stabilità dei sali di ferrocinio in ambiente acquoso è stata studiata tramite spettroscopia UV-vis, 

registrando la cinetica di degradazione dei composti in condizioni diverse: condizioni acquose non 

tamponate, pH acido e tamponi a pH "fisiologico". I dati ottenuti mostrano stabilità variamente dipendente 

dall’ambiente chimico in cui il composto viene a trovarsi (Tabella 1.5.1.1.b; Figura 1.5.1.1.). 
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Composto Acqua 
deionizzata 

Tampone 
pH = 3 

Tampone 
HEPES Tampone Fosfato  

 A0m / A450m A0m / A450m  A0m / A450m A0m / A450m 

Fc+ 1,15 1,07 1,06 1,14 

DEMFc+ 1,00 1,02 0,99 1,03 

DIMFc+ 1,07 1,05 1,01 1,05 

CAFc+ 1,08 1,03 1,32 1,33 

BAFc + 1,27 0,99 1,19 1,36 

 

Tabella 1.5.1.1.b. : Confronto fra gli indici di stabilità dei cinque sali di ferrocinio, nelle quattro condizioni sperimentali studiate. Come 

indice di stabilità del composto in esame si è utilizzato il rapporto tra l’assorbimento iniziale e quello dopo 450 minuti (A0m / A450m) perché 

in questo intervallo di tempo si ha la massima velocità di degradazione. 

 

Tutti i composti hanno manifestato una maggiore stabilità a pH acido, confermando i dati presenti in 

letteratura, nei quali viene dimostrata l’influenza degli ioni OH- nel processo di degradazione del ferrocinio. 

I ferrocini con sostituenti acidi sono risultati particolarmente sensibili alle variazioni di pH: molto 

instabili a pH fisiologico, pressoché stabili in tampone acido. Nelle misure in acqua deionizzata, pur 

rimanendo instabili, hanno mostrato una degradazione più lenta che a pH fisiologico. Il comportamento di 

questi sali, può essere attribuito al carattere polare ed elettron-attrattore dei sostituenti presenti sugli anelli 

ciclopentadienilici del complesso che, favoriscono l’interazione con le molecole di acqua e, esaltando la 

carica positiva presente, rendono il complesso più facilmente riducibile. Il ferrocinio non sostituito ha 

mostrato una stabilità intermedia in tutte le prove eseguite, unita ad una scarsa dipendenza dal pH della 

soluzione.Il decametilferrocinio, stabilizzato dai sostituenti metilici, che mascherano la carica positiva del 

complesso per iperconiugazione, si è dimostrato stabile in tutte le misure effettuate, indipendentemente dal 

pH. Il 1,1’-dimetilferrocinio, stabile nei tamponi a pH fisiologico, è invece apparso parzialmente instabile a pH 

acido. Questo comportamento controtendenza è difficilmente spiegabile, considerando che il complesso non 

ha gruppi dissociabili e dovrebbe essere stabilizzato dalla presenza dei due gruppi metilici. Analizzando però 

solamente i primi 450 minuti della cinetica, la sua velocità di degradazione risulta perfettamente intermedia 

fra i valori del ferrocinio e del decametilferrocinio. Non si notano, invece, sostanziali differenze nel 

comportamento dei sali di ferrocinio passando dal tampone HEPES al tampone fosfato. Il comportamento 

simile nei due tamponi a pH fisiologico è molto importante perché ci permette di fare una previsione, seppur 

grossolana, sulla stabilità dei sali di ferrocinio nell’ambiente biologico in cui si svolgono le prove di 

citotossicità. 
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DEMFc+ 

Fc+ 

DIMFc+ 

TAMPONI 
 

     Fosfato-citrato  pH 3 
 (i.e. acido citrico 80 mM  e Na2HPO4 40mM)          

 

     H2O distillata            pH ≈≈≈≈ 6.0-6.5 
 

     Tampone fosfato   65 mM   pH 7.4 
 

     HEPES                 25 mM   pH 7.4 
 

TEMPERATURA= 25°C 

BAFc + 

CAFc+ 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5.1.1.  Stabilità dei composti in funzione del pH e della natura del tampone utilizzato. La decomposizione dei complessi è stata 

seguita attraverso il decremento della banda di assorbenza LMCT  (1e1u →2e1g) (Shon et al., 1971). che cade nell’intervallo 250-300 

nm): a) il decametil-ferrocinio è il composto più stabile indipendentemente dalle condizioni sperimentali, b) il ferrocinio si mostra sempre 

instabile con scarsa dipendenza dal pH della soluzione, c) l’ 1,1’-dimetil-ferrocinio mostra, almeno fino a 450 minuti, una stabilità 

intermedia tra quella del ferrocinio e quella del decametil-ferrocinio, d) i ferrocini con sostituenti protonabili presentano una stabilità 

fortemente legata all’ambiente sperimentale e sono molto instabili a pH fisiologico, e) Fc+ è risultato instabile in tutti i tipi di tampone 

utilizzato .Λ corrispondente al decremento della massima assorbanza: Fc+: λ= 251 nm; DEMFc+: λ= 278  nm; DIMFc+: λ= 257 nm; 

CAFc+ : λ= 257 nm; BAFc+: λ= 252 nm. Per un confronto diretto dei dati sperimentali ottenuti, le misure registrate sono state 

normalizzate portando a 2 AU l’assorbimento della soluzione al tempo zero.  
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1.5.1.2. Citotossicità dei Sali di ferrocinio 

 

Il primo screening dei composti condotto trattando le cellule per 48 h in un range di concentrazioni 

compreso tra 5 e 500 µM ha dimostrato un effetto antiproliferativo generale di questi composti a base di 

ferrocinio (Tabella 1.5.1.2.a.). 

 Il sale di ferrocinio decametil-ferrocinio tetrafluoroborato (DEMFc+), risultato chimicamente il più 

stabile, ha indotto la maggiore  inibizione della crescita tumorale nelle MCF-7. 

 La IC50 calcolata è stata di 37+4 µM, con una dose-risposta nel range 5-100 µM. Tutti gli altri 

composti del ferrocinio hanno dimostrato citotossicità minore con una IC50 calcolata di circa 300 µM. 

Ulteriori test di citotossicità sono stati condotti per determinare la relazione durata del trattamento-attività 

citotossica, in particolare con il composto DEMFc+, risultato essere il più stabile e attivo.  
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Tabella 1.5.1.2.a. : Screening dei composti: trattamento delle cellule MCF-7 per 48 h (5-500 µM). Determinazione della vitalità cellulare 

con il metodo MTT (vd. Materiali e metodi). a: valore medio di 3 esperimenti indipendenti. Il limite di confidenza è riportato in parentesi 

(P=0,1, t=2.92). b:  percentuale di cellule vitali riferite al controllo non trattato. c:  concentrazione di composto richiesta per ridure del 

50% il numero di cellule rispetto al controllo non trattato. 
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Un test prevedeva il confronto tra l’attività del Decametil-ferrocinio vs Ferrocinio (Figura 1.5.1.2.; 

Tabella 1.5.1.2. b). Le proprietà citotossiche di questi due Sali di Ferrocinio sono state valutate con tempi di 

trattamento di 2, 12, 24 e 48 ore per monitorare la tempo-dipendenza dell’azione citotossica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5.1.2.  Vitalità cellulare di cellule MCF-7 dopo 5 giorni dal trattamento con differenti Sali di Ferrocinio e diversi tempi di 

esposizione. Le cellule MCF-7 in fase di crescita logaritmica sono state trattate con i composti  alle concentrazioni comprese tra 10 e 

500 µM. In ogni singolo esperimento le cellule venivano esposte alla stessa concentrazione dei Sali di Ferrocinio per tempi crescenti (2, 

12, 24 e 48 h). Per uniformare le condizioni dei trattati e dei controlli, si è deciso di utilizzare un bianco per ogni tempo di trattamento. 

Ad ogni time-point il terreno veniva cambiato con terreno fresco nei corrispondenti pozzetti (trattato e controllo) e le cellule venivano 

mantenute in coltura per 5 giorni (recovery time) allo scadere dei quali ne veniva determinata la vitalità per mezzo del metodo MTT (vd. 

Materiali e metodi). La percentuale di cellule vitali era riferita al controllo non trattato. In figura sono riportati i valori medi di 3 

esperimenti indipendenti  ed limiti di confidenza del valore medio sono stati calcolati utilizzando la distribuzione t di Student con una 

probabilità del 90% (P = 0.1, t2,90 = 2,920). 

 

I dati ottenuti confermano una più marcata attività citotossica del DEMFc+ rispetto al Fc+ per ogni 

tempo di trattamento. 
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Importanza della durata del trattamento (Tabella 1. 5.1.2.b.): il test MTT eseguito dopo 5 giorni 

dall’inizio dell’esposizione ai composti nel range 10 – 500 µM per tempi variabili 2, 12, 24, 48 h, ha indicato 

una marcata citotossicità del DEMFc+ strettamente dipendente dai tempi di esposizione. La diminuzione del 

valore di IC50 corrispondente all’aumentare del tempo di esposizione delle cellule al composto DEMFc+ 

indica infatti una tempo dipendenza dell’effetto citotossico. I ferrocini tetrafluoroborati funzionalizzati (Fc+ 

aldeidico, carbossilico ed acetico) hanno un effetto limitato alle prime 12 h di esposizione, probabilmente in 

conseguenza della sua dimostrata instabilità in tamponi e condizioni fisiologiche. 

Dose-dipendenza  dell’effetto antitumorale : è stata dimostrata per il DEMFc+ nell’intervallo di 

concentrazioni 5 – 100 µM mentre gli altri composti sono attivi solo a dosi molto superiori (500 µM).  

 

Composto 
Tempo di 

trattamento (h) 
IC50 (µµµµM) A, B 

2 86 (11) 

12 74 (3) 

24 58 (13) 
DEMFc+ 

48 35 (6) 

2 308 (37) 

12 238 (34) 

24 256 (23) 
Fc+ 

48 249 (10) 

 

Tabella 1.5.1.2. b.  Citotossicità di DEMFc+ e Fc+ su cellule MCF-7 trattate in fase di crescita logaritmica per 2, 12, 24, 48 h: valori di 

IC50. Dopo il trattamento le cellule venivano lavate con terreno fresco. A:  valore medio di tre esperimenti indipendenti. I limiti di 

confidenza (P=0,1, t=2.92) sono riportati tra parentesi. B:  concentrazione richiesta per ridure del 50% il numero di cellule rispetto al 

controllo non trattato.  

 

1.5.1.3. Studio del meccanismo di azione dei Sali d i Ferrocinio. Determinazione del danno ossidativo 

sul DNA da parte dei Sali di Ferrocinio  

 

In considerazione del meccanismo d’azione di tipo radicalico proposto per questi composti, si è 

valutata la presenza sul DNA delle cellule MCF-7 trattate con essi, di danni indotti da radicali liberi (Figura 
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1.5.1.3). DEMFc+, è risultato in grado di aumentare il livello di 8-oxoG ed indurre uno stress ossidativo nelle 

cellule MCF-7 trattate alle concentrazioni 10-6,10-5 e 10-4 M in modo dose dipendente. Fc+ in esperimenti 

condotti in condizioni simili non ha rivelato incrementi dei valori di 8-oxoG significativi rispetto a quelli indotti 

da DEMFc+ (dati non mostrati).  

 

Figura 1.5.1.3.  4 istogrammi univariati di esperimenti rappresentativi del danno al DNA. Dopo 30 minuti di trattamento con DEMFc+, le 

cellule MCF-7 sono state incubate con terreno fresco e staccate dopo 2 h. Le cellule dopo il fissaggio in paraformaldeide sono state 

incubate con una sonda FITCH-coniugata e la fluorescenza è stata misurata con il citofluorimetro (FACS). Il numero delle cellule è 

espresso come numero di eventi (asse delle y) vs l’intensità di fluorescenza della sonda per l’8-OXOGuanina del canale filtro per FITCH 

(asse delle x). L’8-oxo-guanina risulta essere un marker diretto del danno radicalico sul DNA (De Zwart et al., 1999). 

 

Inoltre in uno studio precedente (Osella D. et al., 2000) era già stato dimostrato come il composto 

CAFc+ in soluzione acquosa fosse in grado di produre radicali liberi, probabilmente responsabili della sua 

citotossicità. 

 

1.5.1.4. Spin trapping per definire le specie radic aliche coinvolte nel meccanismo di azione 

 

CELLULE NON 
TRATTATE 

CELLULE TRATTATE CON 
DEMFc+10-6 M 
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Per definire meglio le specie radicaliche (idrossiliche e radicali superossido) coinvolte nel 

meccanismo di citotossicità di tali composti sono state effettuate registrazioni di spettri ESP (electronic spin 

resonance) di soluzioni contenenti DEMFc+ o Fc+ in condizioni fisiologiche, utilizzando la tecnica dello spin-

trapping (Buettner  et al., 1987; Bielski et al., 1991; Tabbì et al., 2001; Duling D. R., 1994). I dati ottenuti da 

queste analisi confermano la capacità dei cationi del ferrocinio di produrre specie radicaliche all’ossigeno 

come conseguenza della loro degradazione e anche in condizioni simili a quelle intracellulari. Per valutare se 

il meccanismo di degradazione proposto fosse l’unico operante, si è voluto controllare se la produzione 

radicalica fosse in accordo con la degradazione osservata tramite spettroscopia UV-visibile. Fc+, composto 

instabile, dovrebbe produrre una quantità di radicali maggiore di DEMFc+, composto stabile, nello stesso 

intervallo di tempo. Una stima della quantità di radicali prodotti può essere ottenuta per doppia integrazione 

dei segnali ESR misurati. In questa valutazione bisogna però tenere conto che non stiamo osservando 

direttamente il radicale prodotto ma un suo addotto con lo spin-trap. Questi addotti sono sicuramente più 

stabili dei radicali primari che vengono “intrappolati” ma restano comunque specie radicaliche con un tempo 

di vita breve rispetto alla cinetica osservata tramite spettroscopia UV-visibile (DMPO-OH t1/2 = 2.6 ore). Non 

è quindi possibile ipotizzare un accumulo in soluzione di questi addotti per tempi lunghi Considerando 

quanto appena esposto, lo studio è stato limitato ai primi 90 minuti di incubazione (Figura 1.5.2.4.). 

 

Figura 1.5.1.4.  Confronto della produzione di radicali tra Fc+ e DEMFc+. La quantità di radicali prodotta è stata stimata con la doppia 

integrazione dei segnali ESR misurati. 

 
Come si può osservare in Figura 1.5.1.4, solo per tempi molto brevi l’intensità dei segnali EPR, e 

quindi la produzione radicalica, sono simili per i due cationi. Al trascorrere del tempo il segnale di Fc+ cresce 
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molto più velocemente di quello di DEMFc+ confermando l’andamento di stabilità osservato tramite le misure 

UV-visibile. Il buon accordo tra la stabilità osservata tramite la tecnica UV-visibile e la produzione di radicali 

conferma il meccanismo di degradazione proposto. 

 

1.5.1.5. La spettrofotometria ad assorbimento atomi co  ha dimostrato che tutti i composti passano 

facilmente la membrana cellulare per diffusione passiva (l’equilibrio è raggiunto in 30 minuti). 

 

1.5.2.Complessi del Platino  

     

1.5.2.1 Screening di attività antitelomerasica in u n test su enzima estratto (test biochimico) 

 
Per valutare l’efficacia di tutti i composti sintetizzati è stato utilizzato un primo saggio di tipo 

biochimico poiché un saggio cellulare non avrebbe potuto chiarire se le eventuali interazioni osservate 

fossero dovute a fenomeni specifici sull’enzima o aspecifici sulla cellula (Tabella 1.5.2.1.).  

 
COMPOSTI 

 

 
SOLVENTI 

  
CONC. 

(M)  

 
% INIBIZIONE 
TELOMERASI  

 
Interferenza con 
Taq polimerasi  
(+ o – del 5%) 

K[PtCl 3py]   
        
Tricloro-pirrolidina Platinato (II) di potassio   

 
H2O 

10-11 
10-9 
10-7 

6 
8 
8 

 
_ 

K[PtCl3 (isoq)] 
 
TricloroisochinolinaPlatinato (II) di potassio 

 
H2O 

10-11 
10-9 
10-7 

8 
8 

11 

 
_ 

Cis- [PtCl 2 (isoq) 2] 
 
Cis-dicloro-bis (isochinolina)platino (II) 

 
DMSO 

10-11 
10-9 
10-7 

2 
1 

10 

 
+ 

Cis- [PtCl 2NH3 (isoq)] 
 
Cis-(amminodicloro-Isochinolina) platino(II) 

 
DMSO 

10-11 
10-9 
10-7 

5 
5 
3 

 
+ 

Cis- [PtCl 2py (isoq)] 
 
Cis-dicloro piridina-Isochinolinaplatino (II) 

 
DMSO 

 

10-11 
10-9 
10-7 

3 
5 
5 

 
+ 

Cis- [PtCl 2py (5-OH-isoq)]  
Cis-dicloropiridina-5 –idrossiisochinolina 
platino (II) 

 
DMSO 

10-11 
10-9 
10-7 

8 
4 

10 

 
+ 

Cis- [PtCl 2py (5-NH2-isoq)]  
Cis-dicloropiridina(5amminoisochinolina) 
platino (II) 

 
DMSO 

10-11 
10-9 
10-7 

4 
17 
18 

 
+ 

Cis- [PtCl 2py (5-NO2-isoq)]  
Cis-dicloropiridina (5-nitroisochinolina) 
platino (II) 

 
DMSO 

10-11 
10-9 
10-7 

5 
7 

11 

 
+ 

Cis -DDP 
Cis-diclorodiammino platino (II) 
 (cisplatino) 

 
H2O 

10-11 
10-9 
10-7 

0 
0 
0 

 
0 

Cis- [PtCl 2py (5-SO3H-isoq)      Ptquin8 
Cis-dicloropiridina (5-solfonilisochinolina) 
platino (II)  

 
H2O 

10-11 
10-9 
10-7 

9 
21 
35 

 
+ 

Trans -DDP  10-11 0  
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Trans-diclorodiammino platino (II) 

DMSO 10-9 
10-7 

0 
0 

0 

Trans- [Pt (py) 2Cl2]    Trans -PtPy 
 
Trans-diclorodipiridinaplatino (II) 

 
DMSO 

10-11 

10-9 
10-7 

20 
26 
20 

 
+ 

Cis- [Pt (py) 2Cl2]    Cis -PtPy 
 
Cis-diclorodipiridinaplatino (II) 

 
DMSO 

10-11 

10-9 
10-7 

13 
26 
36 

 
+ 

 

Tabella 1.5.2.1.  Valori riferiti all’attività inibitoria della telomerasi in un test biochimico dei principali composti del platino valutati in 

questo studio.  

 

Si può osservare come il cisplatino ed il transplatino non siano risultati in grado di inibire 

direttamente la telomerasi, e ciò in accordo con i dati della letteratura (Burger et al., 1997). Questo test, 

esclusivamente biochimico, permetteva quindi di esaminare un gran numero di molecole e forniva una serie 

di dati sull’attività che venivano quindi convalidati sui test in vitro. Molti composti solubili in cosolvente DMSO 

non presentavano un significativo effetto antitelomerasico, ma solo un’aspecifica inibizione della Taq 

polimerasi, per cui sono stati scartati. Sono di seguito riportati i risultati ottenuti dai composti che sembrano 

avere alcune caratteristiche promettenti: un isomero cis denominato Ptquin8, il trans- PtPy ed il cis- PtPy 

(Figura 1.5.2.1.). 

 

Figura 1.5.2.1.  Strutture di alcuni composti analizzati in questo studio. 

