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PARTE 1

Complessi organometallici nella chemioterapia antit umorale




INTRODUZIONE 1

Capitolo 1.1. La Telomerasi

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

della sua attivita.

Nelle normali cellule somatiche umane i telomeri, le estremita 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). | telomeri, quindi, preservano l'integrita
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).

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

€ss0 possa agire da misura molecolare (“clock”) del numero di replicazioni delle cellule (Figura 1.1.1).

Short telomeres
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Figura 1.1.1. Schema degli eventi cellulari indotti dall'accorciamento telomerico (Wong JMY & Collins K, 2003).



Nelle cellule tumorali la telomerasi, una DNA polimerasi RNA-dipendente (retrotrascrittasi) addiziona
sequenze di DNA ripetitive (TTAGGG) ai telomeri, preservando cosi la lunghezza dei terminali cromosomici

(Kim et al., 1994; Karlseder, 2003) (Figura 1.1.2.).
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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 capacita proliferativa della cellula neoplastica.

La telomerasi quindi conferisce alla cellula una capacita proliferativa illimitata, rivestendo cosi 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 é stato definito come
una delle sei caratteristiche fondamentali alla base dello sviluppo tumorale (Hanahan et al., 2000).

La telomerasi € un enzima complesso sia per la sua architettura sia per il network biologico alla base
delle sue funzioni. Questo enzima é 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



strutturali e di regolazione (Chen JL et al., 2000; Wong & Collins, 2003). Mentre molte di queste sono gia
state descritte (come TEP1, Hsp70, Hsp90, p23, hStau, hNOP10, hGAR1, discherina), altre necessitano di

ulteriori ricerche (Figura 1.1.3.).

CARLILLCAMUG

f_,-TTAGGGTTAGG

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
'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'attivita di
sintesi. hTR e hTERT sono essenziali per il corretto mantenimento e I'allungamento del telomero.

La regolazione dell'intero processo di attivazione della telomerasi inoltre € soggetta a rigidi controlli
molecolari (Figura 1.1.16.).

Il fattore limitante la funzione della telomerasi & I'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 |l
miglior target per le strategie mirate a bloccare I'attivita della telomerasi. La sua espressione € 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, 'amplificazione del gene di hTERT in
posizione 5pl5, 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 (subunita 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'attivita ma non il legame alla sua subunita di RNA. Al

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

Questa funzione fondamentale di hTERT richiede vari e raffinati controlli. La regolazione
trascrizionale sembra essere la problematica di piu difficile comprensione. Sebbene il promotore di hTERT
sia stato completamente caratterizzato, non & ancora chiaro come avvenga l'attivazione della trascrizione. In
realta 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 é
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'attivita
della telomerasi sono controversi. | fattori di trascrizione che regolano I'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, & 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 e stata anche

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

Fattori di crescita

Tamoxifene Progesterone Citochine
HDAC injbitori ?
(Inibiz. Istone deacetilasi ? EGF
Est . Tricostatina) l
strogeni C-Mve
MAPK y
MAPK |p21 HPV E6 P3|

__/ lVitD/RA‘ 1 \? v 1
Oy 2 N0 hmaooMBAL o

ERE  DR3 NF-kB Spl/ER Apl MZF-2 WTL E-box Spl Ets Spl E-box
5 -2000 -1000 -200 +1 +78 3
- ATTIVAZIONE Y

——] INIBIZIONE

CORE PROMOTER
> E-boxes : sequenza palindromica 5-CACGTG-3'

> Assenza di TATA e CAAT box
» GC-rich promoter

Figura 1.1.5 . Regolazione trascrizionale di hTERT. Il sito promoter di hTERT ¢ ricco in GC ed é 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 puo reprimere il promoter di hTERT, considerato per questa sua funzionalita 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, p16™‘) infatti formano complessi ternari con Cdk2/ciclica A, E, D1 inibendo Iattivita
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 I'attivita telomerasica.

EGEF, il fattore di crescita epidermico, attiva rapidamente (picco a 6-12h) la trascrizione di hTERT e tale attivazione non & 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 I'attivita telomerasica senza alterare la trascrizione di hTERT in
linee cellulari umane di mieloma multiplo. Tale up-regolazione € 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 € lo splicing alternativo e la
traduzione del’mRNA di hTERT.
La variante di splicing a porta alla delezione di 36 basi all'interno della regione conservata della RT (motivo
A). La variante di splicing B causa una delezione di 183 basi che produce una sequenza mancante di
porzioni critiche della RT. Ne risulta cosi una proteina tronca a monte delle porzioni conservate B, C, D ed E.
L'espressione delle diverse varianti € importante per I'elongazione del telomero e ne risulta che sono attive

solo le proteine trascritte di hnTERT con isoforme a’/B" e a’/B* (Figura 1.1.6.).

178 192 216 262

@'@@'v WJ@

a (2186-2221) B (2342-2542)
1,2, A-E:motivi
conservati

PRODOTTI DI SPLICING ALTERNATIVO:

full lenght =457 bp
Delezione di 36 basi=12 aa, senza motivo

. o o spliced =421 bp
. &
LI/

-
Delezione di 182 basi, causa una mutazione non-sens 0, tronca prima dei motivi B-E . _
B spliced =275 bp

a + B spliced =239 bp

Sy - Q
-

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’eta 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 variabilita nello splicing deve essere considerata
allinterno del contesto di un network molto piu complesso di modificazioni post-trascrizionali, infatti si e
osservato che alcuni tessuti normali e neoplastici esprimono sia hTR che hTERT con “motif” A e B completi,
benché questi manchino di attivita telomerasica.

La fosforilazione delle subunita 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

12



PKC e Akt. La proteina fosfatasi Il e gli inibitori della PKCa sono in grado di reprimere I'attivazione della
telomerasi in estratti cellulari. La fosforilazione, la traslocazione nucleare e I'associazione nel nucleolo sono

in relazione con I'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 del’lRNA stampo di hTR, altro componente importante

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

~TTAGBGTTAGGGTTAGY

UECEARME

e

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) puod iniziare I'attivita sintetica della telomerasi (Harley CB., 2002;

Lue et al., 2005).
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s TTGGGG 4 Telomere Template

1. Hairpin created;

5 TTEEGETIGEEE " RNA Primer added
“_ /e 3! __)
RNA GGGG !
Primer 2. Hairpin extended;
RNA primer removed
g TIGGEGTTICGGE .
? " AAGGGG | \
3. Gap filled
5 TIGGGGTTGGGE
p)
: AACCCCAAGGGG | ¥
4. Hairpin removed
5 TTGGGG

Replicated Telomere

AACCCC

Figura 1.1.8. Modalita replicativa dei telomeri tramite telomerasi. Il DNA satellitare, derivato dall’ attivita della subunita 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.

hTERC Telomerasico
(RNA Stampo)

A
3 .
C C c T

5 G & G dTTP

DNA Telomerico

Asp (TERT)

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 I’ ossianione nucleofilo in 3’ della base guaninica, con il fosfato a del nucleotide

entrante e con I'atomo di ossigeno gruppo uscente (Lingner et al., 1997; Cech & Angew, 2000; Lagassie et al., 2005).

14



hTR e hTERT rappresentano le unita indispensabili per I'attivita telomerasica. |l numero di geni
copiati e la regolazione trascrizionale di hTR, ma non di hTERT, sembrano essere il limite stechiometrico per
l'attivita telomerasica.

I gene hTR é localizzato in posizione 3926, 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 awviene I'assemblaggio della
telomerasi. PinX1 sembra anche in grado di associarsi con i telomeri attraverso il legame con TRF1. Inoltre &
stato dimostrato un coinvolgimento sinergico della metilazione del DNA e della deacetilazione dell’istone
nella down-regolazione dell'attivita del promoter di hTERT e nella regolazione dell'attivita telomerasica

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

CR4 — CR5 Domain

Hypervariable region
(CR2/CR3)

Pseudoknot domain

CR6/CR8
Domain
H/ACA
Template region
for n\TERT

5,

CR7 domain

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 I'eventuale dimerizzazione dell'enzima.

La modulazione dell'attivita della telomerasi dipende anche dalla struttura della porzione terminale

del telomero. A questo livello, la struttura proteina-telomero modula I'accessibilita dell’enzima al terminale 3’
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per il processo di elongazione. | 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 € 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).

hTR
hTERT

— |

TAGGGTT

Protected telomere Permissive telomere

Processive
telomerase

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

per I'allungamento. || DNA telomerico interagisce con molteplici proteine che ne regolano il metabolismo e I'accessibilita.

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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coinvolti nella regolazione multi-level dell’assemblaggio delle unita telomerasiche e dell'interazione fra i
telomeri. Le hnRNPs C1 e C2 sembrano in grado di regolare I'accesso ai telomeri da parte della telomerasi
ed & 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’, & associato a TRF2. La proteina 70 KD Ku si lega a TRF1 e 2 ed € 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 abilita nel legare il DNA perché manca della superficie carica positivamente che
avrebbe affinita 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). | telomeri

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

Telomerasi
Sir2 Sir3 Sir4

Terminale cromosomico O
el 5 5§ 5§ §F 5§ B B |
LR L s [ s [ s [ s |
Rap 1 Q

Ku 70 /86 KD
eterodimero Mrell- Rad 50 -NBS1
(DNA -PK) (complesso RMN)

Riparo rotture a doppia catena

Protezione dei telomeri

°,

< Rap 1 = proteina legata alle ripetizioni telomerich e, interagisce con TRF2
< Mre 11 complex= ruolo struttrale nella ricominazion e del DNA

% Sir 2, 3, 4 = fattori di silenziamento
- TTAGGG
E= = AATCCC

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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(Mrell, NBS e BLM).TRF1 & un regolatore negativo della lunghezza telomerica nelle cellule telomerasi-
positive, cosi come TRF2 & un importante “capping” del telomero. La lunghezza telomerica nell'uomo é
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 piu in grado di legare |l
DNA e diventa suscettibile alla ubiquitinazione e alla degradazione. Tin 2 interagisce con TRF1 di cui risulta
essere un essenziale mediatore di funzionalita (se privato dell’lNH, 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).

5' TTAGGGTTAGGG
3'AATCCCAATCCC

Tankyrase

MRE 11 complex

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 piu significativo rispetto all'attivita telomerasica per I'allungamento della
vita delle cellule normali e neoplastiche. Questa ipotesi € 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 allimmortalizzazione. p53 e p16/RB pathways: induzione della senescenza (attivita

antitumorale). ALT: meccanismo alternativo di replicazione telomerica.