 

1.5.2.2. Effetto dei complessi Ptquin8, Trans e Cis-PtPy sull’enzima telomerasi estratto da cellule MCF-

7 (Test biochimico 1) e sulla Taq polimerasi (Test biochimico 2) 

 

  Ptquin8 era in grado di inibire l’attività telomerasica in modo dose-dipendente (9+4% - 35+3%) 

rispetto al controllo non trattato, nell’intervallo di concentrazioni 10-11-10-7M. Un effetto dose-dipendente era 

evidenziabile anche per il composto Cis-PtPy(13% - 36%, rispettivamente per la concentrazione 10-11M e  

10-7M) (Figura 1.5.2.2.). Il trans-PtPy dimostrava un effetto inibitorio ~20% non dose-dipendente. Per i 
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composti dipiridinici era evidenziabile una minima interazione del cosolvente DMSO (1:100). Il controllo 

interno al test era ottenuto valutando l’attività della Taq polimerasi in seguito all’aggiunta del composto (da 

10-4 a 10-7M) effettuata immediatamente prima dell’inizio della fase di amplificazione del protocollo TRAP, 

ossia al termine dell’allungamento, avvenuta in condizioni ottimali da parte della telomerasi del telomero 

sintetico TS. I dati ottenuti non hanno dimostrato un’interferenza significativa sul sistema di amplificazione 

indicando un’azione inibitoria specifica e selettiva dei composti sulla telomerasi.  

 

Figura 1.5.2.2.  Risultato di un test di inibizione telomerasica di Ptquin8. PAGE risultante da un test biochimico. Il bandeggio, costante 

per ogni colonna, rappresenta il prodotto di allungamento dovuto all’attività telomerasica, rappresentato dall’addizione di unità 

esameriche multiple al telomero sintetico TS. Vi sono variazioni di intensità complessiva delle bande. L’intensità della radioattività delle 

bande era direttamente proporzionale alla quantità di DNA amplificato che aveva incorporato α32 dCTP. Veniva quindi rilevata 

l’intensirtà complessiva di tutta la banda elettroforetica ottenuta in ogni campione ed espressa come volume di attività/ area di analisi. 

L’intensità complessiva della banda elettroforetica era direttamente proporzionale all’attività telomerasica. 

 

1.5.2.3. Effetti di composti Pt(II) sulla vitalità di cellule MCF-7 dopo trattamento continuo di 24 h 

 

Venivano calcolati i valori di IC50 dopo 24h di trattamento con i composti alla concentrazione 0.1 µM, 

seguite da 48 h di recovery in terreno completo fresco (Tabella 1.5.2.3.).  

 

 

Contr      10 -7      10-9     10-11  M 

n=3. I dati sono espressi come media +  SD. 

(Molarità)     % inibizione  
Ptquin8         Telomerasi 

 
    10-11   (9+4)% 
     10-9    (21+3)% 
     10-7    (35+3)% 
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Complessi- Pt(II) IC50 µµµµM 

Cisplatino 28 ± 3.1 

Carboplatino 250 ± 10 

Oxaliplatino 5.7 ± 0.8 

Ptquin8 3250 ± 30 

Cis-PtPy 45 ± 5.2 

Trans-PtPy 8 ± 0.63 

 

Tabella 1.5.2.3.  Risultati di IC50 calcolati per diversi i composti analizzati. 

 

1.5.2.4. Effetti di Ptquin8, Trans  e cis -PtPy sulla telomerasi di cellule MCF-7 dopo tratta mento 

continuo di 24 h 

 

Ptquin8 : i risultati ottenuti indicavano un’inibizione massima di ~46% nell’intervallo di 

concentrazione 10-7-10-4 M, progressivamente decrescente a concentrazioni più basse: (21±6)% per 10-8 M e 

(12±7)% per 10-9 M (Figura 1.5.2.4.). 

 

Figura 1.5.2.4.   Tipico esperimento di TRAP ASSAY risolto su PAGE. 
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  Trans -PtPy: l’effetto di inibizione telomerasica era di ~21% fino a raggiungere il valore di ~47% 

rispettivamente con il trattamento alla concentrazione 10-9M e 10-7M, evidenziando una buona dose-

dipendenza dell’effetto di tale composto. 

  

1.5.2.5. Effetti di Ptquin8 sulla vitalità di cellule MCF-7 dopo trattamento co ntinuo di 10 gg 

 

  L’intervallo di somministrazione del composto era di 24 h, alle concentrazioni comprese tra 10-9 e 10-

4 M. Erano rilevabili effetti citotossici significativi solo a concentrazioni maggiori di 10-5 M. In seguito a tale 

osservazione si è deciso di utilizzare le concentrazioni 10-9 e 10-7 M per ottenere significativi effetti 

specificamente dovuti all’inibizione della telomerasi e non a citotossicità aspecifica. 

 

1.5.2.6. Effetti di Ptquin8  sulla telomerasi di cellule dopo trattamento conti nuo a lungo termine, 30gg  

 

Cellule MCF-7:  l’attività telomerasica di tali cellule veniva ridotta del (25± 3)% dopo 4 h e del 

(30±4)% nelle prime 24 h in seguito a trattamento alla concentrazione 10-7M e per il restante periodo 

l’inibizione di tale enzima si attestava su un valore stabile di (20±4)%. Il trattamento con la concentrazione 

10-9 M comportava una lenta ma costante inibizione telomerasica (circa del 15%)(Figura 1.5.2.6.a.).  

 

Figura 1.5.2.6.a.  Inibizione telomerasica dopo 30 gg di trattamento con i diversi composti 
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Cellule NIH3T3:  sono state seminate ad alta densità (106 cellule/piastra) e lasciate crescere a 

confluenza per 48 h. Dal momento (T0) di piena confluenza, venivano lasciate in piastra per 14 giorni senza 

sostituire il terreno. Ad intervalli regolari (ogni 2 giorni) venivano lisate e l’attività residua telomerasica veniva 

misurata con il TRAP assay. I valori venivano calcolati considerando T0 come livello di riferimento (100% di 

attività telomerasica). Si osservava che l’attività dell’enzima diminuiva in modo significativo nel tempo, fino a 

dimezzarsi dopo la prima settimana di quiescenza (8° giorno) e raggiungendo valori di ~40% dopo 14 gio rni, 

probabilmente a causa di meccanismi di autoregolazione intrinseci della cellula, che vengono ad essere 

attivati dall’inibizione da contatto tipica di queste cellule, come dimostrato anche da altri autori (Holt et al., 

1996). Questi meccanismi endogeni di modulazione dell’attività telomerasica sono alla base del corretto 

funzionamento delle cellule coinvolte nei processi di riparazione di danni tissutali, come nel caso dei 

fibroblasti, o della rigenerazione cellulare, come nel caso delle cellule germinali o ematopoietiche. 

L’esposizione continua a Ptquin8 inibiva l’attività telomerasica: infatti, in seguito a trattamento con 10-7 M 

all’8°giorno l’attività telomerasica residua era ~2 0% fino ad attestarsi su valori di ~10% al 14° gior no; 

l’inibizione attuata dal composto alla concentrazione 10-9 M era di minore entità, circa del 40% dall’8°giorno  

fino al 14°. La risemina delle cellule confluenti a ll’8° giorno a bassa densità, facendo perdere alle cellule 

l’inibizione da contatto, comportava un incremento rapido dell’attività telomerasica entro 24-48 h fino al 

raggiungimento del suo valore massimo al 14° giorno . Il trattamento delle cellule riseminate con Ptquin8 

velocemente inibiva tale effetto di ripristino dell’attività telomerasica (Figura 1.5.6.5.b. e c.).  

 

 

 

 

Figura 1.5.2.6.b.  PAGE risultante da test Trap assay condotti per  evidenziare la down-regolazione dell’attività telomerasica di cellule 

NIH3T3 al raggiungimento della confluenza. 

 

                Giorni di confluenza   

 
 

   0          1         2      4         8       10     14      18     
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Figura 1.5.2.6.c.  Trattamento con Ptquin-8 (10-7 e 10-9M) di cellule NIH3T3: inibizione del ripristino dell’attività telomerasica dopo 

risemina. 

 

1.5.2.7. Effetti di Ptquin8  (10-9 e 10-7 M ) sulla capacità proliferativa e risposta apoptot ica di cellule 

dopo trattamento di 30gg  

 

Cellule MCF-7 : Ptquin8 era in grado di ridurre la capacità proliferativa, sebbene il controllo visivo ed 

il test con blu tripano non rivelassero un numero consistente di cellule morte. Il trattamento con la 

concentrazione 10-7 M comportava una diminuzione del (10+7)% al 14° giorno, circa del 20% al 21° e del 

(40+8)% al 28° giorno, mentre con la concentrazione 10 -9 M si osservava un valore stabile di circa 10% dal 

21° al 28°giorno. Nuclei apoptotici erano evidenzia bili dal 18° giorno. Questo fenomeno era seguito da  una 

progressiva morte cellulare dal 21° giorno, in acco rdo con i dati ottenuti dal test di vitalità. Al 30° giorno non 

vi erano più cellule vitali (Figura 1.5.2.7.a e b). 
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Figura 1.5.2.7.a  .Effetti di Ptquin8 (10-9 e 10-7 M ) sulla capacità proliferativa di cellule MCF-7 dopo trattamento di 30gg.   

 

Cellule NHI3T3: in seguito a trattamento con Ptquin8 (10-7 M )non si osservava alcun effetto sulla 

capacità proliferativa e sul livello di confluenza dei monostrati cellulari e non erano evidenziabili nuclei 

apoptotici fino ad oltre 30 giorni di continua esposizione. 

 

Figura 1.5.2.7.b.  Test di apoptosi su cellule MCF-7 trattate con Ptquin-8 (10-7 M)  per 30 giorni. Immagini al microscopio della coltura 

cellulare trattata ai diversi tempi. Condizioni sperimentali: le cellule venivano trattate ogni 36 h con terreno fresco condizionato con il 

composto. Test di doppia colorazione: Hoechst 33342  (cellule vitali) e ioduro di propidio (cellule morte). A partire dal 18° giorno erano 

evidenziabili nuclei apoptotici. Questo fenomeno era seguito da una progressiva morte cellulare dal 21° giorno, in accordo con i dati 

ottenuti dal test di vitalità. Al 30° giorno non vi  erano più cellule vitali. 
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1.5.2.8. Effetti di Ptquin8  (10-7 M) sulla lunghezza telomerica di cellule MCF-7 

 

  È stata evidenziata una progressiva diminuzione (~2.000 bp) della lunghezza telomerica rispetto al 

valore di controllo di circa 8.000 bp, a partire dal 14° giorno (Figura 1.5.2.8.).  

 

Figura1.5.2.8.  Risultato di un esperimento di Southern blot per la determinazione della lunghezza telomerica. Le bande erano marcate 

con sonde radioattive (32P) telomero-specifiche (TTAGGG)4. Si procedeva quindi all’analisi autoradiografica e densitometria. Un 

trattamento a lungo termine con Ptquin8 induce una progressiva riduzione della lunghezza telomerica, evidenziabile dal 14° giorno. La 

banda corrispondente a zero (0) rappresenta il controllo non trattato. HindIII è stato utilizzato come bp ladder standard. 

 

1.5.2.9. Effetti di Ptquin8  sull’espressione genica dei componenti della telom erasi (RT-PCR) 

 

   Ptquin8 (10-7 M), dopo 4, 20, 30 e 48 h di trattamento continuo non causava differenze 

nell’espressione di mRNA dei componenti della telomerasi, denominate hTERT, hTERC e TEP1, rispetto al 

controllo non trattato. I dati venivano normalizzati con l’espressione dell’housekeeper β-actina. 
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5.2.10. Determinazione dell’uptake dei composti del  platino con ICP-MS 

 

  I dati ottenuti in seguito a trattamento continuo per 24 h di cellule MCF-7 alla concentrazione 0.1 µM 

di una serie di complessi Pt(II) sono riassunti in Tabella 1.5.2.10. e Figura 1.5.2.10. ed espressi come media 

+ SD di 3 esperimenti indipendenti ciascuno condotto in triplicato. 

complesso-Pt(II) 
Uptake di Pt 

ng Pt/mg proteina 

Concentrazione 

intracellulare ( µM) 
Grado di accumulo  

Cisplatino 0,197 ± 0,048 0,504 5,04 

Carboplatino 0,063 ± 0,017 0,162 1,62 

Oxaliplatino 0,233 ± 0,055 0,597 5,97 

Ptquin8 0,193 ± 0,053 0,495 4,95 

Cis-PtPy 0,734 ± 0,159 1,882 18,82 

Trans-PtPy 2,121 ± 0,426 5,438 54,38 

 

Tabella 1.5.2.10.  Dati di uptake ottenuti in seguito a trattamento continuo per 24h di cellule MCF-7 alla concentrazione 0.1 µM di una 

serie di complessi Pt(II). 

 

In letteratura spesso l’uptake e l’accumulo di Pt sono considerati come sinonimi. Noi abbiamo 

considerato l’uptake di Pt come il contenuto totale di Pt riferito ad 1 mg di proteina (equivalente ad 1 milione 

di cellule circa), al contrario il grado di accumulo rappresenta il rapporto tra la concentrazione intracellulare e 

quella nel mezzo extracellulare del complesso, stimato considerando il volume di una singola cellula circa 2 

pL (similmente altri autori hanno considerato il volume cellulare circa 3 µL/mg proteina). Dopo 24h di 

incubazione con i composti cisplatino, carboplatino ed oxaliplatino, era evidente un incremento lineare 

dell’uptake di Pt in funzione della concentrazione (0.1-10 µM). In esperimenti condotti con lunghi tempi di 

trattamento (1-48 h) era evidente che ogni composto esibiva una propria specifica curva di uptake, di cui 

caratteristica comune era la tendenza all’incremento, il raggiungimento di un equilibrio ed un inizio di 

diminuzione generalmente dopo 24h. 

In particolare gli isomeri PtPy erano velocemente accumulati e quindi parzialmente eliminati dalle cellule. 

  L’uptake del cisplatino risultava rapido all’inizio del trattamento (0.1 µM, 48 h) quindi lentamente 

aumentava fino ad un plateau probabilmente raggiunto in seguito al danno dovuto ad un eccesso di 
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platinazione, che causa il blocco di proteine di membrana. Questi ultimi dati erano in accordo con la 

bibliografia (Reile et al., 1992).  

 

 

Figura 1.5.2.10.  Curve di uptake di Pt da parte di cellule MCF-7 in seguito a trattamento con i diversi composti a concentrazione di 0.1 

µM. 

  

1.5.2.11. Determinazione del coefficiente di partiz ione ottanolo/H 2O (P0/w) 

 

  Si è evidenziata una correlazione tra il coefficiente di partizione ottanolo/H2O, misura della lipofilicità 

del composto, e l’uptake del Pt. Tutti i composti testati con leganti cloro e dicarbossilici erano poco lipofilici 

(Log P0/w negativo), infatti i valori di (–log PO/w) ottenuti erano: cisplatino ~2.5; carboplatino ~ 2.0; 

oxaliplatino ~ 1.8; Ptquin8 ~ 2.3 mentre il composto trans-PtPy esibiva la massima lipofilicità (–log PO/w ~ 

0.4) e quindi il massimo valore di uptake (2,121 ± 0,426 ngPt/mg prot.). Anche il composto cis –PtPy 

risultava lipofilico (–log PO/w ~ 0.6), in accordo con i suoi alti valori di uptake (0,734 ± 0,159 ngPt/mg prot.). 

Ptquin8 presentava una lipofilicità simile al cisplatino, così come simili erano i loro valori di uptake (0,197 ± 

0,048 e 0,193 ± 0,053 ngPt/mg prot., rispettivamente per il cisplatino e Ptquin8) (Figura 1.5.2.11). 
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Figura 1.5.2.11.  Liposolubilità di composti del platino. Contenuto di Pt come funzione dei valori di Log Po/w. Cisplatino (�), 

carboplatino (�), oxaliplatino (�), Ptquin8 (�), cis-PtPy (�), trans-PtPy (�) uptake ( ng platino / mg proteina). 

 

1.5.3. Complessi dell’Osmio  

     

Tra tutti i composti testati solo il complesso HOs3(CO)9(3-amminochinolina) [P(C6H4SO3H)3] ha rivelato 

interessanti caratteristiche mentre tutti gli altri si sono dimostrati citotossici in vitro su cellule MCF-7 a 

concentrazioni comprese tra 10-5-10-9 M e con attività antitelomerasica aspecifica e non significativa (perché 

presentavano una significativa inibizione aspecifica nel test biochimico tipo 2). Sono quindi di seguito riportati 

solo i risultati ottenuti con il complesso HOs3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C6H4SO3H)3]. 

 

1.5.3.1. Effetto di HOs 3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C 6H4SO3H)3] sull’enzima telomerasi estratto  

 

Tale composto era in grado di inibire l’attività telomerasica del (56+3)% al (34+7)% rispetto al 

controllo non trattato, nell’intervallo di concentrazione 10-4 -10-7M, con evidente stretta dose-dipendenza 

dell’effetto (Figura 1.5.3.1.). 
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      Fig.1 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5.3.1 . Effetto di HOs3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C6H4SO3H)3] sull’enzima telomerasi estratto (test biochimico tipo 1). 

 

1.5.3.2. Effetto di HOs 3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C 6H4SO3H)3] sulla Taq polimerasi  

 

Al fine di evidenziare possibili interazioni aspecifiche del composto con il sistema di amplificazione 

dei prodotti di reazione della telomerasi, si è ricorsi ad un test biochimico (di tipo 2). Si determinava l’ attività 

della Taq polimerasi in seguito all’ aggiunta del composto (da 10-4 a 10-7M) effettuata immediatamente prima 

dell’inizio della fase di amplificazione del protocollo TRAP, ossia al termine dell’allungamento, avvenuta in 

condizioni ottimali da parte della telomerasi del telomero sintetico TS. I dati ottenuti non hanno dimostrato 

un’interferenza significativa sul sistema di amplificazione indicando un’azione inibitoria specifica e selettiva 

del composto sulla telomerasi (Figura 1.5.3.2.).  

 

 

     

 

 

 

 

       

 

 

Figura 1.5.3.2.  Effetto di HOs3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C6H4SO3H)3] sulla Taq polimerasi.  
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1.5.3.3. Effetti di HOs 3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C 6H4SO3H)3] sulla telomerasi di cellule MCF-7 dopo 

trattamento di 24 h. L’inibizione ottimale si otteneva dopo 24 h di trattamento (risultati molto simili si 

ottenevano infatti a 48h). I risultati ottenuti indicavano un’attività antitelomerasica compresa tra il (62+3)% ed 

il (25+3)% rispetto al controllo non trattato, nell’intervallo di concentrazioni 10-5-10-8 M, dose- dipendente. Tali 

dati erano in accordo con quelli ottenuti nel test biochimico 1 (Figura 1.5.3.3.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5.3.3.  Effetti di HOs3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C6H4SO3H)3] sulla telomerasi di cellule MCF-7 dopo trattamento di 24 h .

        

1.5.3.4. Effetti di HOs 3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C 6H4SO3H)3] sulla vitalità di cellule MCF-7 dopo 

trattamento di 24 h. Non è stato evidenziato alcun significativo effetto citotossico alle diverse concentrazioni 

utilizzate (intervallo 10-5-10-9 M) (Figura 1.5.3.4.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5.3.4.  Effetti di HOs3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C6H4SO3H)3] sulla vitalità di cellule MCF-7 dopo trattamento di 24 h. Le 

cellule dopo il trattamento venivano lavate e rimesse in coltura con terreno fresco  per altre 72 h. 
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DISCUSSIONE DEI RISULTATI 1 

 

1.6.1. Complessi a base di Sali di Ferrocinio    

 

 Il ferrocene ed i suoi derivati e corrispondenti Sali di Ferrocinio sono stati proposti da diversi autori 

come composti con attività antiproliferativa. I derivati del ferrocene , bis (η5 ciclopentadienile) ferro (II), in 

vitro ed in vivo non mostrano alcuna attività antitumorale, a differenza dei loro corrispondenti sali di 

ferrocinio  (FeIII-η5[C5H5]2
+) X- Fe, (Köpf-Maier et al., 1984; Houlton et al., 1991; Motohashi et al.,1990; Köpf-

Maier et al, 1987; Wenzel et al., 1988). Il decametil-ferrocinio ha una buona azione citotossica a 

concentrazione 5 volte inferiore rispetto a quella del ferrocinio. 

 Il decametil-ferrocinio presenta un’attività citotossica modulabile variando il tempo di trattamento, e 

dose-dipendente. Il ferrocinio, invece, non presenta questo tipo di continuità nella risposta sperimentale e 

permette di avere solo inibizioni pressoché nulle oppure molto elevate. 

La concentrazione necessaria per ottenere un’azione citotossica significativa del ferrocinio è troppo elevata 

per ipotizzare una futura applicazione in clinica di tale composto. Il decametil-ferrocinio, pur avendo un 

valore di IC50 abbastanza elevato, è comunque il più attivo dei Sali di Ferrocinio testati, e l’unico che 

potrebbe avere una qualche applicazione clinica. Tutti i composti testati mostrano un’azione antiproliferativa 

dovuta al processo di degradazione che porta alla formazione di specie citotossiche. La citotossicità sembra 

quindi strettamente correlata alla loro stabilità chimica. Infatti, per i composti stabili, come il DEMFc+, si può 

ipotizzare che nel citosol possa avvenire una produzione lenta e costante di specie radicaliche [radicali 

idrossilici e superossidi, come dimostrato da misure ESR (Tabbì et al., 2001) con la tecnica dello spin-

trapping]. Esse quindi, sarebbero responsabili della citotossicità osservata e la loro produzione dipendente 

dallo stato di ossidazione +3 dell’atomo di ferro centrale. Il DMFc+, che mostra una trasformazione radicalica 

più lenta, potrebbe raggiungere concentrazioni significative all’interno delle cellule e quindi consentire una 

produzione costante e continua, per tempi sufficientemente lunghi, di specie radicaliche. Questo 

meccanismo spiegherebbe la forte dipendenza dell'effetto citotossico del decametil-ferrocinio dal tempo di 

trattamento delle cellule. Quindi l'effetto citotossico "finale" dipende dal tempo di esposizione delle cellule 

alla produzione di tali specie. 

 I ferroceni più instabili, invece, potrebbero subire la trasformazione radicalica già all’esterno, che si 

traduce in una rapida attività citotossica evidenziata solo a dosi elevate (Minotti et al., 1987 e 1992).  
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Queste specie radicaliche sarebbero responsabili di danni al DNA, così come è stato direttamente 

dimostrato mediante analisi al FACS per il composto DEMFc+. È stata quindi dimostrata una diretta 

correlazione tra l’attività antiproliferativa di questo composto ed i danni provocati al DNA.  

 

1.6.2. Complessi del Platino     

 

Il composto Ptquin8 ha presentato interessanti caratteristiche farmacologiche quali la buona attività 

antitelomerasica presente a dosi molto basse (10-9 e 10-7 M), la scarsa tossicità cellulare e la buona solubilità 

in solvente acquoso e stabilità in condizioni fisiologiche. L’osservazione che Ptquin8 induce un rapido 

decremento dell’attività telomerasica suggerisce una interazione diretta con il pool esistente dell’enzima 

piuttosto che con la sintesi dei costituenti della telomerasi, come dimostrato con il test di RT-PCR. Inoltre 

nelle cellule NHI3T3, in cui la neosintesi dell’enzima è down-regolata con il raggiungimento della confluenza, 

il composto induce una rapida riduzione dell’attività telomerasica, supportando così l’ipotesi di una 

interazione diretta con l’enzima. 

Nonostante non si raggiunga un’inibizione totale dell’attività telomerasica con il composto Ptquin8 a 

nessuna delle concentrazioni testate, si ottiene una destabilizzazione dell’omeostasi telomerica, causando 

un progressivo accorciamento telomerico e la comparsa di apoptosi. Questi fenomeni osservati correlano 

con i dati ottenuti dallo studio della capacità proliferativa che risulta progressivamente ridotta ma così non la 

loro vitalità. Ptquin8 infatti causa apoptosi solo in seguito a trattamenti a lungo termine. Gli effetti non 

significativi dei trattamenti sulla risposta apoptotica e capacità proliferativa osservati per la linea NHI3T3 

possono essere spiegati considerando la sua origine murina, quindi caratterizzata dal possedere telomeri 

molto più lunghi (Lejnine et al., 1995) delle cellule umane come appunto le MCF-7.  

Non è stata rivelata una significativa correlazione tra i valori di IC50 e sia l’uptake che l’accumulo di 

Pt, come già dimostrato per il cisplatino (Mishima et al., 2002). I ligandi piridinici di cis- e trans-PtPy 

potrebbero rendere tali isomeri lipofilici favorendo la diffusione passiva attraverso la membrana, giustificando 

così i valori alti di accumulo ed uptake ottenuti per essi rispetto agli altri composti considerati. L’alto valore di 

accumulo ed uptake ottenuto con il trans-PtPy rispetto agli isomeri cis potrebbe essere conseguenza della 

più bassa polarità intrinseca della geometria trans rispetto alla cis e comunque è in accordo con i dati della 

bibliografia su altri tipi cellulari e altri composti. Nel caso di Ptquin8 la lipofilicità dei leganti piridina e 
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isochinolina risulta controbilanciata dal gruppo solfonico ionizzabile, così che il grado di accumulo ed uptake 

risulta minore dei composti piridinici e comparabile al cisplatino, ma con un IC50 di molto superiore.  

I possibili sviluppi dello studio di questo tipo di composti consistono nei seguenti aspetti: 

� determinare l’effetto antitelomerasico e l’eventuale citotossicità di nuovi composti derivati dalla 

sostituzione nei carrier groups dei composti [trans-dicloro-dipiridina-Pt(II)] ed il corrispondente isomero cis 

con gruppi solfonici atti a ottimizzarne la solubilità in ambiente fisiologico. Si eviterebbe così l’uso del 

cosolvente DMSO, che potrebbe causare un effetto aspecifico sia di citotossicità che di inibizione della 

telomerasi 

� disegno e sintesi di derivati ormonali a base di platino, in grado di direzionare l'effetto citotossico del 

metallo selettivamente nelle cellule neoplastiche ormone-dipendenti.  

Recentemente è stato elegantemente dimostrato che l'attività della telomerasi viene modulata 

positivamente attraverso l'espressione diretta di hTERT indotta da estrogeni. Infatti, sulla sequenza 5'-

prossimale del promoter è stato identificato un "estrogen responsive element" (ERE) che è in grado di 

legare il recettore per estrogeni di tipo α (ERα) (Misiti et al., 2000). La stimolazione dei recettori con 17β-

estradiolo in cellule che presentavano il recettore è in grado di indurre una notevole attività trascrizionale 

di hTERT entro le 3 ore. Questa osservazione permette di formulare una strategia chemioterapica che 

utilizzi complessi metallorganici con cui funzionalizzare ormoni, ed in questo caso particolare, il 17β-

estradiolo, con un braccio amminico in grado di coordinare un frammento di dicloroPt (II), così che la 

reattività alchilante del platino verrebbe concentrata in corrispondenza degli estrogen responsive 

elements (ERE), sul DNA (presenti anche a livello del promoter per hTERT). In questo modo si cercherà 

di regolare negativamente l'attività della telomerasi in cellule tumorali che presentino ancora il recettore 

per l'estrogeno. 

� Le proprietà citotossiche o citostatiche dei derivati sono state valutate su linee cellulari ER+ quali quelle 

di adenocarcinoma mammario (MCF-7) e comparate con linee omologhe ER- (vedi Articolo allegato a 

questa tesi a pag.123: Gabano E, Cassino C, Bonetti S, Prandi C, Colangelo D, Ghiglia A, Osella D. 

Synthesis and characterisation of estrogenic carriers for cytotoxic Pt(II) fragments: biological activity of 

the resulting complexes. Org Biomol Chem. 2005 Nov  7;3(19):3531-9. Epub 2005 Aug  22.) 

� utilizzo di nucleotidi funzionalizzati con un frammento a base di platino reattivo, in grado di essere 

riconosciuti come substrati dell'enzima telomerasi ed interagire attivamente con la porzione catalitica 

dell'enzima stesso 
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� molecole costituite da opportuni complessi cationici  di platino in grado di interagire con i quartetti 

guaninici dei telomeri e/o di inibire l'enzima telomerasi in modo diretto. 

 Studi in vivo su animali potranno in futuro dimostrare l’importanza dell’attività degli inibitori della 

telomearsi ed il loro ruolo nel disegno di una terapia antitumorale.  

 

1.6.3. Complessi dell’Osmio      

 

Il composto HOs3(CO)9(3-amminochinolina)[P(C6H4SO3H)3] ha dimostrato di possedere interessanti 

caratteristiche farmacologiche così riassumibili: 

� la buona attività antitelomerasica evidenziabile a dosi molto basse (10-6-10-7 M); 

� la scarsa tossicità cellulare; 

� la buona solubilità in solvente acquoso. 

I risultati sopra riportati suggeriscono quindi la possibilità di un’azione specifica di tale composto nell’inibire la 

telomerasi.  

Per questo composto si propone un’ interazione con la sua subunità catalitica hTERT (inibizione per 

ingombro sterico di tale sito attivo), che necessita di ulteriori studi più approfonditi, sia biologici che chimici. 

L’identificazione dei meccanismi influenzati da trattamenti di cellule tumorali a lungo termine (es.10 gg.) con 

questo composto potrebbero chiarirne la relazione tra struttura ed effetto consentendo di migliorare la 

potenza e selettività di questa classe di complessi di osmio. 
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CONCLUSIONI 1 

 

 La chemioterapia attuale si avvale di composti di natura organometallica che agiscono con diversi 

meccanismi di azione. Recentemente molti studi farmacologici sono rivolti alla realizzazione di composti con 

attività più specfica e selettiva verso bersagli tumorali, tra cui appunto la telomerasi. Nell’ambito di questo 

Dottorato di ricerca il mio studio sperimentale ha riguardato l’analisi dell’attività di nuovi complessi 

organometallici originali. Il disegno e sintesi di tali complessi sono stati realizzati con l’intento di esaltarne o 

conferirne una possibile attività specifica antitelomerasica, quindi alla luce delle conoscenze riguardanti il 

meccanismo d’azione dell’enzima e la sua struttura. 

Tra i composti organometallici analizzati i Sali di Ferrocinio, scelti in quanto caratterizzati da attività 

antitumorale dimostrata in vitro, non presentavano un’attività antitelomerasica specifica, evidenziando una 

citotossicità aspecifca correlata con un meccanismo di tipo radicalico responsabile di danni al DNA. 

I composti a base di Platino ed Osmio invece hanno evidenziato un’attività antitelomerasica in un range di 

concentrazioni 10-7-10-9 M, sia nei test di tipo biochimico su enzima isolato che in esperimenti in vitro (attività 

complessiva residua dell’enzima estratto da cellule trattate). 

Tra queste due classi di composti basati su metalli differenti, il Platino e l’ Osmio,  i pù promettenti sembrano 

essere i primi, di cui sono noti molti aspetti del meccanismo d’azione, identificabile in un’attività di tipo 

alchilante delle basi nucleotidiche, specificamente delle regioni ricche di guanina come le telomeriche del 

DNA e la componente ad RNA della telomerasi. 

L’ inibizione antitelomerasica può essere di due tipi, diretta od indiretta e l’apporto di ciascuno di essi 

all’effetto finale non è sempre chiaramente quantificabile. 

Un’inibizione di tipo diretta, consistente nell’ interazione con il sito catalitico della telomerasi e la 

sequenza dei telomeri, è dimostrabile per i complessi a base di Platino, mentre probabilmente i composti di 

Osmio risultano attivi per ingombro sterico impedendo il riconoscimento telomero-telomerasi. 

 L’inibizione di tipo indiretta, identificabile per esempio in un effetto negativo a livello trascrizionale 

delle componenti dell’enzima stesso, non è stata riscontrata per questo tipo di composti. 

Questi dati, presi nel loro complesso, dimostrano come la possibilità di costruire molecole in grado di 

interagire con la telomerasi possa rappresentare un interessante sviluppo chemioterapico. 

Questa tesi ha permesso di dimostrare che i complessi organometallici per essere attivi contro target 

specifici devono necessariamente possedere alune caratteristiche: anzitutto la reattività del metallo sul quale 
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è disegnata la molecola deve essere tale da consentire una interazione che avvenga con una cinetica e una 

selettività di legame che solo il Platino sembra possedere. L’estesa letteratura ha dimostrato infatti per tutti i 

composti a base di Platino una selettività di legame non solo diretta contro le basi nuclotidiche ma 

soprattutto per la guanina. 

Dati sperimentali da noi prodotti hanno del resto cercato di migliorare la selettività del platino stesso, 

cercando di veicolarlo con ormoni direttamente su porzioni specifiche del menoma (vedi Articolo allegato a 

questa tesi a pag. 123: Gabano E, Cassino C, Bonetti S, Prandi C, Colangelo D, Ghiglia A, Osella D. 

Synthesis and characterisation of estrogenic carriers for cytotoxic Pt(II) fragments: biological activity of the 

resulting complexes. Org Biomol Chem. 2005 Nov  7;3(19):3531-9. Epub 2005 Aug  22.) 

Questi esperimenti dimostrano che è possibile aumentare notevolmente il grado di selettività per un target 

cellulare, anche se hanno mostrato il limite della veicolazione di un frammento citotossico mediante un 

ormone. Il numero dei recettori ormonali, infatti, non giustificherebbe in alcun modo un grado sufficiente di 

citotossicità e rappresenta quindi solo un modello sperimentale. 

Altri metalli, come ad esempio il ferro, hanno una reattività che prescinde dal bersaglio con il quale 

interagiscono e che è mediata esclusivamente da meccanismo ossidoreduttasico. All’opposto, un metallo 

come l’osmio non ha una capacità di indurre interazioni di tipo irreversibile in condizioni fisiologiche 

opportune e quindi non rappresenta un modello ottimale sul quale sviluppare farmaci dotati di attività 

citotossica.  

La telomerasi rimane sicuramente un interessante target sul quale continuare a sperimentare molecole che 

ne inibiscano la funzione perché garantirebbe una specificità di intervento terapeutico ed una riduzione del 

potenziale citotossico aspecifico della chemioterapia. 
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INTRODUZIONE 2 

2.1. Telomerasi ed approccio terapeutico alle neopl asie polmonari 

 

2.1.1. Le neoplasie polmonari 

   Il carcinoma polmonare è la tipologia neoplastica più frequente nella popolazione mondiale. Nei 

paesi industrializzati è attualmente la prima causa di morte per cancro. 

 In Europa si registrano mediamente circa 350.000 nuovi casi all’anno ed il tasso di mortalità annuale medio 

supera il 90% (Tyczynski J.E. et al, 2003). La situazione italiana registra un andamento coerente con gli altri 

paesi del nord Europa, con circa 35.000 nuovi casi all’anno, un tasso di mortalità molto elevato ed una 

distribuzione che dimostra un prevalenza nel maschio di circa 5 volte. 

   All’interno del territorio italiano, vi sono delle differenze significative tra varie le regioni, oltre ad una 

distribuzione differenziata all’interno delle regioni stesse. La situazione piemontese indica una preoccupante 

incidenza soprattutto nelle aree lungo l’asse verbano-novarese-alessandrino che è superiore al 30% rispetto 

alle altre province (Figura 2.1.1.a.). 

 

Figura 2.1.1.a . Epidemiologia delle neoplasie polmonari in Italia. I tassi di mortalità sono elevati nelle zone a Nord del Paese 

(Lombardia, Emilia, Veneto e Friuli) quindi nelle regioni più industrializzate e valori più bassi si registrano al Sud. Specificamente in 

Piemonte, i tassi di mortalità risultano superiori a Nord nelle zone del novarese,vercellese, biellese.(M. Nosenzo, G. Tassi “Percorsi 

Diagnostico-Terapeutici in Pneumologia”-EdiAipo 2000). 

  Regioni Italiane.  
Tassi Standardizzati 

di Mortalità.  
70,0-82,9 
64,2-70,0 
56,5-64,2 
45,7-56,4 
4,5-45,7 

61,35-75,61 
84,94-98,64 
107,35-115,23 

75,68-82,93 
99,88-107,03 
116,25-145,86 

 
 
 
 

  Tassi annui di Incidenza standardizzati 
                       per età, sesso e ASL di resi denza. 

 

Dati epidemiologici del 
Registro  
Tumori Piemonte   
(Zanetti 2002 ): 
 
Incidenza : ~ 3120 nuovi 
casi all’anno (di cui il 17% è 
costituito da donne). 
 
Mortalità : numero 
medio di decessi  
annuali pari 
a ~ 2700. 
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Nonostante gli sforzi per migliorare la sopravvivenza in pazienti con neoplasie polmonari, la 

sopravvivenza media negli ultimi 30 anni non è variata in modo significativo e rimane di circa il 15% a 5 anni 

dalla diagnosi. Il carcinoma polmonare ha massima incidenza tra la quinta e la settima decade di vita. Alla 

diagnosi, l’età media dei pazienti è di 60 anni; oltre un terzo dei nuovi casi è diagnosticato in soggetti di età 

superiore ai 70 anni.  

   L’eziopatogenesi delle neoplasie polmonari è molto complessa e, pur non essendo ancora stati 

riconosciuti dei meccanismi specifici, sono stati individuati alcuni fattori predisponenti probabilmente implicati 

nella cancerogenesi (Figura 2.1.1.b.). Tra questi i più significativi sembrano essere il tabagismo, sia attivo 

che passivo, una componente genetica e l’esposizione a noti cancerogeni ambientali. Grande rilevanza è 

stata data al fumo di sigaretta, dato che circa il 90% dei tumori polmonari è correlata al tabagismo. 

Attualmente si stima che il 20% della popolazione degli attuali fumatori svilupperà neoplasia polmonare. 

In linea generale, coloro che hanno fumato per molti anni, hanno un rischio di sviluppare una neoplasia 

polmonare, che è circa 20-30 volte maggiore rispetto a chi non ha mai fumato ed anche l’esposizione al 

fumo passivo che contiene un’alta concentrazione di composti cancerogeni, come ad esempio idrocarburi 

aromatici policiclici, nitrosamine e amine aromatiche, aumenta notevolmente il rischio. 

Un dato interessante è che il fumo di sigaretta aumenta in generale la probabilità di sviluppo di tutti i tipi 

istologici di neoplasia polmonare ma in particolare la sua azione è legata alla comparsa di tumori a cellule 

squamose e di tumori a piccole cellule (Papi et al., 2004), mentre anche il fumo passivo sembrerebbe 

aumentare il rischio soprattutto per il carcinoma squamocellulare (Rachtan et al., 2002). 

Sebbene si cerchi di associare determinate lesioni polmonari con familiarità o mutazioni genetiche, la 

questione rimane ancora controversa (Matakidou et al., 2005, Wood et al., 2000). 