Di seguito € riportato uno schema riassuntivo dei m eccanismi di regolazione dell'attivita ed

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

Amplificazione

: genica hTR gene (3926

hTERT gene CCAAT TATA E gene (3426)

* Trascrizione (RNA pol II) Trascrizione

MRNA AAAA (RNA pol II)
(16 esoni) 2 3456 78910111213141518

l' Splicing/traduzione
A B'CDE

Vs

T 1.2

varianti per delezione

folding Assemblaggio e
@
Telomero

Accessibilita al
substrato

Figura 1.1.16. Regolazione attivita e accessibilita al telomero dell’enzima telomerasi. L'espressione della porzione catalitica hTERT & |l
requisito necessario per I'attivazione dell'enzima, infatti hTERC e TP1 sono costitutivamente trascritti. E 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 Ca.

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 piu selettivi bersagli tumorali.
Nuove strategie chemioterapiche potrebbero ridurre la citotossicita sulle cellulle normali e superare la
resistenza di cellule tumorali

La cancerogenesi & 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, € un marcatore tumorale la cui
determinazione puo garantire alta sensibilita e specificita diagnostica (Dhaene et al., 2000; Hiyama et al.,
2001; Hiyama E. and K., 2002).
E stata riscontrata la presenza di attivita telomerasica in circa I'85% delle pit comuni forme tumorali come il
carcinoma della mammella, della prostata, del polmone, del fegato, del pancreas e del colon e cid sottolinea
la funzione chiave di questo enzima nella patogenesi tumorale (Rhyu, 1995; Kim, 1997; Meeker et al., 1997).
La telomerasi puo risultare gia attiva ad uno stadio pre-neoplastico o in altri casi la sua attivita aumenta
gradualmente in parallelo alla progressione del tumore (Shay et al., 1997). L'attivita telomerasica risulta in
molti casi direttamente proporzionale all’aggressivita del tumore ed alla sua capacita di metastatizzare
(Avilion et al., 1996).

L'enzima telomerasi & 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 I'espressione e I'attivita 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 gia esistenti ed amplificarne I'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 piu 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 dalluso di inibitori dell’
angiogenesi.

La somministrazione sistemica di inibitori della telomerasi potrebbe influire sull'attivita presente nelle
cellule staminali e germinali. Tale effetto risulterebbe minimo poiché 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.).

Cellule germinali

{lule staminali
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%’ . t( - ‘ ‘)\ HEelRARE della \
§ « Mk telomerasi
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Riattivazione
della telomerasi

(PD, n°di duplicazioni cellulari) tempo

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'eta: al’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 I'aumentare dell’eta.

I criteri che dovrebbero essere soddisfatti da un composto con attivita anti-telomerasica
comprendono: la riduzione dell’attivita telomerasica senza inizialmente influire sulla capacita di crescita
cellulare; I' 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 capacita proliferativa o I'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 cosi da renderli irriconoscibili e quindi non piu elongabili dalla telomerasi
(Budarf et al., 1987; Henderson et al., 1987; Ahmed et al., 1992; von Zglinicki, 1995 e 1998); inibizione
mediata da bisindoliimaleimide | e da H7 (50 — 100uM per 48 ore) della protein-chinasi Ca (PKCa)
responsabile della fosforilazione di hTERT e hTEP1 (Kang et al., 1999; Ku et al., 1997). Un’ altra strategia
non selettiva si € 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 del’RNA stampo hTERC richiede un primer di DNA non
avvolto perché sia possibile I'estensione dei telomeri. Sono state quindi prodotte delle molecole [1,4-2,6-
bis(coamminoalcanamido) antracene-9,10-diene ed un derivato porfirinico cationico, il tetra (N-metil-4-piridil)
porfina (TMPyP,)] 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 I' utilizzo di
analoghi delle basi [dideossiguanina (ddG), I'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 I'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 € 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 I'RNA piu efficacemente degli antisenso ed
€ piu resistente alle proteasi. Infine, un altro approccio selettivo di inibizione telomerasica € consistito nel
disegno, sulla base della sequenza di RNA di hTERT, di ribozimi hammerhead (Rz), catene di RNA dotate di
attivita autocatalitica, costituite da una porzione conservata, detta sito catalitico, e da 2 code che hanno una
sequenza complementare a quella del’lRNA 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)

Inhibition of
Mechanism of action Agents Concentration or dose telomerase activity™

GL1/S blokers Methotrexate 10 @M Mo
50 pM Mo

5-Fluorouractl 10 @M Mo

50 pM Mo

G2M blockers Vinblastine 10 nkvi Mo
50 nihv Mo

Taxal 10 nkvi Mo

100 nih Mo

FTK Inhibitors Herbimycin A 50 M Mo
200 uh Mo

Quercetin 10 M Mo

100 M Mo

PEA mhibitor H-85 50 nM Mo
100 nih Mo
PEC mhibitors H-7 50 pM Yes
100 M Yes
Bisindolymaleimide I a0 pM Yes

Topll inhibitaors Etoposide 10 M Mo
33 uM Mo

Daunorubicin 5uM Mo

10 M Mo

DMNA damaging agents LV radiation 10 J/m? No
Cisplatin 3 uM Mo

MMS 1 mh Mo

“ Abbreviations: PTI, protein tyrosine kinase; PRC, proteln kinase C; PRA, protein kinase A; and MMS, methylmethans sulfonate.
F=No™ Indicates that the telomerase activity of treated cells Is greater than 70% of untreated control.

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 incomincio dalla meta degli anni
sessanta quando Barnett Rosenberg scopri le proprieta antitumorali del complesso cis-diamino-dicloro-
platino(ll), noto con il nome di cisplatino o cis-DDP. Questo evento migliord 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 € 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 1t al metallo, e due atomi di cloro covalentemente legati all’'atomo

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

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

Kopf-Maier e Klapttke (Kopf-Maier and Klapotke, 1989; Kopf-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 I'adenocarcinoma del colon, contro i quali gli agenti citostatici a base
di platino sono poco attivi.

Il meccanismo di azione di questi complessi non € 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 I'attivita cellulare.

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

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

N —
Fe © x©

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

Le capacita antitumorali dei ferroceni sono state studiate a lungo da Kopf-Maier e Kopf H. i quali
hanno concluso il loro studio affermando che non esercitano attivita antitumorale (Kopf-Maier et al., 1984;
Kopf-Maier, 1985; Kopf-Maier et al.,1989). Risultati opposti sono stati ottenuti, invece, con il ferrocinio bis(ns
ciclopentadienile) ferro(lll) che ha mostrato discrete capacita nell'inibire la crescita delle cellule tumorali. Tale
studio ha preso in esame diversi controioni associati al ferrocinio ed ha valutato le proprieta antitumorali dei
diversi Sali di Ferrocinio contro le piu diffuse neoplasie. Quanto riportato da Képf-Maier e Képf H. per il
ferrocene non spiega perche esso non abbia attivita antitumorale, che sarebbe comunque difficile da rilevare
vista la sua scarsa solubilita in ambiente acquoso, e perché nell'lambiente cellulare rimanga tale.

In test in vitro i ferroceni sostituiti con gruppi idrofili dimostrano citotossicita dopo 9 giorni di
trattamento continuo, giustificabile ipotizzando che tale attivita 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 I'attivita dei Sali di Ferrocinio € evidente gia dopo 1h di trattamento (Neuse et al., 1990 ).

In uno studio recente di Osella et al.(2000) e stato effettuato un ulteriore screening sulle proprieta
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 solubilita con ciclodestrina. In questo
modo & stato possibile veicolare alla cellula, tramite la ciclodestrina, una maggior quantita della sostanza in

esame. | risultati sperimentali non hanno mostrato alcuna attivita citotossica per i composti del ferro(Il) anche
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a tempi lunghi. Analoghe indagini sui corrispettivi ferrocini hanno riconfermato I'attivita antitumorale del
ferro(lll) (Neuse et al., 1990; Osella D. et al., 2000).

Da questi diversi studi in vitro emerge come I'attivita antiproliferativa dei Sali di Ferrocinio sembri
dipendere molto dal tipo di linea cellulare utilizzata per i test. Da queste due considerazioni si puo
concludere che i ferroceni non hanno attivita citotossica e che le proprieta antitumorali sono strettamente
legate allo stato di ossidazione del metallo centrale.

Lo stato attuale dell’arte sull'attivita antitumorale di ferroceni e ferrocini lascia comunque irrisolti molti
quesiti, come le reali solubilita e stabilita di questi composti in ambiente acquoso e come si eserciti I'attivita
citotossica. Non € chiaro se sia la molecola come tale ad essere citotossica oppure i suoi eventuali prodotti
di degradazione. L’attivita pud essere, infatti, influenzata dai sostituenti sugli anelli ciclopentadienilici ed
esiste una relazione dose effetto. Inoltre, rimane da verificare se si possa ottimizzare Il'attivita di questi

composti impartendo loro una qualche selettivita.

1.3.1.1. Meccanismo di azione dei Sali di Ferrocini o

| dati sperimentali ottenuti con test in vivo suggeriscono che le proprieta antitumorali dei Sali di
Ferrocinio sono strettamente legate allo stato di ossidazione +3 dell’atomo di ferro (Kopf-Maier et al., 1984;
Kopf-Maier et al.,1989; Motohashi N, 1990; Osella D. et al., 2000). Queste molecole non possiedono gruppi
uscenti in posizione cis, propri dei pit comuni composti metallici antitumorali, € non danneggiano il DNA
attraverso un meccanismo di alchilazione (infatti non & 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 (11) e () (Prins et al., 1972).

La prima reazione € una solvatazione:

2[Fe"'Cp,]"+nH,0 (solvente nucleofilo) — [Fe"(H,0).J* +[Fe"Cp,]+2Cpe

che produce specie ioniche ferro s

Le reazioni successive seguono un ciclo simile a quello di Haber-Weiss (Minotti et al., 1987 e 1992):
[Fe'(Hz0)i]*'+O, — [Fe"(H,0)*"+Oz+"

2%+ 2H,0 - Op+ Hy0,+20H"

L'H,0, cosi prodotta subisce la reazione di Fenton (Goldstein et al., 1993):

[Fe"(H20)n)" +H0; ~ [Fe" (H;0)]"+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'attivita 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.).

o)
Cl NH 1': 0 NH % 0 C//O
3 - N -
oo e Se
~N i
c”” NH, c—0"  NH, N No—¢
I H, \\O
o)
Cisplatin Carboplatin Oxaliplatin

Figura 1.3.2.1. Struttura chimica dei composti piu rappresentativi della classe di complessi antitumorali inorganici a base di platino, in
uso clinico: Cisplatino (cis-diaminodicloroplatino(ll)); Carboplatino (ciclobutandicarbossilicdiaminoplatino(ll)); Oxaliplatino (trans-1-

diaminocicloesano ossalato platino(ll)).