L’esposizione prolungata all’asbesto, a metalli come il nickel, l’arsenico, il cadmio, il cromo, il radon, a 

minerali radioattivi (uranio, radio, torio, plutonio), è sicuramente associata all’alta probabilità di sviluppare 

una neoplasia polmonare. Questi fattori seppur rilevanti, specie se associati al fumo di sigaretta (Kiyohara et 

al., 2004), hanno rispetto a quest’ultimo, un’incidenza epidemiologica decisamente meno significativa. 
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Figura 2.1.1.b. . Fattori di rischio per neoplasie polmonari. L’eziopatogenesi è multifattoriale. Molti sono gli studi sui fattori di rischio per 

neoplasie polmonari da cui è emerso il ruolo indiscusso del fumo. In generale, il contributo dei fattori ambientali allo sviluppo di 

neoplasie polmonari è ridotto.(M. Nosenzo, G. Tassi  “Percorsi Diagnostico- Terapeutici in Pneumologia”-EdiAipo 2000). 

 

L’evoluzione delle patologie polmonari è strettamente correlata sia con lo stadio di sviluppo della 

neoplasia stessa che con la tipologia tissutale. 

La precocità della diagnosi, infatti, condiziona pesantemente le aspettative di vita del paziente, in quanto 

molte volte la sintomatologia è presente soprattutto nello stadio avanzato.  

Per questo motivo è molto importante il ruolo della prevenzione. Al di là delle raccomandazioni generiche per 

ridurre i rischi connessi all’esposizione cronica al fumo di sigaretta e ai contaminanti ambientali, molto può 

essere fatto per migliorare le capacità diagnostiche e prognostiche. Sebbene in altre patologie siano stati 

proposti screening al fine di aumentare la precocità della diagnosi nella popolazione asintomatica, come ad 

esempio nel caso delle patologie mammarie, ginecologiche e prostatiche, per quanto riguarda le neoplasie 

polmonari vi sono indicazioni contrastanti. L’interesse dell’ambiente scientifico in questo campo è molto alto 

visto il grande impatto della malattia nel mondo (American Cancer Society, 2002; Eijkemans et al, 2005). Il 

trattamento più efficace di una neoplasia polmonare rimane la resezione chirurgica ad uno stadio iniziale di 

malattia (Bach et al, 2003). Tuttavia ad oggi, solo sporadicamente e spesso casualmente si ottengono 

diagnosi precoci di tumore polmonare. Un test di screening è fortemente voluto per riuscire a trattare in fase 

  

FATTORE REFERENZA 
RISCHIO 
RELATIVO RIPORTATO 
ALL’ESPOSIZIONE  
PIÙ ALTA 

Fumo  Doll (1994) 10 
Samet (1986) 5.3 

Gustavsson 
(1990) 

Rapporto rischi urbani e rurali  1.2-2.8 

Cancro polmonare nella famiglia  

Precedenti personali di  
tubercolosi  
Assunzione di a lcool  
Radon (10% dei casi)  

Esposizione a scarichi di  
autoveicoli  
Funzioni di Ventilazione  
Anomalie cardiache  
Esposizione all’arsenico  
Assunzione di Vitamine A,C, ed E  
Assunzione di verdure e frutta  

Wang 
(1993) Esposizione all’amianto  

Carotene/deficienza di vitamina 
A 

Ooi (1986) 
Horwitz (1988) 
Wu (1988) 
Brownson (1997) 
Hinds (1982) 
Gao (1987 
Wu (1988) 
Sakurai (1989) 
Pollack (1984) 
Edlin (1984) 
Lees (1987) 
Hayes (1989) 
Jacobsson (1997) 
Lange (1990) 
Tenkanen (1987) 
Shy (1984) 
Tsuda (1995) 
Yong (1997) 
Agudo (1997) 
Oksa (1997) 
Zhu &  
Dement (1994) 
Raffin (1993) 

Ziegler (1986) 

2.4 
2.8 
3.9 
2.7 
10.0 
6.4 
1.7 
8.2 
2.19 
4.3 
2.4 
1.5 
2.0 
2.4 
2-4 
2.4 
15.69 
0.32 
0.45 
10.0 
5.32 
2.3 
3.31 

2.2 

Il rischio di sviluppo di 
Ca. polmonare tra i 

fumatori è  
~ 20 volte > che tra i  

1-2% del totale dei casi  
è dovuto ad esposizione ad  
inquinamento atmosferico   
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preclinica la malattia e modificarne la storia naturale, finora estremamente infausta. Si stima che la 

sopravvivenza a 5 anni sia superiore all’80 % quando la neoplasia polmonare viene asportata 

chirurgicamente prima che raggiunga un diametro di 20 mm (Patz et al, 2000)  

Gli studi condotti sino ad oggi prevedono l’applicazione delle tre principali tecniche di screening: 

   1. citologia dell’escreato 

   2. esame radiografico del torace tradizionale (RX)  

 3. TC spirale, a bassa emissione 

Solo recentemente, a tale riguardo, da alcuni studi eseguiti su soggetti ad alto rischio è emersa l’efficacia 

dell’applicazione di TC Spirale e PET come screening, ma la soluzione del problema diagnostico rimane 

ancora lontana (Pastorino et al., 2003). 

La ricerca di tecniche d’indagine non invasive e l’ottimizzazione del rapporto costo-beneficio, inoltre sono i 

principali criteri da rispettare nello sviluppo di nuove metodiche diagnostiche.  

Il successo terapeutico dipende dalla precocità della diagnosi e dalla scelta della corretta terapia.  

 

2.1.2. Anatomia Patologica delle Neoplasie Polmonar i 

 
2.1.2.1. Aspetti generali  
 

Dal punto di vista macroscopico, è possibile descrivere alcune forme principali di carcinomi 

broncopolmonari ed in particolare:  

1. Tumori Centrali o dei grandi bronchi. 

2. Tumori periferici (originano dai segmenti distali delle vie aeree ossia da piccoli bronchi, bronchioli e 

alveoli). 

3. Tumori diffusi (talora quadri evolutivi avanzati di tumori primitivamente centrali o periferici). 

Osservazioni epidemiologiche indicano che i tumori centrali rappresentano circa i 2/3 dei casi, con 

solo 1/3 di neoplasie periferiche. La casistica autoptica sta però segnalando un graduale aumento di 

neoplasie periferiche. 

 

2.1.2.2. Istotipi tumorali: aspetti macroscopici e microscopici 

 

La classificazione anatomo-patologica proposta dall’Organizzazione Mondiale della Sanità (WHO, 

World Health Organization) suddivide i tumori del polmone sostanzialmente in:  
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√ Carcinoma Squamocellulare: papillare; a cellule chiare; a piccole cellule; basalioide 

√ Carcinoma a Piccole cellule:  a cellule a chicco d’avena; a cellule intermedie (più voluminose); forma combinata 

√ Adenocarcinoma: acinare; papillare; carcinoma bronchiolo-alveolare (non-mucinoso, mucinoso,combinato); solido; adenocarcinoma 

comprendente sottotipi misti (mucinoso, cistoadenocarcinoma; mucinoso, a cellule chiare,..) 

√ Carcinoma a Grandi cellule: neuroendocrino a grandi cellule; basalioide; tipo linfoepitelioma; a cellule chiare 

√ Carcinoma Adenosquamoso 

√ Carcinoma con elementi pleomorfici, sarcomatosi o sarcomatoidi 

√ Tumore Carcinoide: tipico ( 90% ); atipico ( 10% ) 

La suddivisione in istotipi tumorali deriva da una più importante derivazione istologica. A causa della 

diversità istologica anche i geni alla base della progressione tumorale sono differenti e svolgono un 

importante ruolo nella manifestazione nelle patologie stesse. La Figura 2.1.2.2. schematizza sinteticamente il 

tessuto di derivazione e alcuni dei geni che appaiono più coinvolti nelle varie fasi di progressione di istotipo  

tumorale. 

 

Figura.2.1.2.2.  Stadi di progressione del tumore polmonare. La progressione della neoplasia polmonare avviene secondo un processo 

multistadio che prevede la trasformazione del tessuto sano a iperplastico, metaplastico, displastico fino a tumorale in situ e in ultimo 

metastatico. Ogni step è associato a specifiche mutazioni geniche e di regolazione cellulare. Fondamentale nel fenomeno di 

progressione tumorale risulta essere l’espressione dell’enzima telomerasi, evidenziabile nell’80% dei tumori polmonari. L’analisi dei 

campioni di tumore polmonare ha dimostrato infatti un’attivazione della telomerasi nel 100% dei casi di SCLC e l’85% di NSCLC e tale 

fenomeno risulta essere un evento precoce nella patogenesi a più stadi di carcinomi polmonari.(Yokota J. et al., 2004). 

 

 

Telomerase expression 
(80%) 

 
 
 

iperplasia 

Ca. in situ 

Ca. squamoso  
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Molti degli studi finora condotti sulla neoplasia polmonare hanno permesso di dimostrare che 

esistono delle mutazioni a carico di geni soppressori ed oncogeni tipici. Sebbene non esista una chiara 

correlazione tra singoli geni e sviluppo della patologia, sembra essere importante il ruolo che si può attribuire 

a mutazioni e amplificazioni di alcuni geni, almeno in vitro in linee cellulari derivati dal carcinoma polmonare. 

In particolare le alterazioni di p53, p16, kRAS, myc sembrano ricorrere più frequentemente. 

 

Carcinoma Squamocellulare. Il 30% circa delle neoplasie polmonari sono carcinomi squamocellulari. È un 

tumore che può presentarsi con diversi gradi di differenziazione (altamente, moderatamente o scarsamente 

differenziato). Le cellule che lo costituiscono sono disposte in lamine su più strati variamente irregolari. Le 

caratteristiche citologiche le fanno identificare come elementi di epitelio pavimentoso: la forma poligonale, 

fusata, la presenza di tonofibrille e/o segni di corneificazione con vere e proprie perle cornee nelle forme più 

differenziate Questo tipo di tumore, più comunemente di altri, è responsabile di sindromi paraneoplastiche da 

produzione di peptide paratormone-simile. La sua presentazione macroscopica più frequente, è quella del 

tumore centrale, ilare.  

Si ritiene che si accresca abbastanza lentamente e in alcuni casi è stato possibile valutare un tempo di 

raddoppiamento della massa tumorale di circa 200 giorni, un periodo piuttosto lungo. È un tumore che può 

dare metastasi: sono più frequenti nei linfonodi regionali (lobari, ilari, mediastinici), ma anche la diffusione 

ematica è possibile.  

È l’istotipo maggiormente in rapporto con l’abitudine del fumo. Rappresenta il 30-40 % della casistica 

chirurgica. 

Carcinoma a Piccole Cellule. Rappresenta circa il 25% delle neoplasie polmonari. L’aspetto microscopico 

caratteristico è quello di ammassi e lamine cellulari con limiti epitelio-stromali meno netti che nel Carcinoma 

squamoso. Le cellule neoplastiche sono tondeggianti o allungate e di dimensioni di poco superiori a quelle di 

un linfocita (6-15 µm), con nuclei ovoidali o fusiformi e scarso citoplasma. L’atteggiamento è infiltrante, con 

necrosi e mitosi. Esistono granuli citoplasmatici di tipo neuroendocrino: infatti le cellule originerebbero dalla 

cresta neurale e farebbero parte del sistema APUD, con possibilità di sintetizzare ormoni peptidergici. Nel 

siero del sangue dei portatori di questo tumore è rilevabile la presenza di un enzima, la enolasi neurono-

specifica (NSE). Solitamente non si riscontrano squilibri ormonali data la secrezione di sostanze inattive. È 

possibile però l’insorgenza di sindromi legate alla secrezione ectopica di ormoni quali ACTH (ormone 

adreno-corticotropo), Calcitonina, Vasopressina. 
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Macroscopicamente è un tumore a localizzazione prevalentemente centrale, ilare o parailare. Precocemente 

da coinvolgimento linfonodale, con adenopatia ilo-mediastinica evidente spesso alla diagnosi. Rapida è poi 

la sua diffusione per via ematica con embolizzazione diffusa e quadri di carcinosi generalizzata.  

Questo è un istotipo frequente nei fumatori. 

Rappresenta il 5-15 % della casistica chirurgica. La percentuale è molto bassa soprattutto perché questo 

tumore è clinicamente molto maligno e spesso non è più curabile al momento della diagnosi.  

Carcinoma a Grandi cellule. Indicato come carcinoma anaplastico, rappresenta il 15 % dei tumori 

polmonari. Raggruppa le forme più polimorfe di neoplasie, con cellule voluminose e nuclei molto irregolari 

disposte in accumuli o isole. La divisione nelle due varianti, a cellule giganti e a cellule chiare, non ha 

significato clinico. Sono anaplastici in genere, i grossi tumori a palla e quelli vegetanti nei bronchi 

segmentari. L’accrescimento è abbastanza rapido con tendenza infiltrante su ilo e mediastino. Si valuta, per 

un cancro anaplastico, un tempo di raddoppiamento della massa di circa 60-80 giorni. E causa di metastasi 

sia per via linfatica che ematica con maggior frequenza rispetto per esempio, al carcinoma squamocellulare. 

È frequente nei fumatori. Data la aggressività, è l’istotipo di più raro riscontro nelle casistiche chirurgiche (5-

15 % del totale ). 

Adenocarcinoma . È l’istotipo che caratterizza circa il 40% delle neoplasie polmonari. Le cellule tumorali 

hanno origine dall’epitelio di superficie o dalle ghiandole della mucosa bronchiale e danno vita alla 

formazione di strutture ghiandolari con o senza produzione di muco. Talora sono evidenti cellule ad anello 

con castone (nucleo in periferia e muco abbondante nel citoplasma). Abbastanza frequente è il riscontro di 

forme miste adenosquamose. 

La sede di sviluppo preferenziale di questa neoplasia è la periferia polmonare, localizzazione che permette 

al tumore di rimanere asintomatico anche per lungo tempo e di essere scoperto talora per caso. L’aspetto 

macroscopico è quello di una massa rotondeggiante di volume solitamente modesto e per questo 

clinicamente asintomatico. 

Purtroppo, oltre alla metastatizzazione linfatica, il tumore dà metastasi per via ematica e talvolta queste 

localizzazioni secondarie sono responsabili dei primi sintomi di malattia.  

È il tumore meno legato all’abitudine del fumo e quindi è abbastanza frequente nelle donne e nei non 

fumatori. 

Nelle casistiche chirurgiche ha una frequenza pari al 35 % circa.  
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Carcinoma Bronchiolo-alveolare. È un tumore piuttosto raro (2.5 % del totale) che viene incluso tra le 

varianti istologiche di un adenocarcinoma. Si ipotizza che le cellule neoplastiche possano derivare 

dell’epitelio bronchiolare, dalle cellule alveolari di tipo II, dalle cellule di Clara o dall’epitelio bronchiale muco-

secernente. Istologicamente si osservano cellule cubiche che rivestono gli alveoli, i cui setti appaiono 

conservati. Tali cellule disposte in fila si sollevano a volte, a formare papille o pseudocisti ripiene di muco. La 

scarsità di mitosi e l’assenza di distruzione dell’impalcatura del polmone l’aveva fatto ritenere in passato un 

tumore relativamente benigno, ma invece si tratta di un vero e proprio carcinoma.  

Macroscopicamente si presentano come forme di tipo diffuso, il cui aspetto radiologico è molto simile a 

quello di una broncopolmonite. Il tumore è caratterizzato dall’estensione lobare senza netta delimitazione e 

ha insorgenza multifocale. Dopo la sua resezione non è raro assistere alla recidiva nello stesso polmone o in 

quello controlaterale. Raramente da metastasi ma ha prognosi infausta. 

Tumore Carcinoide . Può essere considerato come tumore bronco-polmonare a lento sviluppo e di relativa 

benignità, pur con la possibilità di dare metastasi a distanza.  

Deriva dalle cellule di Kulschitzky, originate dalla cresta neurale e sparse in tutti i tessuti derivati dal primitivo 

canale endotermico (intestino e albero tracheo-bronchiale). Sono cellule con capacità di sintesi ormonale e i 

tumori che ne derivano rientrano nel gruppo degli Apudomi, più o meno ormono-secernenti.  

Microscopicamente il tumore appare formato da cordoni, palizzate e rosette di cellule piccole, con nucleo 

rotondo e regolare. Sono cellule caratterizzate dalla presenza di granuli citoplasmatici di tipo 

neuroendocrino. La maggior parte esprime enolasi neurono-specifica (NSE) e cromogranina A. Le mitosi 

sono scarse e la necrosi è assente. Nel complesso il tessuto polmonare mantiene la sua identità, la struttura 

istologica è mantenuta. Solitamente, il tumore carcinoide appare come una vegetazione moriforme, 

facilmente sanguinante, che sporge in un bronco lobare o segmentario. È una neoplasia che può secernere 

serotonina: ciò accade raramente (5% dei casi) ma è evidente quando il tumore è voluminoso o vi sono 

grosse metastasi. 

Nelle forme “tipiche” di carcinoide, le metastasi linfonodali sono presenti solo nel 10-15 % dei casi e non vi 

sono segni di invasività. Nelle forme “atipiche”, nel 50% dei casi a sede periferica, si segnalano metastasi 

linfonodali (linfonodi ilari) o a distanza (fegato) nel 50-70 % dei casi. Nel complesso la prognosi è migliore 

rispetto ai carcinomi bronchiali.  
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2.1.3.Stadiazione delle neoplasie polmonari 

 

Una volta ottenuta la diagnosi cito-istologica di neoplasia polmonare, è necessario andare a valutare 

l’esatta estensione della malattia e cioè andare a definirne una classificazione clinica in Stadi.  

Possedere un valido sistema di classificazione dei tumori è da sempre un’esigenza avvertita dai medici che 

si occupano di queste patologie, in modo da poter disporre di uno strumento che, raggruppando i pazienti in 

gruppi omogenei, possa essere utile per una programmazione terapeutica più appropriata, una formulazione 

prognostica più precisa e un confronto dei risultati delle diverse casistiche. 

2.1.3.1 Il Sistema TNM 

 

 Il sistema più utilizzato per descrivere l’estensione di malattia neoplastica è il TNM. Questo è un 

metodo di stadiazione i cui principi di base sono applicabili a tutte le sedi anatomiche. Le categorie della 

classificazione TNM sono definite clinicamente e possono, in un secondo tempo, essere ridefinite da ulteriori 

informazioni ottenute con l'esame istopatologico e/o con la chirurgia. La classificazione TNM descrive 

l'estensione anatomica del tumore, basandosi sulla valutazione di tre componenti: 

T - identifica l'estensione del tumore primitivo. 

N - identifica l'estensione di metastasi nei linfonodi regionali. 

M - identifica l'assenza o la presenza di metastasi a distanza. 

L'aggiunta di numeri a queste tre componenti indica l'estensione del tumore, cioè: 

- T0, T1, T2, T3, T4 

- N0, N1, N2, N3 

- M0, M1 

Tutti i casi devono essere confermati istologicamente.  

Per ogni sede sono descritte due classificazioni, cioè:  

a) Classificazione clinica  (Classificazione clinica pre-trattamento), indicata come TNM (o cTNM). Essa è 

basata sui dati raccolti prima del trattamento, attraverso l'esame obiettivo, le tecniche d'immagine, 

l’endoscopia bronchiale, le biopsie ed altri esami specifici. 

b) Classificazione patologica  (Classificazione istopatologica o post-chirurgica) indicata come pTNM. Essa 

è basata sui dati derivati dall’intervento chirurgico e dagli esami isto-patologici sul pezzo operatorio. La 

valutazione patologica del tumore primitivo (pT) implica l'asportazione del tumore primitivo od una biopsia 
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tale da consentire la determinazione della più alta categoria pT. La valutazione patologica dei linfonodi 

regionali (pN) richiede la rimozione e l’esame di un numero sufficiente di linfonodi; per ogni linfoadenectomia 

è indicato il numero minimo di linfonodi necessario per definire correttamente la categoria pN. 

L'accertamento patologico di metastasi a distanza (pM) implica l'esame microscopico. La classificazione 

patologica non sostituisce quella clinica. A queste informazioni si possono aggiungere quelle derivate 

dall’analisi microscopica circa il grado di differenziazione cellulare, il Grading istopatologico (Tabella 

2.1.3.1.). Esso si basa sull’analisi di tre parametri: differenziazione citologica delle cellule tumorali, numero di 

mitosi e presenza di atipie nucleari.  

 

GX Il grado di differenziazione non può essere definito. 

G1 Ben differenziato.  

G2 Moderatamente differenziato.  

G3 Poco differenziato.  

G4 Indifferenziato. 

 
Tabella 2.1.3.1.  Quadro complessivo relativo al “Grading” tumorale 
 
 
I gradi 1 e 2 possono essere raggruppati come neoplasie a “basso grado”di malignità, i casi 3 e 4 possono 

essere raggruppati come ad “alto grado”. Il “grading” ha importante valore prognostico. 

Dopo aver definito le categorie T, N e M e/o pT, pN e pM queste possono essere raggruppate in stadi. 

La classificazione TNM è un sistema duale che consiste in una stadiazione clinica (pre-trattamento, cTNM o 

TNM) e una stadiazione patologica (post-chirurgica, o pTNM). 

La stadiazione clinica è utile per discutere le indicazioni al trattamento primario, la stadiazione patologica è 

utile per avere informazioni sulla prognosi e può essere anche utilizzata in alcuni casi per decidere l’impiego 

di una terapia adiuvante. Gli stadi sono indicati con i numeri: 0, I, II, III, IV. 

Il carcinoma in situ é considerato stadio 0, i casi con metastasi a distanza sono considerati di stadio IV. La 

stratificazione adottata è tale da assicurare, per quanto possibile, che ogni stadio sia abbastanza omogeneo 

nei confronti della sopravvivenza. 
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2.1.3.2. Il Sistema TNM e la neoplasia polmonare 

 

In specifico, parlando di carcinomi polmonari, è necessario avere prima di tutto la verifica istologica 

del tumore e i casi vanno considerati separatamente in base al tipo istologico. 

La classificazione TNM aggiornata sino alla sua quinta edizione prevede: 

Classificazione clinica e patologica (Sobin et al., 1997) (le categorie pT, pN e pM corrispondono alle 

categorie T, N e M) 

T- Tumore primitivo 

 

 

Il poco frequente tumore a diffusione superficiale di qualunque dimensione, con la sua componente invasiva 

limitata alla parete bronchiale, che può estendersi prossimalmente al bronco principale, è classificato come 

T1. La maggior parte dei versamenti pleurici associati al carcinoma polmonare è dovuta alla neoplasia. 

Tuttavia in alcuni pazienti si hanno esami citopatologici del liquido pleurico (non ematico e non essudativo) 

ripetutamente negativi. Quando questi dati ed il giudizio clinico indicano che il versamento non è neoplastico, 

esso dovrebbe essere escluso come elemento per la stadiazione ed il paziente deve essere classificato 

TX Il tumore primitivo non può essere definito, oppure ne è provata l'esistenza per 
la presenza di cellule atipiche nell'escreato o nel liquido di lavaggio bronchiale, 
ma non è visualizzato con le tecniche per immagini o con la broncoscopia 

T0 Non segni del tumore primitivo 

Tis Carcinoma in situ 

T1 Tumore di 3 cm o meno nella sua dimensione massima, circondato da 
polmone e da pleura viscerale, e alla broncoscopia non si rilevano segni 
d’invasione più prossimale del bronco ilare (per esempio non nel bronco 
principale). 

T2 Tumore con una qualsiasi delle seguenti caratteristiche di dimensione o 
estensione: 
- superiore a 3 cm nella dimensione massima 
- interessamento del bronco principale, 2 cm o più distalmente dalla carina 
- invasione della pleura viscerale 
- associato ad atelectasia o polmonite ostruttiva che si estende alla regione 
ilare, ma non interessa il polmone in toto 

T3 Tumore di qualunque dimensione che invade direttamente una delle seguenti 
strutture: parete toracica (inclusi i tumori del sulcus superiore), diaframma, 
pleura mediastinica, pericardio parietale; oppure tumore del bronco principale 
a meno di 2 cm distalmente alla carina, ma senza interessamento della carina 
stessa; oppure associato ad atelectasia o polmonite ostruttiva in toto 

T4 Tumore di qualunque dimensione che invade direttamente una delle seguenti 
strutture: mediastino, cuore, grossi vasi, trachea, esofago, corpi vertebrali, 
carina; oppure nodulo(i) neoplastico(i) separato(i) nello stesso lobo oppure 
tumore con versamento pleurico maligno 
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come T1, T2 o T3. La categoria T2 include sia il tumore che infiltra la membrana elastica della pleura 

viscerale che il tumore presente sulla superficie della pleura viscerale 

 
N - linfonodi 

 

L'esame istologico di un pezzo operatorio ottenuto con una linfoadenectomia ilare o mediastinica include di 

norma 6 o più linfonodi. 

I linfonodi regionali  sono quelli intratoracici, scalenici, e sovraclaveari. 

I linfonodi intratoracici  comprendono:  

- Linfonodi mediastinici : mediastinici superiori, paratracheali, pretracheali, mediastinici anteriori, 

retrotracheali, tracheobronchiali (paratracheali inferiori), sottoaortici (finestra aortica), para-aortici (aorta 

ascendente), sottocarenali, paraesofagei (sotto la carina), del legamento polmonare. 

- Linfonodi peribronchiali ed ilari:  ilari (del bronco principale), interlobari, lobari, segmentari, 

subsegmentari. 

 

M- metastasi 

MX La presenza di metastasi a distanza non può essere definita 

M0 Assenza di metastasi a distanza 

M1 Presenza di metastasi a distanza sono compresi noduli neoplastici (unici o 
multipli) separati in un altro lobo (omo- o controlaterale) 

 

Le informazioni riguardanti la presenza di metastasi da neoplasia polmonare, sono ottenibili dalla 

valutazione della TC addome completo ed encefalo e dell’esame scintigrafico “total body” che segnala 

eventuali secondarismi ossei. Questa indagine utilizza, come mezzo rilevatore, dei composti fosfatici marcati 

con 99mTC (Tecnezio) che vengono captati dal tessuto osseo La loro deposizione va a riflettere l’entità dei 

fenomeni osteoblastici ossei. La deposizione del radiofarmaco avviene entro un’ora dalla somministrazione e 

                                     
NX 

I linfonodi regionali non possono essere definiti 

                                     
N0 

Assenza di metastasi nei linfonodi regionali 

                                     
N1 

Metastasi nei linfonodi omolaterali peribronchiali e/o omolaterali ilari e  
intrapolmonari, comprendendo anche l'interessamento per estensione 
diretta 

                                     
N2 

Metastasi in linfonodi mediastinici omolaterali e/o sottocarinali 

                                     
N3 

Metastasi nei linfonodi mediastinici controlaterali, negli ilari controlaterali,  
negli scalenici o nei sovraclaveari omo- o controlaterali 
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le aree di ipercaptazione corrispondono ad un aumento dell’attività osteoblastica che accompagna i 

fenomeni di osteolisi metastatica. 

Se necessario è possibile ricorre alla PET (Giorgetti et al., 2002) ovvero una tecnica diagnostica medico-

nucleare che utilizza radioisotopi emettenti positroni (11C, 13N, 15O, 18F) che possono essere incorporati dai 

composti organici senza alterarne le caratteristiche biochimiche. Essi permettono l’acquisizione di immagini 

a carattere biochimico-metabolico. La rilevazione della captazione dell’18F-deossiglucosio associata al 

metabolismo glucidico, è un efficace mezzo di dimostrazione della presenza di tessuto vitale.  

 

2.1.3.3. Stadiazione TNM del carcinoma polmonare 

 

 La definizione dei vari parametri (T, N, M) consente di attribuire a ogni paziente uno stadio clinico o 

patologico di malattia, come schematicamente illustrato nella Tabella 2.1.3.3. 

 

Carcinoma occulto TX N0 M0 

Stadio 0 Tis N0 M0 

Stadio IA T1 N0 M0 

Stadio IB T2 N0 M0 

Stadio IIA T1 N1 M0 

Stadio IIB T2 N1 M0 

 T3 N0 M0 

Stadio IIIA T1 N2 M0 

 T2 N2 M0 

 T3 N1, N2 M0 

Stadio IIIB ogni T N3 M0 

 T4 ogni N M0 

Stadio IV ogni T ogni N M1 

 
Tabella 2.1.3.3.  Quadro clinico complessivo determinato come livello di “stadiazione” 
 
 
Per quanto riguarda la stadiazione del tumore polmonare a piccole cellule (Micke et al, 2002), la dizione 

comune prevede la differenziazione in:  

- Malattia limitata : endotoracica con o senza metastasi linfonodali omolaterali e controlaterali mediastiniche 

e sovraclaveari, con o senza versamento pleurico omolaterale. 

- Malattia  estesa : ogni sede di malattia oltre ala definizione di malattia limitata. 

 
 

2.1.4. Fattori Prognostici 

 

Sono caratteristiche legate alla neoplasia ed al paziente, in grado di condizionare l’evoluzione della 

malattia o di influenzare l’esito di un trattamento. I fattori determinanti la prognosi dopo l’intervento chirurgico 
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di tumore polmonare comprendono lo stadio di malattia (dimensioni del tumore e la presenza o meno di 

metastasi linfonodali), la classificazione patologica, il tipo istologico (l’epidermoide, un tipo di NSCLC ben 

differenziato è il più favorevole), stato di validità clinica della persona (performance status), la presenza o 

meno di calo ponderale negli ultimi 4-6 mesi, l’età, le terapie adiuvanti e neoadiuvanti (quest’ultima allo 

stadio N2 sembra migliorare la curabilità chirurgica e la sopravvivenza), l’espressione di geni correlati al 

cancro (Ki 67, K-ras, bcl-2, FHIT e telomerasi ,..) così come i valori ematici di alcuni markers tumorali e di 

malattia [es. antigene carcinoembrionale (CEA) e il polipeptidico tissutale TPA; cromogranina A, ProGPR, 

NSE, CYFRA 21-1 in SCLC; SPR1,..], la presenza di malattie concomitanti o pregresse (es. la malattia 

ostruttiva cronica COPD e la polmonare interstiziale), l’abitudine al fumo e l’atteggiamento psichico (Osaki et 

al., 2001 et 2004; Junker, 2001; Wallace et al., 2003; Wu et al., 1999; Taga et al., 1999; Komiya et al., 2000; 

Wang et al., 2000 and 2002; Pasini et al., 2002; Sekine et al., 2003; Buccheri et al., 1995 et 2004 a e b; 

Svobodnik et al., 2004; Yokota et al., 2004; Taneja et al., 2004; Destro et al., 2004; Meert et al., 2004; 

Tomida et al., 2004: Zhu et al., 2006).  

Lo stato patologico (specialmente lo stato N) è il fattore più influente per la ricorrenza del tumore, la 

metastatizzazione ed il tempo di sopravvivenza. La TC di torace, addome e cranio ha dimostrato un potere 

predittivo dell’operabilità nel 77% dei casi, lievemente maggiore di quello del test TPA (65%) e CEA (69%) e 

quest’ultimo si è rivelato più predittivo di ogni altro metodo nel pronosticare la possibile recidiva post-

chirurgica (correttezza diagnostica complessiva: 83%). Per i pazienti in stadio III e IV sono sicuramente 

fattori prognostici il performance status, la presenza o meno di calo ponderale, la presenza di metastasi e la 

loro localizzazione. In uno studio condotto su campioni di NSCLC ottenuti da pazienti operati e senza altro 

tipo di trattamento, è stato evidenziato un effetto cooperativo tra attività telomerasica e l’espressione di p16 

nella valutazione prognostica, specialmente agli stadi I e II (Gonzales-Quevedo et al., 2002). È stata 

evidenziata inoltre un’associazione tra neoplasia polmonare e presenza di ripezioni minisatellite disposte in 

tandem e polimorfiche (denominate MNS 16A) nella regione downstream del gene per la telomerasi (Wang 

et al., 2003).  

Per i pazienti in stadio I e II di malattia, fattori prognostici da considerare sono le dimensioni del tumore e la 

presenza o meno di metastasi linfonodali (stadiazione). 

Per i pazienti in stadio III e IV fattori prognostici sono sicuramente lo stato di validità della persona, la 

presenza o meno di calo ponderale, la presenza di metastasi e la loro localizzazione.  
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2.1.5. La terapia delle neoplasie polmonari 

 

La pianificazione di un trattamento è possibile solo dopo un’adeguata stadiazione del paziente. 

L’approccio al paziente deve essere multidisciplinare e gli interventi terapeutici possibili sono suddivisi in tre 

diverse modalità:  

1. Terapia Chirurgica 

2. Terapia Medica 

3. Radioterapia 

 Dei tre approcci, sicuramente la chirurgia rappresenta la via più efficace in quanto è l’unica che 

possa condurre alla guarigione. 

Dato il diverso comportamento biologico, è necessario andare a distinguere la terapia di un carcinoma 

polmonare non a piccole cellule (NSCLC) da quella del carcinoma a piccole cellule (SCLC). 

Lo schema generale che viene generalmente adottato per affrontare le patologie neoplastiche polmonari è 

quello rappresentato nella Figura 2.1.5. 

Come si può osservare, i tumori a piccole cellule (“small cell lung carcinomas”, SCLC), a prescindere dalla 

stadiazione, non sono operabili e sono trattati direttamente con chemioterapia o radioterapia. Questa 

tipologia di neoplasia, difficilmente trattabile, ha una prognosi solitamente infausta e quindi lo scopo 

dell’approccio terapeutico è solo quello di migliorare le condizioni generali del paziente e di prolungarne 

quanto più possibile la vita. Un discorso completamente diverso è quello relativo alle patologie non a piccole 

cellule (“non small cell lung carcinomas”, NSCLC). La stadiazione, in questo caso, è cruciale dato che in 

base ad essa le indicazioni per procedere sono radicalmente differenti. La stadiazione precoce I, sia Ia che 

Ib, e quella intermedia II, sia IIa che IIb, sono patologie affrontabili con la chirurgia, che in una percentuale 

abbastanza significativa di casi si può dimostrare curativa in senso completo, dato che non si hanno recidive 

o progressioni di patologia entro i 10 anni successivi dall’intervento. Nel caso in cui, invece, la malattia si 

ripresenti, allora le indicazioni prevedono schemi radio e chemioterapici che possono ricondurre la patologia 

nei casi di operabilità ed in alcuni casi di guarigione. 

Le stadiazione avanzate III, sia IIIa che IIIb, invece, hanno una prognosi più variabile, anche se solitamente 

infausta. L’approccio terapeutico in questi casi esclude la chirurgia, a causa dell’estensione della patologia e 

della compromissione degli organi, e procede con la chemioterapia e la radioterapia, secondo protocolli 
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standard. Lo scopo della terapia in questo caso è esclusivamente quello di prolungare per quanto possibile 

l’aspettativa di vita del paziente e di migliorarne i sintomi. 

 

Figura 2.1.5.  Diagramma riassuntivo delle procedure cliniche e terapeutiche per le neoplasie polmonari. L’approccio terapeutico del 

paziente risulta multidisciplinare. Per le neoplasie NSCLC i pazienti considerati operabili sono quelli con stadiazione più favorevole I-II-

IIIA. I pazienti in stadio IIIB e IV sono sottoposti esclusivamente a trattamento chemioterapico che risulta essere di tipo palliativo e che 

prevede associazioni con cisplatino, gemcitabina, vinorelbina, etoposide taxani, irinotecan, topotecan.. Per le neoplasie a piccole cellule 

la polichemioterapia ha migliorato i tassi di remissione completa e la sopravvivenza. La chemioterapia nello SCLC viene quindi eseguita 

a tutti gli stadi anche se la durata della risposta è breve. Essa prevede cisplatino o carboplatino, etoposide per una stadiazione IIIA e 

IIIB, mentre nella stadiazione IV il trattamento è solo di tipo palliativo. I tumori NSCLC allo stadio I e II sono sottoposti ad intervento 

chirurgico curativo risolutivo, gli stadi avanzati 3 e 4 alla chemioterapia e/o radioterapia per la finalità di miglioramento della qualità della 

vita e incremento del tempo di sopravvivenza. I tumori di tipo SCLC a tutti gli stadi vengono trattati escusivamente con chemioterapia 

e/o radioterapia. 

 

1.4. Telomerasi per la Diagnosi e la Prognosi del t umore 

 

 La maggior parte degli autori indica l’applicazione della telomerasi come possibile fattore diagnostico 

e prognostico. L’attivazione della telomerasi avviene nel momento in cui inizia il processo neoplastico. La 

valutazione dell’attività telomerasica richiede di testare un campione biologico, che può essere ottenuto con 
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metodi non invasivi e può essere eseguito in campioni freschi, per esempio BAL (lavaggio broncoalveolare), 

agoaspirati e campioni inclusi in paraffina. 

La telomerasi potrebbe rappresentare un marker specifico clinicamente usato per una prima individuazione e 

per la conferma della presenza di cellule neoplastiche.  

Il ruolo della telomerasi come fattore diagnostico è stato ampiamente documentato. Il test tradizionale TRAP 

(telomerase repeats amplification protocol) radioattivo e le sue più recenti modificazioni (real-time PCR 

TRAP), unito alla immunoistochimica per hTERT nucleare, assicurano alta sensibilità e relativa accuratezza 

dei risultati per un gran numero di differenti istotipi tumorali. Mentre queste caratteristiche fanno dell’analisi 

della telomerasi un potenziale marker per la diagnosi tumorale, vi sono molti problemi che devono essere 

superati affinché queste metodiche diventino routine clinica. 

La preparazione del campione e l’accessibilità alla massa tumorale limitano la precisione del test e i molti 

vantaggi delle procedure diagnostiche di routine, come TC o la valutazione bioptica, non sono così evidenti. 

In ogni caso, la piccola quantità di campione richiesta e il relativo basso costo rendono il metodo 

potenzialmente interessante. 

Oltre a tali applicazioni diagnostiche, l’analisi della telomerasi potrebbe anche essere usata come fattore 

prognostico. La prognosi e la terapia follow-up del tumore presentano un numero di variabili che rendono 

difficile una personalizzazione della terapia per ogni singolo paziente. La prognosi è un importante 

parametro di considerazione dell’aspettativa di vita del paziente, soprattutto nel caso delle neoplasie 

polmonari. Essa dipende dalla stadiazione del tumore e descrive la probabilità che il tumore progredisca. 

Scegliere lo schema terapeutico più opportuno per ogni singolo paziente dipende da molti fattori, incluse la 

presenza e la diffusione di metastasi, le condizioni generali del paziente e l’evoluzione del tumore. 

L’analisi della telomerasi potrebbe essere un aiuto nel determinare se applicare una terapia farmacologia 

aggressiva, dato che le decisioni su quali terapia seguire sono spesso basate solo sull’esperienza degli 

oncologi. 

La telomerasi potrebbe essere usata come un test di follow-up per determinare l’efficacia del trattamento. 