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 & pero limitato
dalla scarsa attivita nei confronti di alcuni tumori molto comuni, come il carcinoma mammario e quello del
colon, e dagli importanti effetti tossici sistemici, come soprattutto la nefrotossicita, I'ototossicita e I'emesi
intensa (Dedon et al., 1987; Wong et al., 1999; Cohen et al., 2001). Lo sviluppo di nuove molecole basate
sul Pt(Il)-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 I'oxaliplatino sono ormai diventati nella pratica clinica

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

Anche se alcuni aspetti del meccanismo d'azione dei composti di platino sono ancora incompresi,
I'attivita antiproliferativa sembra essere dovuta alla loro capacita di formare legami covalenti con il DNA
genomico. Sono stati comunque documentati anche legami irreversibili con '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 I'atomo di azoto (N) delle basi
nucleotidiche (Zipp et al., 1977). Poiché l'azoto in posizione 7 della guanina € reso piu nucleofilico dal
gruppo carbonilico in posizione 6, questa base sembra essere piu 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(ll). La diversa affinita di legame trova spiegazione nel fatto che gli atomi N1
del’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 I'azoto in posizione 7 della
guanina & 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 € 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 modalita 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'identita degli atomi delle proteine coinvolti nel
legame Pt-proteina-DNA non e chiara: potrebbero essere atomi N dell'istidina e di solfuro della cisteina e
metionina, in virtl dell'affinita 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
(lvanov et al., 1998). Il legame con I'atomo di solfuro della metionina é reversibile e pud 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'attivita antitumorale il legame piu 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). | complessi del Pt
maggiormente attivi come antitumorali hanno una struttura planare-quadrata Pt (ll), 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. | 2 ioni cloro
dei complessi di Pt(ll) sono uscenti e vengono scambiati con 2 molecole di acqua, solo allinterno della
cellula, dove la concentrazione di Cl risulta minore (~4mM) rispetto al’ambiente extracellulare plasmatico
(~100 mM). La reazione alla base della reattivita del cisplatino pud essere cosi schematizzata (Bernes-Price
etal., 1992) (Figura 1.3.2.2.c.; Figura 1.3.2.2.d.):

cis-[PtCl, (NH3),] + H,O « [PtCI (NH3), H,O]" +CI° Ki=2x107° s* (2h)

cis -[PtCl (NH 3), H,0]" + H,O = [Pt (NH3), (H,0),]%" +CI° Ko=3x107 s™ (12h)

o + +
HNw  Cl _!___1.. HiNs,_ oO0H, | 2 | HyNS_ ~OH,
Pt Pt — Pt
2

HNS S AT 0 HNT T OH

T % hloro-aquo disqua
”pK ~7.4 s|| pk —56

2 ore 8-12 ore

+ H + 4+
HaN S, Lon |’ & L[k o~ OH el | HiM A0~ ~NHg

HN < “cs HN OH, HNT ""E/ “NH,
Carica neutra: diffondono nel nucleo o

Formazione di mono-addotti

6| pK,=(7.9)
Carica neutra: diffondono nel nucleo H.N oH |°
. - - 3TN
Formazione di di-addotti ~
H,N“ TOH

Figura 1.3.2.2. c. Meccanismo d’'azione del cisplatino (vedi testo per i dettagli).
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Il primo passaggio prevede la sostituzione di un solo atomo di cloro con H,0 ed & determinante per
la velocita 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), H,0]", & gia in grado di formare monoaddotti
ed essendo carico positivamente € 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 velocita di reazione dell’ ultimo
passaggio sembra piu lenta per il composto trans-DDP (Bancroft et al., 1990). Una differente velocita di

reazione e di cinetica intracellulare € alla base della diversa suscettibilita delle cellule a tali composti.

cl/cl OH/OH

| cicl |=p] rcicnipnal |

‘ 1 1"

Addotti

i Addotti
| H,O/ClI | H,O/CI [DNA]  |==spp (Monofunzionali Bifunzionali
2 ~ > (3/4) (5)
d

184 {I:J 16§ -
= \ Addotti — _
£ 124 bifunzionali (5) % 1.2 \ Ao.ldott|.
E - bifunzionali (5)
& d
& %87 & 084
B Monoaddotti © Monoaddoti

(3/4)
0.4+ o (3/4) i

] 10 20 K1 40 50 0 10 a0 0
Time {h] Time (h}

Fig. 2 Flots of relative concentrations of species observed during reactions of 1 with T(a) and I (h) at 298 K, pH 5.4, Kev: 1. 2, & ¥4, 05,

40 50

Figura 1.3.2.2.d. Reazioni dei composti di Platino. Nel compartimento intracellulare i 2 Cl “vengono persi poiché [ClJintracel < rispetto

[Clextracen, quindi si ha la formazione del composto di idratazione, il cis-[PtCl (NHs), 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 pud 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 e estremamente lento a 37C, quindi il legame del cisplatino
al DNA e cineticamente, piuttosto che termodinamicamente, controllato. Composti contenenti in cis due
gruppi piu labili dei cloruri, quali lo ione nitrato o solfato, manifestano un’elevata tossicita dovuta alla loro
eccessiva reattivita, mentre I'isomero trans, cosi sostituito, € inattivo. Anche i complessi monofunzionali,
[PtCI(dien)]CI] con un solo legante labile, non manifestano alcuna attivita antitumorale (Guo et al., 1997). |
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’attivita 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). E stato dimostrato un fenomeno di sintesi “translesione” di DNA da parte
della DNA-polimerasi p 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 pud agire secondo due vie, e cioé bloccando il ciclo cellulare e
consentendo cosi la riparazione del genoma o, se il danno é grave, attivando i meccanismi che portano

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

1.3.2.3. Reattivita in rapporto alla configurazion e trans

Le relazioni struttura-attivita 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 & stato dimostrato che componenti cellulari di detossificazione, quale il
glutatione reagiscono molto piu 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 attivita, 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 cosi dal tipo di

32



interazione dei complessi cis (Zakovska et al., 1998). E stata recentemente evidenziata l'importanza
dellingombro sterico dei leganti carrier nel meccanismo d'azione dei complessi in conformazione trans
(Natile et al., 2001).

| composti trans con leganti planari amminici, quali il trans—[PtCl,(NH3)(tiazolo)] ed il trans-
[PtCI,(NHs)chinolina)], si legano monofunzionalmente al DNA, con una velocita simile al transplatino ma
formano pit legami intercatena rispetto a quest’ultimo e comunque piu stabili. E stato dimostrato come
'addotto monofunzionale trans-[PtCl,(NHs)(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-[PtCl,(OH),(dimetilammino)(isopropilammina)], Pt(IV) promuove efficentemente legami
intercatena con il DNA e soprattutto rotture a singola catena che sono responsabili della citotossicita su
tumori cisplatino-resistenti (Pérez et al., 2001). | corrispondenti trans —Pt (Il) 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). |
complessi trans-[PtCl,(E-imminoetere),], con proprieta intermedie tra le ammine aromatiche e alifatiche,
manifestano un’attivita antitumorale di gran lunga maggiore degli analoghi cis e le loro proprieta sembrano
dipendere dal gruppo iminoetere. Sebbene questi complessi trans—iminoetere reagiscano molto piu
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 cosi 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’laccumulo 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 I'omeostasi del rame (Katano et al., 2002).
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L'uptake del cisplatino & direttamente proporzionale alla sua concentrazione, non € inibito da analoghi
strutturali e non é saturabile (Gately et al., 1993).1l diminuito accumulo & 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 &
uno dei meccanismi piu importanti di resistenza ed una pompa GS-X, ATP-dipendente per i coniugati con
GS, & in grado di espellere i complessi GS-Pt dalle cellule tumorali. E stato dimostrato come la proteina
MRP?2, 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). E 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 nellomeostasi 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 capacita riparativa da parte della cellula tumorale. La capacita riparativa del danno
prodotto al DNA dal farmaco & importante per stabilire la sensibilita di una linea cellulare: infatti, cellule che
presentano deficit nei meccanismi di riparazione risultano ipersensibili al chemioterapico (Chu, 1994). D’altra
parte un'aumentata capacita riparativa del DNA spesso si accompagna allo sviluppo di resistenza: in linee
cellulari resistenti, infatti, € 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 mobilita
(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 pud 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. E 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 I'evento iniziale dello sviluppo della resistenza al cis-DDP; € 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 &€ 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 attivita 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 huovi composti,
quelli che hanno dimostrato i risultati pit 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 Il 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 &€ 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 capacita di aggirare la resistenza al cis-DDP (Siddik et al., 1993). Il primo di
questi DACH-derivati ad entrare nella sperimentazione clinica € stato I'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. E dimostrato che, nonostante i livelli totali di addotti
Pt-DNA, legami intercatena e DNA-proteina siano significativamente minori per l'oxaliplatino rispetto al
cisplatino, I'oxaliplatino induce morte cellulare piu 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 piu 0 meno avanzata, € da segnalare il JM216 (satraplatino), [bis-
acetatoamminodicloro(cicloesilammino)Pt(1V)] (Kelland et al., 1993), attivo per somministrazione orale e con
attivita superiore al cisplatino sia in vitro su linee cellulari umane di carcinoma ovarico, polmonare a piccole

cellule e cervicale che in vivo.
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Figura 1.3.2.4. Complessi di coordinazione del platino. La struttura base & quella quadrato-planare del Pt(ll). Derivati Pt(IV) possiedono
attivita biologiche meno evidenti. | farmaci piu 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 attivita & 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(ll), data l'alta affinita di legame del Pt per tali basi nucleotidiche (Zipp et al., 1977). E 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 suscettibilita verso i
chemioterapici (ad esempio lo stesso cis-DDP) riducendo i livelli di resistenza (Kondo et al., 1998).
Recentemente differenti risultati concernenti I'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'attivita telomerasica
in modo dose-dipendente. Alla concentrazione utilizzata in tali esperimenti (100 uM) pero’ il cisplatino &
fortemente citotossico, e 'inibizione della telomerasi osservata € una conseguenza della tossicita aspecifica
che modifica I'espressione a livello genico di questo enzima (inibizione della trascrizione di hTERT). E 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) € ricca in G (Horikawa et al., 1999). II
cisplatino € 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'attivita 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 uM) induce un arresto della crescita
simile alla senescenza, senza nessuna inibizione dell'attivita telomerasica (Wang et al., 1998) Il 2,3-
dibromosuccinato[2-(metil-ammino-metil)piridina]Pt(ll), denominato E, ha dimostrato recentemente un
marcato effetto antitelomerasico su una linea cellulare umana di epatocarcinoma, (HepG2, 1uM, ICsq 0.8
MM), ipotizzandone un’interazione diretta con TERT (Furuta et al., 2003). | 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'attivita residua di telomerasi utilizzando questi dati come indicatori dell'attivita citotossica o
come indicatore prognostico (Faraoni et al., 1999). L’ inibizione della telomerasi incrementa I'apoptosi indotta
da cisplatino di cellule di glioblastoma (Kondo et al., 1998). Sia il carboplatino che I'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 I'interesse per i farmaci
a base metallica si & molto diffuso negli anni recenti. | possibili vantaggi nell'uso di metalli di transizione
diversi dal platino sono: siti di coordinazione addizionali; alterazioni dell’affinita di legame; cinetiche di
sostituzione. Dati sperimentali preliminari hanno evidenziato che alcuni complessi organometallici a base di
osmio, pur possedendo una limitata citotossicita, erano in grado di ridurre in modo significativo la capacita
proliferativa di cellule tumorali. Questi composti di osmio differiscono da altre molecole a base metallica

poiché non possiedono proprieta alchilanti (legami intra- e intercatena) e non hanno gruppi uscenti (Figura