I dati sull’effettivo ruolo della telomerasi nella prognosi tumorale non sono ancora conclusivi e dovranno 

essere determinati alla luce di considerazioni più complesse che riguardino anche l’istopatologia. 
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2.1.7. La Telomerasi come Marcatore Diagnostico dei  Tumori polmonari 

 
 Dalle prime indicazioni ottenute circa la capacità dell’enzima telomerasi di sostenere il processo di 

immortalizzazione cellulare, si sono moltiplicati gli studi tesi a valutare, in vivo, l’attività dell’enzima in 

campioni di pazienti portatori di neoplasia polmonare. In questo ambito, le prime analisi dell’attività 

telomerasica sono state condotte su pezzi istologici di tumori polmonari primitivi (Kim et al., 1994; Hiyama et 

al., 1995; Wang et al., 2000; Volm et al., 2000; Kumaki et al., 2001; Chen et al., 2002; Hiyama et al., 2003). 

Uno studio si basava essenzialmente su un campione di 136 neoplasie polmonari ottenute da resezione 

chirurgica. L’attività telomerasica è stata evidenziata nel 80.1% dei 136 casi ed era massima in tutti i 

campioni relativi a SCLC (11/11). Erano risultati positivi inoltre 4 dei 68 controlli negativi provenienti dagli 

stessi interventi. Questo studio ha consentito di evidenziare la positività marcata dell’attività telomerasica 

nell’istotipo tumorale a piccole cellule rispetto al NSCLC che invece presentava ampia variabilità di tali valori 

enzimatici (Hiyama et al., 1995). Nel 1999 dallo studio di pazienti portatori di NSCLC in stadio I di malattia, 

venne affermato il ruolo dell’attività telomerasica come fattore prognostico, come indicatore di sopravvivenza 

e quindi come possibile marcatore tumorale (Marchetti et al, 1999). L’esiguità del campione però non aveva 

consentito di ottenere dati statisticamente significativi riguardo alla correlazione tra l’attività enzimatica sul 

pezzo operatorio e l’istotipo tumorale. Non era stata evidenziata alcuna correlazione significativa tra la 

dimensione della neoplasia e l’entità dell’attività telomerasica mentre era rilevabile nell’analisi grading 

tumorale-telomerasi. L’attività telomerasica e l’espressione di hTERT risultano incrementare in relazione al 

fenomeno di cancerogenesi che comprende gli stadi di trasformazione da epitelio bronchiale normale o 

bronchitico a metaplasia squamosa (33% +) e displasia (35% +) a carcinoma squamocellulare (100% +) 

(Shibuya et al., 2001). Era già stato infatti dimostrato come la deregolazione dell’attività telomerasica fosse 

un evento precoce nella patogenesi multistadio dei carcinomi broncogeni e che un’intensa localizzazione 

focale dell’espressione di hTR, componente ad RNA dell’enzima, nel carcinoma in situ potesse indicare 

un’imminente invasione (Yashima et al.,1997). Uno studio recente attribuisce una significatività statistica 

come fattore prognostico, in pazienti di NSCLC, all’espressione di mRNA di hTERT, allo stato pN e allo 

stadio patologico di malattia (stadio p). Inoltre la sopravvivenza a 5 anni per i pazienti con espressione di 

mRNA di hTERT alta o moderata risulta rispettivamente del 46.9% e 77.9% (Fujita et al., 2003). Altri studi 

confermano i dati sopra riportati dimostrando come sia l’attività telomerasica che l’espressione di hTERT in 

NSCLC risultino significativamente correlate con le metastasi linfonodali (N0 vs N1+2) e come l’attività 

telomerasica correli con la differenziazione tumorale e lo stadio, ma non con altre variabili clinicopatologiche 
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(Toomey et al., 2001). I pazienti risultati positivi ad hTERT sopravvivevano per un periodo significativamente 

più breve rispetto ai negativi e la riattivazione della telomerasi sembra assumere il significato di fattore 

prognostico negativo (Albanell et al., 1997; Hara et al., 2001; Wu et al., 2003). 

Parallelamente ad un miglioramento delle conoscenze riguardo alla funzionalità e regolazione della 

telomerasi, sono stati condotti studi atti a valutare la presenza dell’attività telomerasica in campioni di 

escreato, di lavaggio broncoalveolare e su campioni bioptici (Yahata et al., 1998 a e b; Arai et al., 1998; 

Hess et al., 2002). 

A testimonianza di ciò in uno studio riguardante 52 casi di cui 42 clinicamente sospetti neoplastici, era stata 

dosata l’attività telomerasica in escreati, lavaggi broncoalveolari e biopsie, effettuate in corso di 

broncoscopia (Sen et al., 2001).  

Più specificamente lo studio è stato effettuato su 7 pazienti allo stadio IIIa, su 24 pazienti allo stadio IIIb e 8 

allo stadio IV. I risultati ottenuti, che suggerivano una significativa correlazione tra lo stadio di malattia e 

l’attività telomerasicanell’escreato, nel BAL e nei prelievi bioptici, devono essere però rivisti considerando il 

tipo di campione, limitato per numero di casi e non rappresentativo per tutti gli stadi di malattia. Nella 

casistica descritta mancano inoltre indicazioni relative agli istotipi tumorali. I pazienti con neoplasia 

polmonare sono stati essenzialmente suddivisi nei due gruppi: SCLC e NSCLC. Su 41 neoplasie 

diagnosticate, il dosaggio enzimatico della telomerasi nel BAL si è rivelato negativo in 12 pazienti (12/41), di 

cui 8 erano allo stadio IIIb. Di questi 8 casi, negativi inspiegabilmente all’analisi dell’attività telomerasica 

condotta sul BAL, 7 campioni di escreato risultavano positivi alla telomerasi e di questi solo 4 sono risultati 

positivi per cellule neoplastiche all’analisi citologica. In conclusione per lo stadio di malattia IIIb l’analisi 

dell’escreato è risultata più efficace per la ricerca dell’attività telomerasica rispetto all’utilizzo del BAL o 

all’analisi citologica. 

La possibilità di utilizzare un marcatore tumorale come la telomerasi nello studio e nella diagnostica delle 

neoplasie polmonari assume particolare interesse se si pensa alla difficoltà diagnostica che si incontra in 

caso di primitività polmonari periferiche. In questi casi, infatti, l’indagine broncoscopica non sempre 

garantisce di ottenere materiale idoneo per la valutazione cito-istologica, per problemi anatomici e 

strumentali. In queste condizioni, il materiale idoneo nella valutazione della composizione cellulare del 

polmone profondo potrebbe essere quello ottenuto dal lavaggio broncoalveolare. Tale metodica è stata 

valutata in un gruppo di 29 pazienti sottoposti a broncoscopia per sospetta neoplasia polmonare. Sono stati 

diagnosticati 22 tumori polmonari e 7 lesioni di natura non neoplastica (Dikmen et al., 2003). Tra le patologie 
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benigne è stato riscontrato 1 ascesso polmonare e 1 caso di Tubercolosi. I pazienti in studio sono stati 

classificati in base alla istologia tumorale, e si è valutata l’entità dell’attività telomerasica e la positività 

all’analisi citologica. Per la prima volta, uno studio sulla attività telomerasica legata alle neoplasie polmonari 

riportava una distinzione tra i vari tipi istologici di malattia e la relativa espressione enzimatica. 

La sensibilità e specificità dell’indagine citologica nei due gruppi (neoplasia vs no neoplasia) erano del 

54.4% e del 100% rispettivamente, mentre per l’attività telomerasica rispettivamente del 72.7% e 85.7%. 

Purtroppo l’esiguità del campione non permetteva analisi di correlazione tra i dati ottenuti. Nei 12 pazienti 

con carcinoma spinocellulare l’espressione dell’attività telomerasica era evidente solo in 10 di essi (83.3%) e 

degli 8 adenocarcinomi, il 50% (4) esprimevano l’enzima. 2 SCLC diagnosticati presentavano attività 

telomerasica.  

In questo studio l’attività telomerasica in campioni di BAL era positiva in tutti e 13 i tumori visibili 

endoscopicamente (100%), mentre il BAL effettuato per neoformazioni polmonari non visibili 

endoscopicamente, risultava positivo all’attività telomerasica in soli 3 casi dei 9 totali (Dikmen et al., 2003). 

Lo studio ha inoltre confermato il dato riportato in letteratura che indica la possibile presenza di falsi positivi 

con percentuali variabili tra il 18% e il 31% (Sen et al., 2001).  

L’interesse per la diversa espressione dell’enzima nei differenti istotipi neoplastici polmonari, nasce proprio 

da questi studi iniziali che non hanno permesso di ottenere dati statisticamente significativi circa la 

correlazione istotipo-attività telomerasica ma che comunque hanno cominciato a sottolineare la presenza di 

diversi livelli di positività. A questo riguardo è stata dimostrata una marcata positività degli SCLC, una 

variabilità di espressione negli NSCLC e l’assenza di attività in specifiche forme neoplastiche quali il tumore 

carcinoide (Sarvesvaran et al., 1999). Il tumore di tipo carcinoide, a basso grado di malignità, presenta 

un’eterogeneità di espressione della telomerasi, in associazione alla presenza o meno di delezioni alleliche 

in corrispondenza di geni localizzati in 10p o 3p che agiscono indipendentemente come soppressori della 

componente ad RNA telomerasica (Miura et al., 2001; Iniesta et al., 2004). Uno studio ha dimostrato come le 

tipiche cellule carcinoidi, telomerasi negative (Yashima et al., 1997), siano mortali in stadio pre-M2, mentre le 

atipiche cellule carcinoidi, quelle del carcinoma polmonare neuroendocrino a larghe cellule e del SCLC siano 

immortali in stadio post-M2 e presentino alti livelli di attività telomerasica (Gomez-Roman et al., 2000). 

Recentemente si stanno conducendo studi mirati alla valutazione dell’espressione differenziale in tumori 

neuroendocrini polmonari (Zaffaroni et al., 2003).  
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Sono stati a tal fine valutati 38 casi, di cui sono risultati telomerasi positivi: 14 dei 15 (93%) SCLC, 7 degli 8 

(87%) carcinomi a grandi cellule con caratteristiche neuroendocrine e solo 1 su 15 (7%) dei tumori carcinoidi 

tipici. Altri autori hanno dimostrato come un alto livello del DNA del gene di hTERT circolante libero nel 

plasma, quantificato con la metodica della real-time PCR, sia da considerarsi un grande fattore di rischio in 

un’ ottica di screening e chemioprevenzione, essendo stato riscontrato così elevato in pazienti di carcinoma 

polmonare (Soria et al., 2002; Sozzi, 2003). La determinazione dell’attività telomerasica e stata compresa 

inoltre nello studio della malattia minima residua in pazienti con tumori solidi, tra cui il tumore polmonare 

(Böckmann et al, 2001). 
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SCOPO DEL LAVORO 2 

 

Gli scopi del presente studio sono stati molteplici.  

• Valutare il significato del dosaggio dell’enzima telomerasi come fattore diagnostico e prognostico in 

campioni biologici di neoplasie polmonari a differente stadiazione. Questi sono stati ottenuti da 

tessuti patologici tumorali ottenuti da pezzi chirurgici e da lavaggi broncoalveolari. 

• Verificare la possibilità di associare le differenti metodiche di dosaggio della telomerasi alle 

metodologie di routine diagnostica per aumentare la specificità e la precocità complessiva. 

• Correlare il livello di attività telomerasica con la risposta dei pazienti alla chemioterapia 
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MATERIALI E METODI 2 
 
2.2.1. Pazienti e criteri di inclusione 

 
 I pazienti sono stati ospedalizzati presso la struttura Ospedale Maggiore della Carità di Novara. Il 

criterio principale di inclusione nello studio era la presenza di una sospetta neoplasia periferica polmonare, 

soprattutto se non chiaramente definibile dal quadro radiologico. Pazienti fumatori, ex-fumatori e non 

fumatori sono stati inclusi, sia di sesso femminile che maschile, di qualsiasi età. I pazienti con 

documentazione TAC (tomografia assiale computerizzata), eseguita sia presso la struttura che in strutture 

esterne, erano sottoposti ad intervento di endoscopia toracica (FBS fibrobroncoscopia), lavaggio 

broncoalveolare (BAL), broncoaspirato ed agoaspirato nel reparto di Pneumologia della struttura stessa 

(Resp. Dott. Piero Balbo). Il principale criterio di esclusione è stato la presenza di lesione visibile 

endoscopicamente. Il materiale diagnostico utilizzato nello studio rientra nella normale routine prevista nei 

casi di sospetta neoplasia polmonare. È stato quindi esaminato solo il materiale in eccesso rispetto alle 

necessità diagnostiche della struttura. 

I pazienti a bassa stadiazione che avevano subito chirurgia con relativa asportazione del frammento 

tumorale sono stati inclusi nello studio per valutarne la positività immunoistochimica della telomerasi. I 

campioni esaminati erano in eccesso rispetto alle necessità diagnostiche di routine della struttura 

ospedaliera. 

 

2.2.2. Analisi Immunoistochimica 
 
 
 Per l’esame immunoistochimico è stata messa a punto una metodica originale. I preparati istologici 

venivano deparaffinizzati e reidratati mediante scale di xilene ed etanolo. A questo punto venivano trattati 

con H2O2 al 3% per 8 minuti, al fine di eliminare le perossidasi endogene, quindi lavati con PBS per 2 volte 

per 3 minuti ed incubati per 8 ore a temperatura ambiente con l’anticorpo primario policlonale anti-human 

TERT (H-231 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA) diluito 1:100 con diluente DAKO (DAKO ChemMate, 

DAKO A/S Danimarca). Al termine dell’incubazione, i vetrini venivano lavati 2 volte in PBS per 5 minuti ed 

incubati con l’anticorpo linker biotinilato per 15 minuti, secondo le istruzioni del kit di rivelazione (LSAB+ 

peroxidase, DAKO). All’anticorpo secondario seguivano due lavaggi con PBS e un’incubazione con 

streptavidina marcata con perossidasi per 15 minuti. Il colore veniva sviluppato, dopo 2 lavaggi di 3 minuti 

con PBS, mediante l’incubazione di 4 minuti con diaminobenzidina. Dopo un lavaggio con acqua corrente 
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per almeno 5 minuti i vetrini venivano colorati con ematossilina di Mayer per 1 minuto. Al termine del 

lavaggio con acqua corrente per almeno 3 minuti i vetrini venivano montati ed erano pronti per l’esame al 

microscopio. L’immunoistochimica di routine prevedeva la determinazione delle citocheratine (CK 7 e CK 

20), l’enolasi neuro-specifica (NSE), la cromogranina e la sinaptofisina. 

 

2.3. Preparazione materiale biologico della clinica  

 
 Le fibrobroncoscopie sono state eseguite con il supporto dell’anatomo-patologo (Dott.ssa Silvia 

Cristina) che ne ha curato l’esame estemporaneo del campione prelevato con agoaspirazione. Il materiale 

diagnostico si componeva, a seconda del caso clinico, di agoaspirato su lesione polmonare, agoaspirato su 

linfonodi ilo-mediastinici (ilari, sottocarenali, paratracheali). Per completare il quadro diagnostico venivano 

anche eseguiti BAL e broncoaspirato. Il BAL è stato eseguito selettivamente nelle strutture bronchiali del 

segmento tributarie dell’area di localizzazione della lesione.  

Al fine di evitare contaminazioni ematiche dei campioni, è stata data precedenza al BAL rispetto alle altre 

procedure. I campioni citologici sono stati inviati ai laboratori di Anatomia Patologica per gli esami di routine, 

e al laboratorio di Farmacologia del Dipartimento di Scienze Mediche dell’Università del Piemonte Orientale 

“A. Avogadro” (Resp. Dott. Colangelo) per l’esame biochimico specifico per il dosaggio dell’attività 

dell’enzima telomerasi. 

I pazienti elegibili per la chirurgia (bassa stadiazione, buone condizioni generali) sono stati sottoposti ad 

intervento (lobectomia) presso la Clinica di Chirurgia Generale (Dir. Prof. Marcello Garavoglia) dalla Prof. 

Caterina Casadio. Il pezzo operatorio è stato quindi processato ed analizzato presso il Servizio di Anatomia 

Patologica dell’ospedale (Dir. Prof. Guido Monga) per la diagnosi istologica definitiva. A partire da questo 

materiale incluso sono stati anche allestiti i vetrini (Sig.ra G. Nicosia) per lo studio dell’espressione 

dell’enzima telomerasi con metodica immunoistochimica. 

 

2.2.4. Procedure analitiche 

 
Preparazione del paziente all’esame endoscopico . A tutti i pazienti con sospetta neoplasia polmonare 

sono stati effettuati lavaggi broncoalveolari mediante procedura standard (BAL). In sintesi, il paziente veniva 

preparato previa somministrazione intramuscolare di atropina 0.5-1 mg (fiale da 1 mg/ml) e prometazina 25-

50 mg (fiale da 25mg/ml), trenta minuti prima dell’indagine, seguita da anestesia locale dell’orofaringe e delle 
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corde vocali con lidocaina 2%. Con il paziente in posizione supina, veniva preso un accesso venoso 

(avambraccio) per la somministrazione di soluzione fisiologica (0.9% sodio cloruro) e di una soluzione di 

sedativo-ipnotico non barbiturico midazolam (0.07 mg/kg, fiale da 1 ml ,midazolam 5mg/ml) 5 mg diluita in 5 

ml di soluzione fisiologica .  

 

2.2.4.1. Procedure per effettuare il BAL ed il bron coaspirato 

 
 Al paziente così preparato, veniva introdotto per via orale il broncoscopio (Olympus, modelli XT20 e 

XT40) e incuneato (wedge position) nel segmento bronchiale interessato (Figura 2.2.4.1.). A questo livello, il 

segmento interessato veniva irrorato con un volume variabile tra i 50 - 100 ml di soluzione fisiologica a 37°C, 

in funzione della localizzazione della lesione e dell’accessibilità bronchiale. Il recupero del liquido di lavaggio 

(BAL) veniva effettuato con continua e costante aspirazione in siringa sterile (50 ml) ed immediatamente 

processato per le successive analisi. Il broncoaspirato rappresentava il materiale ricavato dalla continua 

aspirazione durante tutta la procedura endoscopica delle secrezioni presenti nell’albero bronchiale.  

La procedura veniva seguita attraverso controllo fluoroscopico. 

 

Figura 2.2.4.1 . L’esame broncoscopico permette l’esplorazione dell’albero bronchiale sino ai rami segmentari e sottosegmentari. 

L’indagine consente di visualizzare direttamente la mucosa bronchiale ed evidenziarne eventuali alterazioni. Il materiale così ottenuto 

ha una composizione cellulare che riflette quella dell’ambiente polmonare profondo. 
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2.2.5. Estrazione e purificazione dell’enzima telom erasi dalle cellule ottenute mediante BAL e 

broncoaspirato 

 

Per l’estrazione dell’enzima telomerasi dai BAL, si provvedeva alla diluizione del liquido di lavaggio 

di ogni paziente con uguale volume di soluzione fisiologica. Dopo aver trasferito la soluzione in provette 

sterili da centrifuga, i campioni erano centrifugati a 400 g per 10 minuti a 4 °C. Questo permetteva d i 

separare le cellule integre contenute nella soluzione (pellet) dal liquido di lavaggio. Dopo aver decantato il 

surnatante, le cellule concentrate sul fondo della provetta venivano risospese su ghiaccio con 5 ml di 

tampone fosfato isotonico sterile (pH 7.39, PBS) composto da NaCl 120 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, 

KH2PO4 2 mM. Le cellule venivano nuovamente centrifugate a 200 g per 10 minuti a 4 °C. La metodica di 

estrazione utilizzata si basava fondamentalmente sul metodo descritto da Kim (Kim et al., 1994). 