1.3.3)).
Sintesi di complessi (u-H)(11,-n?) chinolinici
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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 € attivo in una grande percentuale di tumori e quindi, oltre ad essere un

marcatore tumorale, € 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'affinita del ligando e cinetiche di sostituzione.

1.1. Composti a base di Sali di Ferrocinio

» Valutare la stabilita 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 |l
modello cellulare MCF-7.

» Studiare la possibile relazione stabilita-citotossicita di questa classe di composti.

1.2. Composti a base di Platino

| composti a base di platino (Il) sfruttano la proprieta del Pt di legare ad alta affinita le basi

nucleotidiche ed in particolare la guanina, di cui € 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 subunita catalitica dell’enzima (hTERT).

39



MATERIALI E METODI 1

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

La sintesi dei complessi a base di Sali di Ferrocinio, Platino ed Osmio, oggetto di questo studio, &
stata effettuata nel Laboratorio di Chimica Bioinorganica del Prof.Osella dell’'Universita del Piemonte
Orientale “A. Avogadro”, sede di Alessandria.

1.4.1.1.Composti a base di ferrocinio

B ] ®
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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
e stato utilizzato il tetrafluoroborato (BF,), scelto in base alle sue proprieta non coordinanti e alla possibilita

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(ll),
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, 170, 31P, 195Pt) (Cavigiolio et al., 2000). Le prime molecole sintetizzate
possedevano come gruppi sostituenti del Pt uno o due gruppi isochinolinici. E stato scelto questo sostituente
in quanto la molecola 1(5-isochinolinasolfonil)-2-metil-piperazina (commercialmente nota come H7) si é
dimostrata in grado di inibire la telomerasi (50-100 yM, 48h) (Ku et al., 1997) indirettamente agendo sulla
PKC, responsabile della fosforilazione e attivazione della subunita 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, -NO,, -NH,, o ionizzabili come —SO;H, al fine di modulare la solubilita in solvente acquoso. La
trasformazione del gruppo solfonico in sulfamidico pud rendere ulteriormente simile la struttura (e quindi
probabilmente I'attivita) del braccio reattivo a quella della molecola di riferimento H-7. | derivati bisostituiti
[PtCl,(isochinolina),] mostrano una limitatissima solubilita in soluzioni fisiologiche. Inoltre il forte ingombro
sterico dei due gruppi aromatici in cis, non coplanari, come suggerito da studi preliminari di meccanica
molecolare, puo ostacolarne la diffusione. Composti monosostituiti tipo [PtCl,(NHz)(isochinolina)] sembrano
coniugare una maggiore solubilita con un ridotto ingombro sterico. E noto in letteratura che composti di
guesta natura manifestino una piu bassa tossicita per le cellule, quasi 20 volte minore del cis-DDP (Osa et
al., 1986). Un ulteriore screening ha riguardato molecole il cui gruppo NH; € stato sostituito da altre molecole
azotate (es. piridine) rivelatesi adatte nella progettazione di farmaci cis-platino simili, nella speranza di
ottenere un'aumentata attivita antitumorale dovuta all'effetto sinergico dei due leganti. Sono state prese in
considerazione anche strutture in conformazione trans-Pt (1) poiché questi complessi, come dimostrato in
letteratura, manifestano una citotossicita ed attivita antitumorale anche in linee cellulari resistenti al cis-DDP.
L’isomero trans dipiridina, di cui € gia stata dimostrata la citotossicita (Birbach et al., 1997), e stato utilizzato
come modello per un possibile inibitore dell'attivita telomerasica, anche se, poiché I'RNA nel sito catalitico

dell’enzima € a singola catena, I'intercalazione del legante planare sembrava risultare piu difficile.
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cis trans

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 CI' come
gruppi uscenti e la sostituzione di 1 o entrambe i gruppi NH; con differenti leganti azotati. Sono state utilizzate isochinoline sostituite in

posizione 5 per modulare la polarita, ottimizzando la solubilita ed attivita.

1.4.1.3. Composti a base di Osmio

| composti testati sono stati:
HOs3(CO)g(3-amminochinolina)[P(OCH,CH,Nmesl);]
HOs3(CO)g(chinoxalina)[P(CgH;SO3zH)3]
HOs3(CO)g(chinoxalina)[P(O-CH,CH,N-Mesls]
HOs3(CO)g(3-amminochinolina)[P(CsH,SO3H)4]
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 H,O 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 attivita alchilante sul DNA e alcun gruppo uscente nella loro struttura

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

" NH> ligando 3 -amminochinolinico
QfNj (chinoxalina)

(p-CeHsSO3H)sP

- parte centrale, chimicamente
—— | inerte, di 9 carbonili e 3 atomi
di osmio

una fos fina od un fosfito in

grado di impatrtire solubilita
in solvente acquoso

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

Colture cellulari e trattamenti con i composti orga nometallici

E 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 uM) e p53- wild type. Per confronto si é 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 é in grado di down-regolare I'enzima telomerasi. Le cellule NIH3T3 venivano
seminate ad alta densita (circa 10 °) cosi 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 pug/ml di streptomicina, 100 U/ml
di penicillina e 0.25 pug/ml di anfotericina B e mantenute in condizioni standard (37<C, 5% di CO ,).

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

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

Al termine dei trattamenti la vitalita cellulare veniva misurata determinando I'attivita dell’enzima
mitocondriale succinato deidrogenasi. E 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
37C. Il terreno veniva quindi accuratamente aspirato per togliere I'ecceso di colorante. | cristalli di
formazano venivano quindi solubilizzati con isopropanolo acidificato (0,001 N HCI in isopropanolo assoluto,
0.12M HCI) e misurati spettrofotometricamente a 570 nm (assorbanza del colorante ridotto) con correzione

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

A test __ A test

Vitalita cellulare(%) = —2——%%
A ctrl _ A ctrl

570 690

(100

test timéx) __ Atest timégX)
T _Msr0 690
Vitalitacellularg?)= ctriime(X) _  ctrltime(X)
570 690

(100

Con tale test si procedeva al calcolo dell'ICsg, definita come la concentrazione in grado di ridurre del
50% la vitalita cellulare rispetto al controllo non trattato. | 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). | 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, MgCl, 1,5mM, KCI 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-HCI pH 7,5
10mM, MgCl, 1mM, EGTA 1mM, CHAPS 0,5%, Glicerolo 10%, PMSF 0,1 mM, 2-Mercaptoetanolo 5mM). La
lisi veniva effettuata a 4 T 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 quantita di enzima presente
nellunita di volume nella frazione di lisato veniva dosato il contenuto proteico totale. A tal fine si E utilizzato
un metodo Lowry modificato (micro-Lowry). Per confrontare l'attivita dell'enzima in ogni campione si
normalizzava la quantita di proteine da utilizzare successivamente nel protocollo TRAP.

Dalla letteratura € riportato che la quantita di enzima telomerasi € 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 pg 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 pg/ml a 150 pg/ml. Solitamente
la curva utilizzata si componeva dei seguenti punti: 0, 10, 25, 50, 100, 150 pg/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 H,0, 1 parte di CTC costituito da Na,CO3 0,82 M, CuSO,4 6 mM, Na-Tartrato 8,7 mM) e si lasciava reagire
al buio per 10 minuti a 23 C¢ vortexando per almeno 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 H,O) e si lasciava reagire al
buio per 30 minuti a 23° C agitando per almeno 3 volte. La determinazione dell'intensita 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 cosi ottenuti tutti i

campioni venivano diluiti ad una concentrazione proteica finale uguale (normalizzazione).
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1.4.3. Determinazione dell’attivita 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 € 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 quantita di proteina ottimale per eseguire il protocollo TRAP sono stati eseguiti
esperimenti preliminari, in cui venivano utilizzate quantita di lisato pari a 0,1 pg, 0,25 pg, 0,5 pug, 1 ug e 2.5

pg (Figura 1.4.3.1.a.).

100+

801

60

40

201

% Attivita telomerasica

0.1 0.25 0.5 1 2.5
Hg prot. lisato

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

andamento gaussiano.

Poiché si e dimostrato che I'attivita dell’enzima seguiva un andamento gaussiano con un picco di
attivita a 1 g, questa quantita & stata adottata per i successivi esperimenti. Concentrazioni superiori ad 1 ug
sono probabilmente troppo elevate e quindi si potrebbero verificare fenomeni aspecifici di inibizione non piu
evidenziabili a diluizioni piu alte. La prima fase di elongazione, che utilizza 0.5-1 pg 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 . La reazione di amplificazione veniva rivelata attraverso
lincorporazione di (alfa**P)dCTP (Amersham, UK) e la successiva risoluzione su gel di poliacrilamide

(PAGE). Un controllo interno, IN'TAS (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’attivitd enzimatica.

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

fase di elongazione : questa fase € basata sulla capacita della telomerasi di riconoscere ed elongare in vitro
un oligonucleotide sintetico, denominato TS (telomerase substrate, 5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT-3). La
reazione viene condotta a 23 T in presenza delle 4 basi nucleotidiche trifosfate. In questa fase I'enzima
addiziona un numero variabile di esameri TTAGGG al TS che cosi 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). | 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 é stato disegnato in modo da essere complementare a 4 ripetizioni
telomeriche (5'-TTAGGG),, ma con opportune sostituzioni di base (mismatch), in modo tale da aumentare la
specificita di legame con il terminale 3' della sequenza TS-(TTAGGG), elongata. Tale complementarieta non
assoluta del CX con i vari frammenti elongati di TS, & necessaria per evitare un appaiamento casuale
allinterno del TS elongato e per il posizionamento all’estremita 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 T (temperatura alla quale il DNA si denatura), 30 secondi a 50 T (temperatura in cui
le sequenze si complementarizzano), e 90 secondi a 72 C, temperatura di funzionamento della Tag-
polimerasi (Roche, Germania). Il tampone di reazione era cosi composto: Tris-HCI, pH 8.3, 20 mM, KCL 63
mM, MgCl, 1.5 mM, TWEEN 20 0.005 %, EGTA 1 mM, BSA (albumina di siero bovino) 0,1 mg/ml, TS 0,1
g, dATP, dCTP, dTTP, dGTP, ognuno 50 puM, Tag-polimerasi 2 U, lisato cellulare 1 pl (1pg), [0°] dCTP 2
pCi, CX 0,1 pg. Il primo ciclo serve a far si che la Tag-polimerasi costruisca la sequenza complementare al
solo frammento di TS elongato (1+n esameri), partendo dall'estremita 3’ del CX. In questo modo si ottiene
un DNA a doppia catena che sara 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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1°Fase: Estensione da parte della telomerasi dell’  oligonucleotide TS sintetico

TS RIPETIZIONI TELOMERICHE aggiunte
D AT e O —— Condizioni
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT nnnnnn ag ggttag ggttag sperimentali:
TS 237, 30 minuti
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT“'H'riﬁ.ﬁ'ﬁlﬁlég gottag 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. AnnealingconCXaT=50 <T

TS

................ [
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT nnnnnn ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag

IR T TR Kewn weaes Kern wnnen Kenn

aatc ccattc ccattc ccattccc 5’

I
CX Sequenza di CX:

2°Ciclo e successivi (30 cicl). PCRcon[ o) dCTP A sostituita con T
in 3 dei 4 esameri

TS Upstream
5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT >

< aatc ccattc ccattc ccattccc 5
CX downstream

Figura 1.4.3.2.b . Fasi del protocollo TRAP. Vedi testo per i dettagli. (Kim, 1994).

| 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 I'enzima Tag-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 piu 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). | 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. | campioni erano preparati in un tampone di carica (loading
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buffer) cosi 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+H(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 pl 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 é stato utilizzato un densitometro
(Phosphor Imager GS-250, Bio-Rad) e lo schermo di acquisizione utilizzato era Molecular Imager Imagin
Screen Bl (BioRad). L'intensita della radioattivita delle singole bande era direttamente proporzionale alla
quantita di DNA amplificato che aveva incorporato [a*’JdCTP. Veniva quindi rilevata l'intensita complessiva
di tutta la corsa elettroforetica ottenuta in ogni campione e lintensita era espressa come volume di
attivitd/area di analisi, attraverso il programma Phosphor Analist 1.1. L’intensita complessiva della corsa

elettroforetica era direttamente proporzionale all'attivita telomerasica.

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

La seconda metodica utilizzata per determinare la presenza di attivita telomerasica impiegava una
tecnica derivata dal protocollo TRAP ma che si avvale di uno strumento di amplificazione e contemporanea
rivelazione, 'ABI PRISM 7700 Sequence Detector System, che permette di quantificare in modo accurato
I'attivita 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);CTAACC-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 MgCl,, 10 mM EGTA, 0.2 pg della proteina T4 e 0.5 pg di lisato. La reazione era condotta in
una piastra a 96 pozzetti ed il volume finale della reazione era di 25 pl. La soluzione veniva prima incubata a
25 T 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 € per 10
minuti (al fine di attivare I’'AmpliTaqg Gold polimerasi), quindi si facevano 40 cicli di amplificazione, ognuno
composto da 95 T per 20 secondi, 50 € per 30 seco ndi, e 72 €T per 90 secondi. Il SYBR Green, un
marcatore fluorescente, € 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 ¢ 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 pit precisamente tra il ciclo 3 ed il 15.

L’attivita telomerasica nei campioni era calcolata come valore Ct (valore di ciclo di innesco di
amplificazione), e cioé tanto piu era intensa, tanto piu il valore di Ct era basso. In tutte le reazioni sono stati
inclusi due controlli interni, un vero positivo, e cioé un lisato preparato da un linea di cellule tumorali umane
MCF7 (adenocarcinoma mammario) utilizzato a differenti concentrazioni di proteine comprese tra 1 pg e
0.0016 ug, ed un vero negativo, e cioé 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. | valori di ciclo di innesco dell’'amplificazione Ct erano calcolati
a partire dal plot semilogaritmico di amplificazione (incremento logaritmico della fluorescenza vs il humero
del ciclo corrispondente) e comparato con la curva standard generata dalle diluizioni seriali delle cellule
telomerasi-positive MCF7 (attivita corrispondente a 1000, 100, 10, 1 cellule). L’attivita della telomerasi era
espressa come relativa alle cellule MCF7 (RTA), e cioé 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'attivita dell’'enzima era proporzionale alla sua capacita di formare prodotti in grado di
essere amplificati per mezzo di PCR. Il tempo Ct era inversamente proporzionale alla quantitd 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, quantita di lisato compreso tra 1 pug e 0.0016 pg 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 é il valore

soglia di rivelazione sicura (scarsa positivita + / - , Ct 27), mentre la zona C comungue 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 specificitd della determinazione dell'attivita

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 I'espressione a livello

genico delle componenti dell’enzima, ne sono stati valutati i livelli degli RNA messaggeri. Si & utilizzata la
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tecnica del’lRT-PCR. Essa consiste in una retrotrascizione dellRNA che permette di ottenere la
retrotrascrizione in DNA di tutti i messaggeri presenti nella cellula. | DNA a singola catena ottenuti in questa
fase venivano successivamente amplificati con PCR utilizzando primers specifici per ogni sequenza che si
voleva determinare. Piu in dettaglio, '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
H,O. 6 pug di RNA totale estratto venivano retrotrascritti, utilizzando la trascrittasi inversa AMV-RT
(Boehringer Mannheim, Germania), con primers esamerici random (Pharmacia Biotech, Uppsala, Svezia),
ottenendo cosi iI DNA complementare (cDNA), a singola catena. A questo punto si procedeva
alllamplificazione specifica dei singoli frammenti relativi ai geni di interesse, attraverso amplificazione con
Taq polimerasi (94 € 30 secondi, 60 T 30 secondi, 72 T 60 secondi, 28 cicli; 21 cicli per la B-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)
B-ACTINA 5-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3’ (upstream)
5-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3 (downstream)

La B-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.

52



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 "cellule / ml) e digerite con proteinasi K a 50C per un
minimo di 48 h. Questa procedura veniva adottata per facilitare la fase successiva di completa digestione del
DNA, condotta utilizzando I'enzima di restrizione Hinf | (60 U per 10 ! cellule). Da questa reazione si
ottenevano i frammenti di restrizione terminali del DNA (TRF, 10 6 bp), preservando pero intatta la sola
porzione telomerica del DNA (10 °-10 * bp). | 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),, marcate con %p, quindi analizzati con autoradiografia o
densitometria (Phosphorimager). La lunghezza dei telomeri veniva riferita ad uno standard 1-Hind Il che
permetteva di stabilire le esatte dimensioni in bp ed i dati venivano analizzati mediante analisi quantitativa

dellimmagine.

Determinazione del danno ossidativo al DNA cellular e in vitro

Il danno ossidativo sul DNA, dovuto alla generazione di specie reattive all’ossigeno (ROS), & stato
determinato misurando la presenza di residui di 8-oxoguanina (De Zwart et al., 1999) con I'utilizzo di una
specifica sonda. Questo metodo consente una diretta quantificazione dell'attivita di ROS nelle cellule. Le
cellule venivano trattate per 30 minuti con i composti dissolti in terreno completo alle concentrazioni di 10,
10° e 10° 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 € 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 &

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

Determinazione della stabilita 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
2Ezg—»zElu), e il responsabile della colorazione verde-blu di questi complessi. Per alcuni ferrocini, tale banda
di assorbimento, tuttavia, € poco intensa. Percio, a causa della scarsa solubilita dei complessi in ambiente
acquoso, non puo essere utilizzata per lo studio cinetico della degradazione del complesso. Per eseguire le
misure di stabilita abbiamo perciod preso in considerazione la banda di assorbimento che cade attorno ai 250
nm e che corrisponde ad una diversa transizione LMCT (1ey, - 2€,).

Al valore massimo di assorbanza, letto attorno a 250 nm, & 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 €& necessaria per eliminare ogni corpo solido,
insolubile o non ancora solubilizzato, che potrebbe alterare le misure di assorbanza. Sulle soluzioni cosi
preparate € stato registrato lo spettro UV-visibile e I'assorbanza del picco massimo nell'intervallo tra 200 e
300 nm & stata considerata come valore al tempo zero. In seguito si sono registrati gli spettri UV-visibile a
tempi via via piu lunghi fino ad un massimo di 50 ore. Come indice di stabilita del composto in esame si &
utilizzato il rapporto tra I'assorbimento iniziale e quello dopo 450 minuti (Agm / Assom) perché in questo
intervallo di tempo si ha la massima velocita 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 (Vasquez-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 HNO; 0.5 % e
staccate dalla piastra mediante I'utilizzo di spatole piatte per colture cellulari (scraper). | lisati cosi ottenuti

venivano liofilizzati e quindi risospesi con HNO3 puro (500 pL /10° cellule). I campioni venivano quindi trattati
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a caldo (120 <) sotto cappa chimica fino a completa 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. | controlli interni di determinazione di standard a concentrazione nota

venivano eseguiti ogni 10 iniezioni.

Determinazione dell'uptake dei composti del Platino (ICP-MS)

E stato valutato I'uptake e '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 0.1uM. 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% NacCl fredda, tripsinizzate e la sospensione
cellulare ottenuta veniva centrifugata in soluzione salina ad 800xg per 5 minuti a 4C. | pellets venivano
risospesi in volume appropriato di H,OmQ 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% HNO; e
mineralizzate a 120 C. | campioni di Pt venivano dissolti in 2ml di HNO3; 2% addizionato di 50ug/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 I'lCP-massa (X5 Series Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometer, Thermo Optek), determinando l'isotopo pit abbondante del Pt e I'indio

rispettivamente a m/z 195 e 115.