Si procedeva quindi alla determinazione dell’attivi tà telomerasica mediante Trap Assay e/o TRAP-

RTQ-TRAP (vedi Materiali e Metodi Parte 1). 

 

ANALISI STATISTICA 2 

 

Le variabili considerate in questo studio sono state categorizzate come segue: stadio (I-II-III-IV), tipo 

istologico, grado istologico (G1-G2-G3), malattia residua, attività telomerasica, età, fumo, metastasi e 

linfonodi interessati dalla malattia. L’associazione tra l’attività telomerasica, stadio tumorale, tipo e grado 

istologico, è stata valutata utilizzando la regressione logistica. L’analisi statistica è stata effettuata utilizzando 

il programma Excel (Microsoft, US). 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 2 

 

I pazienti considerati nello studio sono stati complessivamente 117, 85 di sesso maschile e 32 di 

sesso femminile. L’età minima dei pazienti era di 33 e quella massima di 81. Un’analisi complessiva dei 

soggetti considerati in questo studio ha permesso di mettere in evidenza che i pazienti con neoplasia 

polmonare erano prevalentemente fumatori o ex fumatori. Inoltre, nella maggiorparte delle donne non 

fumatrici si è registrato che il coniuge era un forte fumatore all’interno delle mura domestiche.  

I pazienti sono stati stadiati presso il servizio di Anatomia Patologica mediante differenti indagini. Quelle 

radiologiche, RX torace e la tomografia toracica (TAC), sono servite per avere una indicazione circa 

l’estensione loco-regionale della malattia a livello polmonare e linfonodale. Le indagini broncoscopiche, 

stadiative e diagnostiche, hanno fornito materiale per lo studio citologico o istologico del tessuto patologico. 

Per completare le indagini stadiative è stata anche valutata la possibile estensione di malattia in sede 

extratoracica, attraverso l’esecuzione di TAC addome, TAC encefalo e scintigrafia ossea “total body”. La 

classificazione TNM utilizzata fa riferimento alla quinta edizione del Manuale TNM (Sobin LH, Wittekind Ch 

eds - UICC: TNM Classification of Malignant Tumors, 5th. ed. John Wiley, 1997, New York). Essa coincide 

con la classificazione dell’American Joint Committee on Cancer (AJCC).  

I pazienti sono stati operati presso la struttura ospedaliera novarese (Prof.sa Casadio) e la massa tumorale 

asportata è stata fissata, inclusa e analizzata presso l’Anatomia Patologica dell’Ospedale (Prof.Monga). 

In parallelo con le procedure standard di analisi che ne hanno permesso di definire la tipologia neoplastica e 

le peculiarità diagnostiche, abbiamo condotto le analisi immunoistochimiche per l’analisi della telomerasi. 

Nella Figura 2.1 vengono mostrati alcuni pannelli dimostrativi dei principali istotipi su cui è stata condotta 

l’analisi immunoistochimica della telomerasi. Per questa prima parte dello studio sono stati considerati i soli 

pazienti operati stadiati come I e II, cioè quelli che avevano come prima indicazione terapeutica il trattamento 

chirurgico. Il loro numero complessivo è di 60. 
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Figura 2.1 . Queste immagini ottenute mediante immunoistochimica sono indicative dell’attività telomerasica nei diversi istotipi tumorali.  

il tumore carcinoide (in alto a sx: negativo, -, 0%) risultava telomerasi negativo ed infatti non era evidenziabile alcuna colorazione, 

confermando i dati di letteratura (Miura et al., 2001, Iniesta et al., 2004). mentre intensa e diffusa positività si trovava nel carcinoma 

spinocellulare Ib (in alto a dx: Ib, +, 12%), l’adenocarcinoma (in basso a sx: Ib, +/-, 2,3%) ed il carcinoma a grandi cellule. (in basso a 

dx: Ia, +, 7%) L’immunoistochimica è stata condotta utilizzando un antocorpo policlonare diretto contro la porzione proteica hTERT 

dell’enzima, l’adenocarcinoma ed il carcinoma a grandi cellule. L’interpretazione del dato immunoistochimico è avvenuta secondo 2 

parametri: 1) la percentuale di cellule telomerasi positive ( il valore è calcolato su una conta di 250 cellule); 2) l’intensità della marcatura 

indicata come: negativo (-), poco positivo (+/-), positivo  (+) molto positivo (++). 

 

La determinazione della positività alla telomerasi è stata eseguita contando il numero di cellule 

positive per ogni campo di analisi. Il risultato è stato espresso come percentuale di cellule positive rispetto al 

numero totale di cellule presenti in ogni campo (mediamente 250 cellule).  

I risultati sono riportati nella Tabella 2.1, e riassumono tutti i dati relativi alla presenza di linfonodi 

positivi, alla presenza di metastasi, agli indici di neovascolarizzazione e di proliferazione, oltre che quelli 

della positività dei nuclei all’enzima telomerasi. I dati sono suddivisi per istotipo e per grado di progressione 

della patologia.  
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istotipo 
caso 

n° 
Lesione 

cm 

Linfonodi 
positivi / 
asportati  MicroMTS  

CD 
34 

MIB-1 
% 

cells Telo 
pos/campo  score BAL 

 
ADENO G1 1 2.6 0/6 0 neg 5.00 1 1/5 - 

 2 2.5 0/3 0 neg 27.12 3 1/5  
           

ADENO G2 3 2 0/4 0 neg 10.00 3 1/5 - 
 4 3.5 0/8 0 neg 18.00 4 1/5  
 5 1 0/8 0 neg 18.50 1 1/5  
 6 4.5 0/16 0 neg 24.11 3 1/5  
 7 1 0/8 0 neg 25.36 1 1/5  
 8 1 0/5 0 neg 34.51 2 1/5  
 9 3.3 0/3 0 pos 55.96 10 4/5 + 
 10 4 0/8 0 pos 24.00 12 2/5  
 11 1.2 0/4 1 pos 68.00 15 4/5  
 12 6 3/10 1 neg 47.00 13 4/5  
          

ADENO G3 13 5 0/14 0 neg 33.85 2 1/5  
 14 3.5 0/2 0 neg 38.00 6 1/5  
 15 6.5 0/5 0 neg 38.00 4 1/5  
 16 3.2 0/9 0 neg 54.00 1 1/5  
 17 2 0/6 0 pos 32.67 12 3/5  
 18 1.5 0/11 0 pos 50.67 10 3/5  
 19 2 1/19 1 neg 30.00 10 4/5  
 20 2.5 1/4 1 neg 45.30 13 4/5  
 21 4.5 2/12 1 pos 35.74 12 5/5  
          

BAC mucoso  22 9.5 0/3 0 neg 16.50 3 0/5  
 23 6 1/8 1 pos 35.88 25 5/5  
          

K CG 24 2.8 0/14 0 neg 17.00 2 0/5  
 25 2 0/15 0 neg 18.50 2 0/5  
 26 1.3 0/7 0 neg 26.00 4 1/5  
 27 4.5 0/12 0 neg 41.53 3 1/5  
 28 8 0/5 0 neg 32.47 6 1/5  
 29 4.5 0/7 0 neg 52.00 4 1/5  
 30 4 0/8 0 neg 59.00 2 1/5  
 31 3 0/8 0 neg 67.00 1 1/5  
 32 4.5 0/12 0 neg 71.00 2 1/5  
 33 2.3 0/4 0 pos 25.23 10 3/5 - 
 34 3 1/7 1 neg 52.00 17 4/5  
          

K SPINO G2 35 4 0/14 0 neg 31.00 2 1/5  
 36 2.5 0/3 0 neg 31.00 4 1/5  
 37 2.5 0/6 0 neg 31.12 4 1/5  
 38 3.5 0/4 0 neg 31.22 5 1/5  
 39 3.7 0/4 0 neg 31.38 6 1/5  
 40 2.5 0/4 0 neg 32.52 4 1/5  
 41 3 0/1 0 neg 45.23 2 1/5  
 42 2 0/18 0 neg 49.71 2 1/5  
 43 8 0/7 0 neg 52.00 1 1/5 - 
 44 4 0/6 0 neg 80.00 0 1/5  
 45 4.5 0/7 0 pos 49.55 17 3/5  
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 46 4.5 1/15 1 neg 31.46 25 4/5  
          

K SPINO G3 47 6 0/8 0 neg 18.00 1 0/5  
 48 5 0/7 0 neg 22.00 1 0/5  
 49 5.5 0/7 0 neg 28.00 2 1/5  
 50 4.5 0/7 0 neg 30.00 0 1/5  
 51 2.5 0/2 0 neg 33.00 1 1/5  
 52 4.5 0/2 0 neg 33.70 2 1/5  
 53 3 0/6 0 neg 37.00 3 1/5  
 54 1.7 0/5 0 neg 38.32 1 1/5 +/- 
 55 2.5 0/3 0 neg 44.00 1 1/5  
 56 4.5 0/3 0 neg 48.00 5 1/5  
 57 4 0/10 0 neg 75.00 0 1/5  
 58 6 0/12 0 neg 77.00 1 1/5  
 59 4 0/13 0 pos 37.01 12 3/5  
 60 2 0/8 0 pos 40.43 10 3/5  
          

 

Tabella 2.1.  Riassunto dei dati relativi ai vari gruppi di pazienti omogenei per istotipo, con stadiazione di malattia I e II. 
 
 
 

I valori indicativi del limite minimo di significatività (cut off) per ogni marker sono quelli adottati a 

livello internazionale (Spyratos et al., 2002), ed i criteri che sono stati adottati per l’analisi dei pazienti erano i 

seguenti:  

- linfonodi  >  0, qualsiasi valore superiore a 0 era indicatore di malignità avanzata 
 
- MicroMTS > 0, presenza di micrometastasi, qualsiasi valore superiore a 0 era indicatore di malignità 
avanzata 
 
- CD34 > 0, densità dei capillari positiva, indicava fenomeni di neovascolarizzazione e cioè presenza di 
neoformazioni, possibilmente neoplastiche 
 
- MIB-1 > 25%, indicava che vi era un’intensa attività proliferativa, possibilmente dovuta alla presenza di 
divisioni cellulari anche di tipo neoplastico. 
 
- cells Telo pos/campo, indica la presenza di cellule che dimostrano attività telomerasica. Un cut off di 
almeno 5 cellule sicuramente positive indicava un alto grado di probabilità di presenza di cellule tumorali 
 
 
 Dall’esame dei risultati si evincono alcuni dati salienti. Anzitutto si può osservare come non esista 

una chiara correlazione tra la dimensione della lesione e l’avanzamento della neoplasia. La dimensione 

quindi non sembra essere un parametro di riferimento sia per indicare l’evoluzione, sia per suggerire il grado 

di aggressività, e cioè di probabilità che la neoplasia evolva rapidamente ad una stadiazione più elevata e 

quindi sia indice di scarsa aspettativa di vita da parte del paziente. Un secondo dato rilevante è che non 

sembra esistere una correlazione diretta tra presenza di micrometastasi ed il numero di linfonodi asportati. 

Ciò è probabilmente dovuto al fatto che il numero di linfonodi asportati durante la chirurgia è variabile da 

paziente e paziente e dipende esclusivamente dalla visibilità e dall’accessibilità degli stessi. Lo stesso 
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discorso vale per l’evidenziazione di micrometastasi, dato che l’assenza di micrometastasi non indica un 

valore assoluto, ma semplicemente un valore di probabilità che la neoplasia non sia aggressiva, dato che 

non tutte le microlesioni sono facilmente evidenziabili.  

L’esame dei valori di MIB-1 e CD 34, che sono indicativi rispettivamente di iper-proliferazione cellulare e 

presenza di neoformazioni probabilmente tumorali, non sembra dare un contributo diagnostico e prognostico 

di rilievo. La correlazione tra i due valori infatti non è molto elevata, indipendentemente dal tipo di lesione e 

dal suo stadio di progressione. Inoltre, non sembra esserci correlazione diretta tra i singoli valori e la 

presenza di linfonodi positivi o di micrometastasi, anche forse a causa di quello che è stato detto 

precedentemente.  

L’analisi della presenza di cellule telomerasi-positive, e cioè di cellule che sono sicuramente tumorali, 

sembra correlare solo in parte con i valori di MIB-1 e CD 34, mentre sembra essere più direttamente in 

relazione con quelli che sono i valori di positività linfonodali e metastatico.  

Nel complesso i dati evidenziano che vi sono alcuni fattori che influenzano la possibilità di trarre 

considerazioni utili per la diagnosi precoce e la possibilità di prevedere a lungo termine l’evoluzione dei 

pazienti portatori di neoplasia primitiva. Anzitutto, l’intervento asporta la massa primaria ma permette 

un’analisi solitamente solo parziale di quelli che sono i linfonodi sentinella, a causa, come detto, 

dell’impossibilità di asportarne il maggior numero possibile. I marcatori solitamente utilizzati per la 

refertazione definitiva della lesione asportata, sembrano essere solamente descrittivi della neoplasie, 

fornendo solo dati parziali sulla stadiazione e sulla potenzialità di progressione della lesione. L’analisi 

dell’attività telomerasica, pur permettendo di indicare la presenza di cellule sicuramente tumorali, necessita 

di uno studio di correlazione su un più ampio numero di campioni e soprattutto di uno studio a lungo termine 

sui pazienti operati che sono stati stadiati I e II. 

Del resto, lo studio sta proseguendo attraverso il follow-up dei pazienti qui presentati, al fine di evidenziare 

una correlazione a posteriori tra i dati ottenuti a livello sperimentale dall’analisi della telomerasi, dei marcatori 

di routine (MIB-1 e CD 34), e l’eventuale progressione della patologia. Questa analisi richiederà almeno 5 

anni e quindi, almeno per ora i dati non ci permettono di giungere a conclusioni definitive. Le uniche 

considerazioni che possono essere fatte sono quelle che evidenziano che, essendo la telomerasi un 

marcatore diretto di malignità, essa può fornire dati più sicuri riguardo alla presenza di cellule tumorali nel 

campione chirurgico e può permettere di discriminare con tessuti iperplastici o a bassa capacità proliferativa. 
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Per arrivare a descrivere un significato prognostico di questo tipo di analisi, bisognerà attendere, come detto, 

l’analisi a lungo termine dei pazienti.  

L’analisi immunoistochimica permette anche di evidenziare un interessante aspetto quantitativo oltre che 

qualitativo dell’analisi della telomerasi. La positività telomerasica nucleare dei preparati fornisce un’idea 

qualitativa delle cellule e del loro numero, ma anche un aspetto quantitativa dovuto all’intensità di marcatura 

nucleare. Questo aspetto potrebbe rivelarsi importante dato che la quantità di enzima presente a livello 

nucleare correla con la capacità proliferativa e l’aggressività della cellula tumorale. Anche in questo caso è 

richiesta un’analisi a lungo termine dei pazienti che potrebbe mettere in stretta correlazione, oltre al numero 

di cellule telomerasi-positive, il loro grado di positività con la probabilità di un’evoluzione infausta per il 

paziente 

 

Per alcuni pazienti (6) è stato possibile effettuare l’analisi dell’attività telomerasica anche sulle cellule 

derivate dal lavaggio broncoalveolare (Tabella 2.1). Come si può osservare, nonostante la bassa numerosità 

dei campioni, il grado di correlazione tra il valore relativo alla telomerasi presente nel liquido broncoalveolare 

(BAL) non correla con accuratezza con il dato osservato con immunoistochimica, dato che solo in un caso vi 

è una chiara positività. La scarsa correlazione tra l’analisi della telomerasi nelle cellule derivate dal BAL e 

quelle ottenuta con immunoistochimica direttamente sul frammento fissato, mette in evidenza come il 

materiale ottenuto per mezzo del BAL non sembri fornire una base analitica affidabile per le neoplasie a 

bassa stadiazione. Questo ci permette di affermare che le potenzialità del dosaggio telomerasica su BAL per 

evidenziare precocemente in modo non invasivo e rapido la presenza di neoplasie polmonari, non siano 

elevate. L’analisi dei campioni provenienti da pazienti con istotipi a stadiazione superiore ha permesso, 

invece, di mettere in evidenza sia alcune potenzialità del dosaggio telomerasico che alcuni limiti legati alla 

preparazione del campione. Anzitutto, bisogna premettere che il numero dei pazienti dai noi esaminato per 

gli stadi III e IV, non era tale da permettere di arrivare a delle conclusioni statisticamente definitive. 

Il dosaggio della telomerasi sul BAL effettuato su questi pazienti ha messo in luce un limite del dosaggio. 

Infatti, si assiste frequentemente ad una negatività TRAP che sembra legata soprattutto alla presenza di un 

istotipo tumorale di tipo spinocellulare nella stadiazione III. Questo dato sembra essere in contrasto con i dati 

ottenuti dai pazienti con lo stesso tipo di neoplasia con stadiazione I, dove era stata dimostrata una netta 

presenza di cellule tumorali telomerasi-positive con l’immunoistochimica. La spiegazione più plausibile 

sarebbe da ricercarsi, a nostro avviso, nelle caratteristiche di “neoplasia solida” dell’istotipo spinocellulare. 

Infatti, la progressione di questa neoplasia porta alla graduale esposizione sulla sua superficie di cellule 
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desquamanti e necrotiche e non di cellule tumorali. Il lavaggio BAL, quindi raccoglierebbe prevalentemente 

queste cellule esfoliate, dove sicuramente non è più presente attività telomerasica. Questa ipotesi, sembra 

trovare supporto nel fatto che il BAL effettuato su lesioni centrali dello stesso tipo, e quindi più facilmente 

accessibili, risulta anch’esso telomerasi-negativo. Inoltre, una possibile conferma viene dall’analisi 

immunoistochimica del caso di spinocellulare a stadio IIb incluso nello studio, dove è stata osservata la 

presenza di cellule telomerasi-positive nella porzione più interna della massa, circondate da importanti 

porzioni necrotiche periferiche. Il caso era stato classificato con una positività ( + ) del 12% delle cellule per 

quanto riguarda l’esame immunoistochimica e negativo per il BAL. 

I risultati riferiti alla positività telomerasica del BAL sono stati espressi come: negativo (-), poco positivo (+/-), 

sicuramente positivo (+), molto positivo (++). Questi dati sono stati ottenuti dalla comparazione tra i dati 

misurati con la metodica TRAP tradizionale e quella TRAP-RTQ-PCR, e sono definiti complessivamente dal 

termine TRAP assay. La Figura 2.2 mostra un esperimento tipico TRAP tradizionale. La presenza dell’attività 

telomerasica è evidenziata da prodotti di amplificazione di frammenti elongati con 6 basi ripetute (TTAGGG). 

L’intensità complessiva delle bande in ogni colonna dà la misura quantitativa dell’attività telomerasica.  

 

Figura 2.2.  Esperimento tipico di TRAP: il bandeggio corrisponde ai prodotti di amplificazione dei frammenti elongati con 6 basi ripetute 

(TTAGGG) dovuti all’attività telomerasica. L’intensità delle bande correla con l’attività complessiva della telomerasi contenuta in 1 µg di 

proteina di ogni campione.  

Colonna 1: controllo vero positivo (estratto da linea tumorale MCF-7): ++ 

Colonna 2: paziente con blanda positività (+/-) 

Colonne 3-8 e 11-13: pazienti sicuramente positivi (+). 

Colonna 9: paziente molto positivo (++).  