Determinazione del coefficiente di partizione ottan olo/H ,0 (Po/w)

E stato calcolato il Log Po/w come misura della lipofilicita dei composti, quale indicatore della loro

abilita nell'attraversare la membrana cellulare. Esiste una correlazione tra l'uptake e il grado di lipofilicita dei

leganti carrier (Platts et al., 2001). Tale coefficiente, originariamente espresso come partizione olio

d’oliva/H,0, riflette la solubilita relativa del composto in n-ottanolo (rappresentante il doppio strato lipidico
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della membrana cellulare) e I'H,O (il solvente intra- ed extracellulare). E stato utilizzato il metodo Minick’s:
cromatografia liquida a fase inversa ad alta performance (RP-HPLC) utilizzando una miscela H,O-metanolo.
Le condizioni di cromatografia erano: gel di silice C18 (ODS) come fase stazionaria; una fase mobile
contenente quantita variabili di HCOOH 15mM e MeOH; flusso 0.75ml/min; eluizione isocratica, misura UV-

visibile a 210 nm.

Analisi statistica 1

| 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. Stabilita dei composti del Ferrocinio

Lo studio della stabilita dei sali di ferrocinio € 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
guest'ultima ha subito radicali trasformazioni. Prima di eseguire le prove biologiche, quindi, abbiamo valutato
la stabilita 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 solubilita in
ambiente acquoso non &€ molto elevata. La solubilita dei sali di ferrocinio & stata stimata, valutando
“visivamente” in soluzioni a concentrazione crescente, la completa dissoluzione del corpo di fondo solido.
Questa prova, semplice ed immediata, € stata eseguita per verificare se i composti presentassero una

solubilita 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 Solubilita (M)
Fc’ 10°
DEMFc” 10°
DIMFc* 10°
CAFc™ 10°
BAFc” 5x10°

Tabella 1.5.1.1.a. Solubilitd 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 solubilita in acqua paragonabile a quella del ferrocinio, impiegano alcuni
minuti per sciogliersi completamente. Per i ferrocini con sostituenti acidi & stata riscontrata una minore
solubilita, in particolare per il ferrocinio acido carbossilico.

La stabilita dei sali di ferrocinio in ambiente acquoso € 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". | dati ottenuti mostrano stabilita 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 deif\)(r:\(i]zuzilta T%rnp:oge Tﬁgg(ége Tampone Fosfato
Aom ! Assom Aom ! Assom Aom [ Agsom Aom ! Assom
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 0,99 119 1,36

Tabella 1.5.1.1.b. : Confronto fra gli indici di stabilita dei cinque sali di ferrocinio, nelle quattro condizioni sperimentali studiate. Come
indice di stabilita del composto in esame si € utilizzato il rapporto tra I'assorbimento iniziale e quello dopo 450 minuti (Aom/ Assom) perché

in questo intervallo di tempo si ha la massima velocita di degradazione.

Tutti i composti hanno manifestato una maggiore stabilita a pH acido, confermando i dati presenti in
letteratura, nei quali viene dimostrata I'influenza degli ioni OH™ nel processo di degradazione del ferrocinio.

| 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 piu lenta che a pH fisiologico. Il comportamento di
questi sali, pud essere attribuito al carattere polare ed elettron-attrattore dei sostituenti presenti sugli anelli
ciclopentadienilici del complesso che, favoriscono I'interazione con le molecole di acqua e, esaltando la
carica positiva presente, rendono il complesso piu facilmente riducibile. Il ferrocinio non sostituito ha
mostrato una stabilita intermedia in tutte le prove eseguite, unita ad una scarsa dipendenza dal pH della
soluzione.ll decametilferrocinio, stabilizzato dai sostituenti metilici, che mascherano la carica positiva del
complesso per iperconiugazione, si & dimostrato stabile in tutte le misure effettuate, indipendentemente dal
pH. Il 1,1’-dimetilferrocinio, stabile nei tamponi a pH fisiologico, € invece apparso parzialmente instabile a pH
acido. Questo comportamento controtendenza € difficilmente spiegabile, considerando che il complesso non
ha gruppi dissociabili e dovrebbe essere stabilizzato dalla presenza dei due gruppi metilici. Analizzando pero
solamente i primi 450 minuti della cinetica, la sua velocita 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 € molto importante perché ci permette di fare una previsione, seppur
grossolana, sulla stabilita dei sali di ferrocinio nellambiente biologico in cui si svolgono le prove di

citotossicita.
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Figura 1.5.1.1. Stabilita dei composti in funzione del pH e della natura del tampone utilizzato. La decomposizione dei complessi € stata

seguita attraverso il decremento della banda di assorbenza LMCT (lelu —2elg) (Shon et al., 1971). che cade nell'intervallo 250-300

nm): a) il decametil-ferrocinio & il composto piu stabile indipendentemente dalle condizioni sperimentali, b) il ferrocinio si mostra sempre

instabile con scarsa dipendenza dal pH della soluzione, c) I' 1,1'-dimetil-ferrocinio mostra, almeno fino a 450 minuti, una stabilita

intermedia tra quella del ferrocinio e quella del decametil-ferrocinio, d) i ferrocini con sostituenti protonabili presentano una stabilita

fortemente legata allambiente sperimentale e sono molto instabili a pH fisiologico, e) Fc+ é risultato instabile in tutti i tipi di tampone

utilizzato .A corrispondente al decremento della massima assorbanza: Fc+: A= 251 nm; DEMFc+: A= 278 nm; DIMFc+: A= 257 nm;

CAFc+ : A= 257 nm; BAFc+: A= 252 nm. Per un confronto diretto dei dati sperimentali ottenuti, le misure registrate sono state

normalizzate portando a 2 AU I'assorbimento della soluzione al tempo zero.
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1.5.1.2. Citotossicita 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 pM 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 piu
stabile, ha indotto la maggiore inibizione della crescita tumorale nelle MCF-7.

La ICsy calcolata € stata di 37+4 uM, con una dose-risposta nel range 5-100 puM. Tutti gli altri
composti del ferrocinio hanno dimostrato citotossicita minore con una ICsq calcolata di circa 300 yM.

Ulteriori test di citotossicita sono stati condotti per determinare la relazione durata del trattamento-attivita

citotossica, in particolare con il composto DEMFc+, risultato essere il piu stabile e attivo.
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COMPOSTO [UM]DEL | VITALITA VITALITA CELLULARE vs 1Cs0 [UM]
COMPOSTO |CELL. (%) (a,b)] CONCENTRAZIONE DEL COMPOSTO (a,c)
. 120%
Fe o5 10—
5 100% (25) | g
10 8% (27) |3 o \
50 100% (15) |g &% \ 330 (26)
Fe  |BFS 100 99% (12) [E 40% \
500 13% (10) 20% Y
i ! 0% . .
L | 1 10 100 100M
120
DIMFc* _ 100 —
5 99% (16) [€ ™~
. 10 100% (19) |8 \
oG 50 93% (13) |£ o0 \ 320 (19)
Fe | BFS 100 90% (16) |> 40
' 500 17% (20) 20 L
L 2> cn,
O T T
1 1 10 1000 pM
120%
DEMFC+ 100% &
. 5 100% (18) | 2 goos \e
CHy 10 88% (10) |3 \
%}{;37% 50 329 (13) | 5 ° N\ 37 (15)
CHY gy CHs | pe] 100 10% (14) | & 0% "
Ch— CHy 500 11% (11) 0%
C@cm o2
Hy 0% T T
1 10 100 1000 UM
. 120%
CAFc 100%]
5 100% (15) |_ - N
o e 10 98% (19) |3 5% \
¢ 50 97% (13) |£ 60% 340 (16
=7 ToH 100 97% (10) |§ 40% \ (16)
| & BFY 500 17% (13) 20% l—
L'@ 0% . .
1 10 100 1000 ym
BAFc” 120%
100%
5 102% (20) | € .., — ‘i
r 1 10 101% (17) |3 ? \
50 101% (14) | = ©60% 310 (17)
100 98% (10) ‘_;E 40%
500 8% (7) 20%
| | 0% T T
1 10 100 1000 M

Tabella 1.5.1.2.a.: Screening dei composti: trattamento delle cellule MCF-7 per 48 h (5-500 pM). Determinazione della vitalita cellulare

con il metodo MTT (vd. Materiali e metodi). a: valore medio di 3 esperimenti indipendenti. Il limite di confidenza e 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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Vitalita cellulare (%)

Un test prevedeva il confronto tra l'attivita del Decametil-ferrocinio vs Ferrocinio (Figura 1.5.1.2.;
Tabella 1.5.1.2. b). Le proprieta 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.

125

CHa ®
10 i —
= Fe Cts | BF}
751 C CHy
cﬁ‘@&cm
Hs
501
Decametilferrocinio
o] tetrafluoroborato

2h 12 h 24 h 48 h
Tempo di trattamento (h)

125

O 10 microM B 50 microM B 100 microM O 500 microM

100

757

Fe BF,

Vitalita cellulare (%)

Ferrocinio tetrafluoroborato O

2h 12 h 24h 48 h

Tempo di trattamento (h)

0 10 microM @ 50 microM B 100 microM O 500 nicroM

Figura 1.5.1.2. Vitalita 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 uM. 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 & 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 vitalita 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

probabilita del 90% (P = 0.1, t,e0 = 2,920).

| dati ottenuti confermano una pit marcata attivita 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 uM per tempi variabili 2, 12, 24, 48 h, ha indicato
una marcata citotossicita del DEMFc" strettamente dipendente dai tempi di esposizione. La diminuzione del
valore di ICsy corrispondente alllaumentare del tempo di esposizione delle cellule al composto DEMFc+
indica infatti una tempo dipendenza dell’effetto citotossico. | ferrocini tetrafluoroborati funzionalizzati (Fc*
aldeidico, carbossilico ed acetico) hanno un effetto limitato alle prime 12 h di esposizione, probabilmente in
conseguenza della sua dimostrata instabilita in tamponi e condizioni fisiologiche.

Dose-dipendenza dell'effetto antitumorale : & stata dimostrata per il DEMFc® nellintervallo di

concentrazioni 5 — 100 yM mentre gli altri composti sono attivi solo a dosi molto superiori (500 uM).