Colonna 10: caso dubbio  da riconfermare con ripetizione dell’esperimento e TRAP-RTQ-PCR: 

++        +/-      +           +           +          +          +        +        + +         ?        +         +          + 
 
 1          2         3          4           5          6          7        8           9        10        11       12       13   



________________________________________________________________________________ 

 174 

La Tabella 2.2 riassume i dati relativi ai casi di stadiazione III. Per questi 24 pazienti i dati clinici a 

disposizione sono stati limitati. Infatti, è stato possibile raccogliere solo dati relativi all’istotipo e all’effettiva 

stadiazione effettuata con analisi citologica mediante aspirato con ago sottile. L’analisi del liquido 

broncoalveolare (BAL) è stato riportato per ogni singolo paziente. Questi pazienti, che presentavano già 

processi metastatici, andavano incontro a terapia con farmaci antineoplastici. I pazienti sono stati 

raggruppati sia per sottotipizzazione (a o b) sia per l’attività telomerasica. È stato possibile ottenere dei 

gruppi omogenei per i quali si stanno seguendo degli studi di follow up che riguardano la ristadiazione 

(alcuni di questi dovrebbero essere ristadiati IV, e cioè con evoluzione infausta di patologia) e la risultante 

alla terapia. 

 

 

Tabella 2.2.  Pazienti con stadio di malattia III (a e b) con relativa attività telomerasica. 

 

+ 
+ 
+ 
 

IIIb Adenocarcinoma 

+ / - 
+ / - 
+ / - 
+ / - 
+ / - 
+ / - 

 
 
 

IIIb Spinocellulare  

negativo 
negativo 

 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 

 
IIIb 

 
Spinocellulare  

IIIb Adenocarcinoma  

negativo 
negativo 
negativo 
negativo 

 
 

IIIa Adenocarcinoma  

negativo 
negativo 

 
 

IIIa Spinocellulare  

Istotipo neoplasia Stadio  
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su BAL 



________________________________________________________________________________ 

 175 

Per alcuni di questi pazienti è già stato possibile ottenere dei dati relativi alla correlazione tra l’attività 

telomerasica e la risposta alla chemioterapia. Nella Tabella 2.3 sono riassunti i dati complessivi. 

 

Tabella 2.3.  Pazienti con stadio di malattia III (a e b) con relativa attività telomerasica, schema terapeutico ed evoluzione della malattia. 

 

Dalla tabella emergono alcune interessanti correlazioni. Anzitutto, i pazienti che presentavano 

assenza di attività telomerasica sopportavano un numero di cicli terapeutici maggiore rispetto ai gruppi in cui 

era evidenziabile un’attività enzimatica, anche se modesta. La cosa più importante però è che i pazienti 

telomerasi-negativi hanno avuto una risposta obiettiva alla terapia e sono attualmente in vita. I pazienti con 

telomerasi dimostrabile nel BAL, invece, sono deceduti entro i primi 4 cicli di chemioterapia. 

Come è noto, il trattamento chemioterapico ha finalità palliativa o di sottostadiazione della neoplasia e quindi 

questi risultati, seppur privi di un reale significato statistico a causa della bassa numerosità del campione, 

danno alcune indicazioni che, se confermate, potrebbero dare un quadro prognostico più completo per 

descrivere le aspettative di vita del paziente. Anche in questo caso, il follow up di un numero significativo di 

pazienti permetterà di dimostrare con maggiore chiarezza il reale contributo del dosaggio della telomerasi 

Cisplatino (80 mg/m2)  gg 1ogni 
21 gg 
Etoposide (120 mg/m2) gg 1-2-3 
ogni 21 gg 

1° linea : Cisplatino  (80 mg/m2) 
gg1ogni 21 gg 
Gemcitabina (1200 mg/m2) gg 1-
8 ogni 21 gg 
2° linea : Taxotere  (70 mg/m2) 
130 mg gg1 ogni 21 gg 
Temozolomide  (200  mg/m2) gg 

Oxaliplatino (65 mg/m2) 110 mg 
Gemcitabina (1000 mg/m2) 
1800mg 
entrambi gg  1-8 ogni 21 gg 

1° linea : Cisplatino  (80 mg/m2)  
gg 1ogni 21 gg 
Gemcitabina (1200 mg/m2) gg 1-
8 ogni 21 gg 
2° linea  per PD:  
Taxotere  (75 mg/m2) gg 1ogni 21 
gg 
Carboplatino (400 mg) gg 1 ogni 

Carboplatino  (400 mg) gg 1ogni 
21 gg  Vinorelbina  (36.5 mg) gg 
1-8 ogni 21 gg 

Cisplatino (80 mg/m2) gg 1 ogni 
21 gg 
Etoposide  (VP 16)(120 mg/m2) 
180mg gg 1-3, ogni 21 gg 

Oxaliplatino  (65 mg/m2) 100 mg  
Vinorelbina  (25 mg/m2)  
entrambi gg 1-8 ogni 21 gg 

               Chemioterapia (CT) 

Remissione mantenuta 
a 7 mesi dalla fine della 
CT poi decesso per PD 
encefalica . 

Risposta parziale (RP) 
alla CT. Durante la 
seconda  linea decesso 
per PD encefalica. 

Risposta completa 
(RC= complete 
response) alla CT a10 
mesi dalla fine del 
trattamento. 

Risposta alla CT. 
Progressione 
mediastinica 
(PD= progression 
desease)  di malattia a 
8 mesi  dalla fine della 
CT. 

Risposta parziale (RP) 
alla CT. Malattia 
stazionaria (SD) 

Risposta parziale 
(RP=partial response) 
sul mediastino. A 3 mesi 
dalla fine della CT ed a 

Malattia stazionaria 
(SD=stable desease). 

Evoluzione Cicli  
completati 

5 

6 

6 

6 

6 

4 

4 

 

Tutti i pazienti  
sono in vita. 

 
Risposta  
obiettiva 

alla terapia. 
 

Evoluzione  
patologica 
favorevole. 

 
Riduzione  
dei cicli di CT 
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progressivo 
dell’attività 
telomerasica. 
 
Deceduti per  
PD encefalica. 
 

+ IIIb Adenocarcinoma 

+ / - IIIb Spinocellulare  

negat IIIb Spinocellulare  

negat IIIb Spinocellulare  

negat IIIb Adenocarc  

negat IIIa Adenocarc  

negat IIIa Spinocellulare  

TRAP”  
su BAL  
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nella descrizione prognostica di pazienti in stadio avanzato. Si può comunque supporre che la positività 

telomerasica, più che alla diagnosi, sembra collegata alla capacità invasiva della neoplasia stessa. Elementi 

che sono di ulteriore sostegno possono però essere dedotti dall’analisi della casistica di stadiazione IV. 

I casi riferiti allo stadio IV, 33 pazienti, sono riassunti nella Tabella 2.4.  

          

 Istotipo neoplasia     Dimensione della 
lesione     TRAP su 

BAL    

          

 Adenocarcinoma 
 
   50 mm  -   

    52 mm  -   
    30 mm  + / -   
    20 mm  + / -   
    60 mm  + / -   
    61 mm  + / -   
          
 Ca a Grandi Cellule   50 mm  -   
    50 mm  -   
    35 mm  +   
    33 mm  +   
    30 mm  ++   
    31 mm  ++   
          
 Ca Bronchiolo-alveolare   20 mm  + / -   
    31 mm  + / -   
    13 mm  + / -   
    14 mm  +   
    40 mm  +   
    30 mm  ++   
    50 mm  ++   
          
 Ca Spinocellulare   51 mm  -   
    49 mm  -   
    50 mm  + / -   
    49 mm  + / -   
    51 mm  + / -   
    42 mm  +   
    43 mm  +   
    38 mm  +   
    36 mm  +   
    25 mm  +   
    60 mm  ++   
    25 mm  ++   
    25 mm  ++   
    28mm  ++   

 

Tabella 2.4.  Pazienti con stadiazione IV raggruppati per istotipo ed attività telomerasica nel BAL. Si noti la mancanza di correlazione tra 

l’istotipo, la dimensione e l’attività telomerasica. 
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Riassumendo i dati complessivi per la telomerasi dosata nei BAL, 6 casi su 33 si dimostravano 

telomerasi negativi (18 %), i restanti 27 presentavano attività telomerasica misurabile e tra questi 8 erano ad 

alta positività (24 %), 9 a media positività (27 %), e 10 a scarsa positività (30 %).  

Bisogna segnalare l’alta positività delle neoplasie bronchiolo-alveolari (7 casi). I carcinomi bronchiolo-

alveolari sono neoformazioni polmonari maligne solitamente non facilmente diagnosticabili e di non semplice 

diagnosi differenziale. La patologia, infatti, è caratterizzata, a livello radiologico, da un’estensione lobare 

senza netta delimitazione e simile ad un addensamento flogistico broncopolmonare. La diagnosi per questo 

tipo di patologia deriva essenzialmente dallo studio dell’ambiente alveolare attraverso il BAL e da prelievi 

bioptici ottenibili per via endoscopica. Partendo dai presupposti anatomo-patologici, per cui il carcinoma 

bronchiolo-alveolare origina da cellule di rivestimento della cavità alveolare disposte in singolo strato a 

rivestire la parete, è verosimile ipotizzare che tali cellule, esposte e più facilmente staccabili dalla parete 

stessa, possano venire più facilmente raccolte nel liquido di lavaggio bronco-alveolare. Questo può spiegare 

l’elevato valore di attività telomerasica riscontrata, più che la differente attività intrinseca della patologia. Il 

BAL e l’analisi della telomerasi eseguiti in caso di sospetto carcinoma bronchiolo-alveolare potrebbe 

verosimilmente avere un significato altamente predittivo per la diagnosi di questa patologia.  

Poiché le neoplasie a stadiazione IV non vengono operate, non siamo in possesso di reperti istologici per 

l’analisi immunoistochimica che possano aiutare a comprendere il profilo telomerasico di queste neoplasie. 

Bisogna anche sottolineare la presenza di un istotipo spinocellulare stadio IV di dimensioni elevate (60 mm) 

che possiede alta positività telomerasica. Questo dato ci pare interessante poiché permette di suggerire 

l’ipotesi che la neoplasia spinocellulare possa venire più facilmente diagnosticata per la telomerasi con il 

BAL, solo nelle fasi iniziali di sviluppo (stadio I) e nelle fasi molto avanzate della patologia (stadio IV), 

piuttosto che nelle sue fasi evolutive intermedie (stadio II e III). 

Da questi dati si evidenzia anche come non esista una correlazione diretta tra l’estensione anatomica del 

tumore primitivo, l’istotipo e l’attività telomerasica. Per alcuni di questi pazienti (10) è stato possibile disporre 

dei dati relativi alla sopravvivenza. I dati sono stati riassunti nella Figura 2.3. che illustra un modello di curva 

di sopravvivenza elaborato secondo il modello Kaplan-Meyer. 
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Figura 2.3.  Analisi della sopravvivenza dei pazienti telomerasi-negativi (- e +/-, linea superiore) e telomerasi-positivi (+ e ++, linea 

inferiore) secondo Kaplan-Meyer. In ordinate sono riportate le percentuali di sopravvivenza in funzione dei mesi trascorsi dalla diagnosi. 

Alla data della diagnosi è stata effettuata anche l’analisi del lavaggio broncoalveolare. 

 

Come si può osservare, le prospettive di vita dei pazienti che non presentavano attività telomerasica 

(telomerasi – e +/-) sono decisamente superiori. Purtroppo, la scarsa numerosità dei pazienti di cui si 

disponeva di un quadro completo di dati a partire dalla diagnosi, non ha permesso di fare valutazioni 

statisticamente significative, ma solo delle considerazioni. Pare comunque evidente che le aspettative di vita 

dei pazienti che non avevano valori significativi di attività enzimatica nel BAL fossero maggiori. Per meglio 

comprendere questi dati abbiamo anche analizzato la tipologia di trattamento chemioterapico a cui sono stati 

sottoposti i pazienti. I dati sono riassunti nella Tabella 2.5.  
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Tabella 2.5.  Tabella riassuntiva degli schemi di terapia farmacologica adottata. Correlazione tra istotipi tumorali stadio IV, attività 

telomerasica in BAL, tipologia di farmaci, numero di cicli ed evoluzione clinica della malattia. CT= chemioterapia PD= progressione della 

malattia 

 

Questi dati ci permettono di avere un quadro più completo dei pazienti. Come si può osservare, essi 

possono essere suddivisi in 4 gruppi, in base all’attività telomerasica nel BAL. Quelli telomerasi-negativi ( -, 

5/10) hanno dimostrato una capacità di sopportare mediamente un numero maggiore di cicli terapeutici, oltre 

ad essere rimasti in vita per un numero di mesi superiore ai pazienti ad alta positività. Questo tipo di 

patologie a stadiazione IV ha prognosi infausta, e la sopravvivenza media è assai ridotta. La terapia 

farmacologica non assume per questi pazienti un significato terapeutico. 

Se si prende in considerazione la positività telomerasica, si può osservare che tutti i pazienti telomerasi 

negativi o scarsamente positivi, indipendentemente dal tipo di patologia e dallo schema terapeutico, 

sopportano un numero di cicli chemioterapici superiore ed hanno un’aspettativa di vita più lunga.  

IV 

Gemcitabina  (1000 mg/m2)  
Oxaliplatino  (65 mg/m2)  
Entrambi gg1-8 ogni 21 gg 

++ IV Ca a Grandi cellule  

Vinorelbina (25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 gg ++ IV Ca Bronchiolo -
alveolare  

Vinorelbina  (25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 gg + IV Adenocarcinoma  

1° linea :Cisplatino (80 mg/m2) gg 1 ogni 21 gg 
Gemcitabina (1200 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 gg 
2° linea : Vinorelbina  (25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 
gg 

+ IV Ca a Grandi cellule  

Vinorelbina (25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 gg + IV Ca Spinocellulare  

1° linea :Cisplatino  (80 mg/m2) gg 1 ogni 21 gg 
Vinorelbina  (25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 gg  
2° linea : Cisplatino  (80 mg/m2) gg 1 ogni 21 
Gemcitabina(1350 mg)  gg 1-8 ogni 21 gg 
3° linea : Taxotere  (75 mg/m2)  gg 1 ogni 21 gg  
Vinorebina  per os (25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 gg 
4° linea :Vinorelbina  (25 mg/m2) gg 1-8 ogn 21gg 

+ / - Adenocarcinoma  

Cisplatino  (80 mg/m2)  gg 1ogni 21 gg 
Gemcitabina (1200 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 gg 

+ / - IV Ca a Grandi cellule  

Cisplatino  (80 mg/m2)  gg1ogni 21 gg 
Gemcitabina (1200 mg/m2) gg 1-8 ogni 21 gg 

+ / - IV Ca a Grandi cellule  

Gemcitabina  (1350 mg)  
Oxaliplatino  (88 mg)  
entrambi gg 1-8 ogni 21 gg 

- IV Adenocarcinoma  

Vinorelbina  (25 mg/m2) gg 1-8 ogni 21gg - IV Ca Spinocellulare  

                        Chemioterapia (CT)   “TRAP”  
su BAL  

Stadio  Istotipo neoplasia  

PD rapida e decesso a 1 
mese dalla diagnosi. 

PD rapida e decesso a 1 
mese dalla diagnosi. 

PD. Decesso a 6 mesi 
dalla diagnosi 

PD alla ristadiazione 
quindi si inizia 
monoterapia palliativa. 
Decesso a 6 mesi dalla 
diagnosi. 

Paziente deceduto.  

Completati 6 cicli di 1a 
linea, 6 di 2a linea e 8 di 3a 
linea. PD da marzo 2003. 
Attualmente in vita.  

Assenza di risposta. PD 
con decesso a 8 mesi dalla 
diagnosi. 

Risposta parziale (RP). PD 
dopo 3 mesi dalla fine del 
trattamento e decesso del 
paziente. 

Risposta parziale (RP) e 
malattia stazionaria (SD). 
Attesa ristadiazione. 

No risposta ma PD.Decesso 
 a  9 mesi dalla diagnosi. 

Evoluzione  

6 

20 

2 

3 

2 

1 

1 

 

Riduzione  
progressiva  
del n° di 
cicli di CT  
effettuati 
ed aumento 
progressivo 
dell’attività 
telomerasica. 

Cicli  
completati 

8 

8 

9 
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Il limitato numero di pazienti, anche in questo caso, non permette di fare ulteriori correlazioni, anche perché 

non siamo in possesso di molti dati riferiti a pazienti poco o scarsamente positivi per la telomerasi ma non in 

terapia presso la nostra struttura.  

Per quanto riguarda i pazienti con significativa attività telomerasica (+ e ++), si osserva una scarsa 

prospettiva di vita correlata al basso numero di cicli terapeutici a cui i pazienti sono andati incontro. In 

particolare, nei pazienti ad elevata stadiazione (++, 2/10) il decesso interveniva molto rapidamente. Sembra 

importante rilevare che non sembra esserci alcuna correlazione tra telomerasi, aspettative di vita ed istotipo 

tumorale. 

Come detto, il piccolo numero di pazienti di cui è stato possibile seguire l’evoluzione ed il quadro 

chemioterapico a cui sono andati incontro, non ci permette di chiarire l’importanza dei singoli fattori 

considerati nello studio. Sembrerebbe esserci una correlazione diretta tra l’evoluzione del livello di attività 

telomerasica e l’abbassamento delle prospettive di vita del paziente, ma, soprattutto, sembrerebbe esserci 

un abbassamento dell’efficacia terapeutica direttamente correlata con l’aumento della presenza della 

telomerasi. 

Questi dati, nel complesso, propongono un ruolo potenziale del dosaggio della telomerasi nella prognostica 

delle neoplasie polmonari. Oltre a contribuire a formare un quadro più completo per descrivere ogni singolo 

paziente, il dosaggio enzimatico su campioni con una metodica non invasiva come il BAL permetterebbe di 

ottenere dati sull’evoluzione della patologia e probabili indicazioni sull’intervento terapeutico da adottare.  

I dati, comunque, non ci permettono di chiarire se la presenza di telomerasi sia un indicatore di resistenza 

alla chemioterapia, oppure sia semplicemente un marker di progressione. L’auspicio è che con una casistica 

più ampia sarà possibile confermare alcune delle ipotesi presentate in questo lavoro. 
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CONCLUSIONI 2 

 

Questo studio aveva tra i suoi intenti primari, quello di valutare il reale potenziale diagnostico della 

telomerasi nelle patologie neoplastiche polmonari. Abbiamo preso in considerazione questo tipo di neoplasie 

perché esistono ancora alcune problematiche legate sia alla corretta rilevazione diagnostica, che alla 

tipologia di trattamento da seguire. Inoltre, nell’ambito delle patologie polmonari le numerose varietà 

istotipiche rendono ulteriormente complesso l’aspetto diagnostico.  

La corretta definizione di malattia e di stadiazione giocano un ruolo determinante per la sopravvivenza del 

paziente, poiché ne condizionano grandemente la terapia. La presenza di attività telomerasica correla con la 

presenza di cellule sicuramente tumorali nel campione biologico. Questo marker diagnostico specifico, è 

stato quindi scelto per valutare la possibilità di accrescere l’accuratezza diagnostica.  

I dati raccolti in questo studio modificano sostanzialmente l’ipotesi legata al potenziale diagnostico di questo 

enzima che sembra comunque interessante, ma sensibile a numerose variabili legate soprattutto al corretto 

prelievo del campione di BAL da analizzare. I dati ottenuti con l’analisi immunoistochimica dell’enzima, 

contribuiscono notevolmente alla sua specificità diagnostica, ma non possono essere prodotti per patologie 

con stadiazione molto avanzata.  

L’analisi complessa, che include dati diagnostici, terapia e “follow-up”, anche se preliminari, suggerisce che 

la valutazione dell’attività telomerasica, possa avere anche un interessante valore prognostico. 

Questi risultati, sicuramente incoraggiano ulteriori verifiche sperimentali per dimostrare se le ipotesi da noi 

suggerite da questo studio possano trovare conferma.  
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