Tempo di
Composto ICso (M) ™ ®
trattamento (h)
2 86 (11)
12 74 (3)
DEMFc”
24 58 (13)
48 35 (6)
2 308 (37)
12 238 (34)
Fc*
24 256 (23)
48 249 (10)

Tabella 1.5.1.2. b. Citotossicita di DEMFc+ e Fc+ su cellule MCF-7 trattate in fase di crescita logaritmica per 2, 12, 24, 48 h: valori di
ICs. Dopo il trattamento le cellule venivano lavate con terreno fresco. A: valore medio di tre esperimenti indipendenti. | 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 €

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+, € risultato in grado di aumentare il livello di 8-0xoG ed indurre uno stress ossidativo nelle
cellule MCF-7 trattate alle concentrazioni 10°,10®° e 10” 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).
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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 & stata misurata con il citofluorimetro (FACS). Il numero delle cellule e
espresso come numero di eventi (asse delle y) vs l'intensita di fluorescenza della sonda per I'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 gia stato dimostrato come il composto
CAFc+ in soluzione acquosa fosse in grado di produre radicali liberi, probabilmente responsabili della sua

citotossicita.

1.5.1.4. Spin trapping per definire le specie radic  aliche coinvolte nel meccanismo di azione
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Per definire meglio le specie radicaliche (idrossiliche e radicali superossido) coinvolte nel
meccanismo di citotossicita 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; Tabbi et al., 2001; Duling D. R., 1994). | dati ottenuti da
gueste analisi confermano la capacita 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 I'unico operante, si € voluto controllare se la produzione
radicalica fosse in accordo con la degradazione osservata tramite spettroscopia UV-visibile. Fc*, composto
instabile, dovrebbe produrre una quantita di radicali maggiore di DEMFc", composto stabile, nello stesso
intervallo di tempo. Una stima della quantita di radicali prodotti pud essere ottenuta per doppia integrazione
dei segnali ESR misurati. In questa valutazione bisogna pero tenere conto che non stiamo osservando
direttamente il radicale prodotto ma un suo addotto con lo spin-trap. Questi addotti sono sicuramente piu
stabili dei radicali primari che vengono “intrappolati” ma restano comunqgue specie radicaliche con un tempo
di vita breve rispetto alla cinetica osservata tramite spettroscopia UV-visibile (DMPO-OH t;, = 2.6 ore). Non

€ quindi possibile ipotizzare un accumulo in soluzione di questi addotti per tempi lunghi Considerando

guanto appena esposto, lo studio é stato limitato ai primi 90 minuti di incubazione (Figura 1.5.2.4.).

—m— DEMFc’
—e—Fc’

/.

16500 +
15000 +

13500 4

12000 - /
4 L)

o
10500 4 /
1 [ ]
9000
T T T

. . . .
20 40 60 80 100
Tempo (minuti)

Integrale doppio (AU)

o -

Figura 1.5.1.4. Confronto della produzione di radicali tra Fc* e DEMFc'. La quantita di radicali prodotta & stata stimata con la doppia

integrazione dei segnali ESR misurati.

Come si puo osservare in Figura 1.5.1.4, solo per tempi molto brevi l'intensita 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 piti velocemente di quello di DEMFc” confermando I'andamento di stabilita osservato tramite le misure
UV-visibile. Il buon accordo tra la stabilita 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 (I'equilibrio € raggiunto in 30 minuti).

1.5.2.Complessi del Platino

1.5.2.1 Screening di attivita antitelomerasica in u  n test su enzima estratto (test biochimico)

Per valutare l'efficacia di tutti i composti sintetizzati € 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. | % INIBIZIONE Interferenza con
(M) TELOMERASI Taq polimerasi
(+ 0 — del 5%)
K[PtCl spy] 10 6
H.O 107 8 B
Tricloro-pirrolidina Platinato (Il) di potassio 107 8
K[PtCI3 (isoq)] 10-11 8
H20 10-9 8 _
TricloroisochinolinaPlatinato (l1) di potassio 10-7 11
Cis-[PtCl ; (isoq) 2] 10 2
DMSO | 107 1 +
Cis-dicloro-his (isochinolina)platino (ll) 107 10
Cis- [PtCl ;NH; (isoq)] 10™" 5
DMSO | 10° 5 +
Cis-(amminodicloro-Isochinolina) platino(ll) 107 3
Cis-[PtCl »py (isoq)] 10 3
DMSO | 107 5 +
Cis-dicloro piridina-lsochinolinaplatino (Il) 107 5
Cis- [PtCl ;py (5-OH-isoq)] 10™" 8
Cis-dicloropiridina-5 —idrossiisochinolina DMSO 107 4 +
platino (I1) 107 10
Cis-[PtCl 2py (5-NH »-isoq)] 10 4
Cis-dicloropiridina(5amminoisochinolina) DMSO 10° 17 +
platino (I1) 107 18
Cis- [PtCl zpy (5-NO 2-isoq)] 10™" 5
Cis-dicloropiridina (5-nitroisochinolina) DMSO 107 7 +
platino (I1) 107 11
Cis-DDP 107 0
Cis-diclorodiammino platino (I1) H.0O 10° 0 0
(cisplatino) 107 0
Cis-[PtCl,py (5-SO3H-isoq)  Ptquin8 10™" 9
Cis-dicloropiridina (5-solfonilisochinolina) H.O 10° 21 +
platino (1) 107 35
Trans-DDP 10 0
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DMSO | 10° 0 0
Trans-diclorodiammino platino (Il) 107 0
Trans- [Pt (py) 2.Cl,] Trans-PtPy 10™" 20

DMSO | 107 26 +
Trans-diclorodipiridinaplatino (I1) 107 20
Cis-[Pt (py) 2Cl2] Cis-PtPy 10 13

DMSO | 107 26 +
Cis-diclorodipiridinaplatino (II) 107 36

Tabella 1.5.2.1. Valori riferiti all’attivita inibitoria della telomerasi in un test biochimico dei principali composti del platino valutati in

questo studio.

Si pud osservare come il cisplatino ed il transplatino non siano risultati in grado di inibire
direttamente la telomerasi, e ci0 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'attivita 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 Ptquing, il trans- PtPy ed il cis- PtPy

(Figura 1.5.2.1)).

=
! | | X 7 |
cl N
e N A cl N
C|/ \N AN /Pt\ \Pt/
| cl N| X a”” S
F _ | P
SO3H
PtQuin8 Trans-PtPy Cis-PtPy

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 I'attivita telomerasica in modo dose-dipendente (9+4% - 35+3%)
rispetto al controllo non trattato, nell'intervallo di concentrazioni 10™'-10"'M. Un effetto dose-dipendente era
evidenziabile anche per il composto Cis-PtPy(13% - 36%, rispettivamente per la concentrazione 10M™M 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'attivita della Taq polimerasi in seguito all’'aggiunta del composto (da
10" a 10'M) 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. | dati ottenuti non hanno dimostrato un’interferenza significativa sul sistema di amplificazione

indicando un’azione inibitoria specifica e selettiva dei composti sulla telomerasi.

Contr 107 10° 10 WM™

p—— -, Ll -
(Molaritd) | % inibizione _ : Sl Bl
Ptquin8 Telomerasi
remer ) e
0™ (9+4)% e S T
10° (21+3)% i
107 (35+3)% e I v e
n=3. | dati sono espressi come media + _ SD. o -
. s o
P "

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’attivita telomerasica, rappresentato dall’addizione di unita
esameriche multiple al telomero sintetico TS. Vi sono variazioni di intensita complessiva delle bande. L'intensita della radioattivita delle
bande era direttamente proporzionale alla quantita di DNA amplificato che aveva incorporato a32 dCTP. Veniva quindi rilevata
l'intensirta complessiva di tutta la banda elettroforetica ottenuta in ogni campione ed espressa come volume di attivita/ area di analisi.

L’intensita complessiva della banda elettroforetica era direttamente proporzionale all’attivita telomerasica.

1.5.2.3. Effetti di composti Pt(Il) sulla vitalita  di cellule MCF-7 dopo trattamento continuo di 24 h

Venivano calcolati i valori di ICso dopo 24h di trattamento con i composti alla concentrazione 0.1 uM,

seguite da 48 h di recovery in terreno completo fresco (Tabella 1.5.2.3.).
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Complessi- Pt(Il) ICso UM
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% nellintervallo di
concentrazione 107-10™ M, progressivamente decrescente a concentrazioni piu basse: (21+6)% per 108M e

(12+£7)% per 10°M (Figura 1.5.2.4)).

Contr 10° 107 10° M
100~
7 907
— =3
© 807 n
E 701 p<0.01
£ 601 . «
© *
o 40
o 30‘
N T
:5 20
£ 104
X 0 1 — -
9 8 7 6 5 4  -Log[M]

Figura 1.5.2.4. Tipico esperimento di TRAP ASSAY risolto su PAGE.

cis-PtPy: era evidenziabile un’inibizione pari a ~40% per la concentrazione 10° M e ~del 49% per

10" M, significativo

69



Trans -PtPy: l'effetto di inibizione telomerasica era di ~21% fino a raggiungere il valore di ~47%
rispettivamente con il trattamento alla concentrazione 10°M e 10'M, evidenziando una buona dose-

dipendenza dell’effetto di tale composto.

1.5.2.5. Effetti di Ptquin8 sulla vitalita 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° e 10°
* M. Erano rilevabili effetti citotossici significativi solo a concentrazioni maggiori di 10° M. In seguito a tale
osservazione si & deciso di utilizzare le concentrazioni 10° e 107 M per ottenere significativi effetti

specificamente dovuti all'inibizione della telomerasi e non a citotossicita aspecifica.

1.5.2.6. Effetti di Ptquin8 sulla telomerasi di cellule dopo trattamento conti nuo a lungo termine, 30gg

Cellule MCF-7: [lattivita 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'M 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° M comportava una lenta ma costante inibizione telomerasica (circa del 15%)(Figura 1.5.2.6.a.).

40 -

35
n=3

30 - I *p<0.01

25 - *

O 107 M

20 -
Il m 10r-9M
15

10 -

% INIBIZIONE TELOMERASICA (MCF-7)

4 24 e 10 20 30

ore giorni TEMPO

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 densita (106 cellule/piastra) e lasciate crescere a
confluenza per 48 h. Dal momento (T,) di piena confluenza, venivano lasciate in piastra per 14 giorni senza
sostituire il terreno. Ad intervalli regolari (ogni 2 giorni) venivano lisate e I'attivita residua telomerasica veniva
misurata con il TRAP assay. | valori venivano calcolati considerando T, come livello di riferimento (100% di
attivita telomerasica). Si osservava che I'attivita 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'attivita 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 I'attivita telomerasica: infatti, in seguito a trattamento con 10" M
al’l8giorno I'attivita telomerasica residua era ~20% fino ad attestarsi su valori di ~10% al 14° gior no;
linibizione attuata dal composto alla concentrazione 10° M era di minore entita, circa del 40% dall'8giorno
fino al 14° La risemina delle cellule confluenti all’8° giorno a bassa densita, facendo perdere alle cellule
l'inibizione da contatto, comportava un incremento rapido dell’attivita 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’attivita telomerasica (Figura 1.5.6.5.b. e c.).

Giorni di confluenza

0 1 2 4 8 10 14 18

Figura 1.5.2.6.b. PAGE risultante da test Trap assay condotti per evidenziare la down-regolazione dell’attivita telomerasica di cellule

NIH3T3 al raggiungimento della confluenza.
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Figura 1.5.2.6.c. Trattamento con Ptquin-8 (107 e 10°M) di cellule NIH3T3: inibizione del ripristino dell’attivita telomerasica dopo

risemina.

1.5.2.7. Effetti di Ptquin8 (10'9 e 10" M ) sulla capacita proliferativa e risposta apoptot ica di cellule

dopo trattamento di 30gg

Cellule MCF-7 : Ptquin8 era in grado di ridurre la capacita 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 ° M si osservava un valore stabile di circa 10% dal
21°al 28giorno. 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 vitalita. Al 30°giorno non

vi erano piu cellule vitali (Figura 1.5.2.7.a e b).
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Figura 1.5.2.7.a .Effetti di Ptquin8 (10°e 107 M) sulla capacita proliferativa di cellule MCF-7 dopo trattamento di 30gg.

Cellule NHI3T3: in seguito a trattamento con Ptquin8 (10 M )non si osservava alcun effetto sulla
capacita proliferativa e sul livello di confluenza dei monostrati cellulari e non erano evidenziabili nuclei

apoptotici fino ad oltre 30 giorni di continua esposizione.

Controllo giorno 0 30°giorno

18°giorno

Figura 1.5.2.7.b. Test di apoptosi su cellule MCF-7 trattate con Ptquin-8 (107 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 vitalita. Al 30°giorno non vi erano piu cellule vitali.
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1.5.2.8. Effettidi Ptquin8 (10" M) sulla lunghezza telomerica di cellule MCF-7

E 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.).

GIORNI

0 14 21 30

23130 bp  —

9.416 bp
6.557 bp

4361bp  =—

2.322 bp
2.027 bp

Figural.5.2.8. Risultato di un esperimento di Southern blot per la determinazione della lunghezza telomerica. Le bande erano marcate
con sonde radioattive (*P) telomero-specifiche (TTAGGG),. 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. Hindlll € 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. | dati venivano normalizzati con I'espressione dell’housekeeper (3-actina.
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5.2.10. Determinazione dell'uptake dei composti del platino con ICP-MS

| dati ottenuti in seguito a trattamento continuo per 24 h di cellule MCF-7 alla concentrazione 0.1 yM
di una serie di complessi Pt(ll) 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.

Uptake di Pt Concentrazione
complesso-Pt(11) Grado di accumulo
ng Pt/mg proteina | intracellulare ( M)

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 yM di una

serie di complessi Pt(ll).

In letteratura spesso l'uptake e lI'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
guella 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 pyL/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 uM). 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 allincremento, 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 uM, 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).
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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

M.

1.5.2.11. Determinazione del coefficiente di partiz  ione ottanolo/H ,0 (Py/w)

Si é evidenziata una correlazione tra il coefficiente di partizione ottanolo/H,O, misura della lipofilicita
del composto, e l'uptake del Pt. Tutti i composti testati con leganti cloro e dicarbossilici erano poco lipofilici
(Log PO/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 lipofilicita (-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 lipofilicita simile al cisplatino, cosi 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).

76



2,5

A
S 201 ~ | o cisplatino
S L5 @ Oxaliplatino
g y =0,4998x 15851 B Carboplatino
s 1,0 R2=0,8013 ] A Ptquin-8
g \ o Cis PtPy
0.5 A Trans PtPy
0,0 ‘ ‘ | <
0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

- log P o/w

Figura 1.5.2.11. Liposolubilitd di composti del platino. Contenuto di Pt come funzione dei valori di Log Po/w. Cisplatino (),

carboplatino (M), oxaliplatino (@), Ptquin8 (A), cis-PtPy (#), trans-PtPy (A) uptake ( ng platino / mg proteina).

1.5.3. Complessi dellOsmio

Tra tutti i composti testati solo il complesso HOs3(CO)q(3-amminochinolina) [P(CgH,SO3zH);] ha rivelato
interessanti caratteristiche mentre tutti gli altri si sono dimostrati citotossici in vitro su cellule MCF-7 a
concentrazioni comprese tra 10°-10° M e con attivita 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)q(3-amminochinolina)[P(CgH4SOsH)3].

1.5.3.1. Effetto di HOs 3(CO)¢(3-amminochinolina)[P(C sH,SOsH);] sull’enzima telomerasi estratto

Tale composto era in grado di inibire l'attivita telomerasica del (56+3)% al (34+7)% rispetto al

controllo non trattato, nell'intervallo di concentrazione 10” -107M, con evidente stretta dose-dipendenza

dell'effetto (Figura 1.5.3.1.).
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Figura 1.5.3.1 . Effetto di HOs3(CO)e(3-amminochinolina)[P(CsH1SO3H)3] sull'enzima telomerasi estratto (test biochimico tipo 1).

1.5.3.2. Effetto di HOs 3(CO)¢(3-amminochinolina)[P(C sH4;SO3sH);] sulla Taq polimerasi

Al fine di evidenziare possibili interazioni aspecifiche del composto con il sistema di amplificazione
dei prodotti di reazione della telomerasi, si € ricorsi ad un test biochimico (di tipo 2). Si determinava I’ attivita
della Tag polimerasi in seguito all’ aggiunta del composto (da 10* 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. | 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.).
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Figura 1.5.3.2. Effetto di HOs3(CO)s(3-amminochinolina)[P(CsH4SOsH)s] sulla Taq polimerasi.
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1.5.3.3. Effetti di HOs 3(CO)o(3-amminochinolina)[P(C sH,;SO3sH);] 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). | risultati ottenuti indicavano un’attivita antitelomerasica compresa tra il (62+3)% ed
il (25+3)% rispetto al controllo non trattato, nell'intervallo di concentrazioni 10°-10"° M, dose- dipendente. Tali

dati erano in accordo con quelli ottenuti nel test biochimico 1 (Figura 1.5.3.3.).
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Figura 1.5.3.3. Effetti di HOs3(CO)q(3-amminochinolina)[P(CsH4SO3H)s] sulla telomerasi di cellule MCF-7 dopo trattamento di 24 h.

1.5.3.4. Effetti di HOs 3(CO)q(3-amminochinolina)[P(C sH;SOsH)s] sulla vitalita di cellule MCF-7 dopo
trattamento di 24 h. Non é stato evidenziato alcun significativo effetto citotossico alle diverse concentrazioni

utilizzate (intervallo 10°-10"° M) (Figura 1.5.3.4.).
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Figura 1.5.3.4. Effetti di HOs3(CO)e(3-amminochinolina)[P(CsHsSO3H)3] sulla vitalita 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 attivita antiproliferativa. | derivati del ferrocene , bis (ns ciclopentadienile) ferro (ll), in
vitro ed in vivo non mostrano alcuna attivita antitumorale, a differenza dei loro corrispondenti sali di
ferrocinio (Fe"'-nS[C5H5]2+) X Fe, (Kopf-Maier et al., 1984; Houlton et al., 1991; Motohashi et al.,1990; Kopf-
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’attivita citotossica modulabile variando il tempo di trattamento, e

dose-dipendente. Il ferrocinio, invece, non presenta questo tipo di continuita 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 & troppo elevata
per ipotizzare una futura applicazione in clinica di tale composto. Il decametil-ferrocinio, pur avendo un
valore di ICs, abbastanza elevato, € comunque il piu attivo dei Sali di Ferrocinio testati, e I'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 citotossicita sembra
quindi strettamente correlata alla loro stabilita chimica. Infatti, per i composti stabili, come il DEMFc", si pud
ipotizzare che nel citosol possa avvenire una produzione lenta e costante di specie radicaliche [radicali
idrossilici e superossidi, come dimostrato da misure ESR (Tabbi et al., 2001) con la tecnica dello spin-
trapping]. Esse quindi, sarebbero responsabili della citotossicita osservata e la loro produzione dipendente
dallo stato di ossidazione +3 dell’atomo di ferro centrale. Il DMFc’, che mostra una trasformazione radicalica
pit 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 I'effetto citotossico "finale" dipende dal tempo di esposizione delle cellule
alla produzione di tali specie.

| ferroceni piu instabili, invece, potrebbero subire la trasformazione radicalica gia all’esterno, che si

traduce in una rapida attivita 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, cosi come € stato direttamente
dimostrato mediante analisi al FACS per il composto DEMFc+. E stata quindi dimostrata una diretta

correlazione tra I'attivita 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 attivita
antitelomerasica presente a dosi molto basse (10°e 107 M), la scarsa tossicita cellulare e la buona solubilita
in solvente acquoso e stabilita in condizioni fisiologiche. L'osservazione che Ptquin8 induce un rapido
decremento dell'attivita 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 & down-regolata con il raggiungimento della confluenza,
il composto induce una rapida riduzione dell'attivita telomerasica, supportando cosi lipotesi di una
interazione diretta con I'enzima.

Nonostante non si raggiunga un’inibizione totale dell’attivita 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 capacita proliferativa che risulta progressivamente ridotta ma cosi non la
loro vitalita. Ptquin8 infatti causa apoptosi solo in seguito a trattamenti a lungo termine. Gli effetti non
significativi dei trattamenti sulla risposta apoptotica e capacita proliferativa osservati per la linea NHI3T3
possono essere spiegati considerando la sua origine murina, quindi caratterizzata dal possedere telomeri
molto pit lunghi (Lejnine et al., 1995) delle cellule umane come appunto le MCF-7.

Non e stata rivelata una significativa correlazione tra i valori di ICsq e sia l'uptake che I'accumulo di
Pt, come gia dimostrato per il cisplatino (Mishima et al., 2002). | ligandi piridinici di cis- e trans-PtPy
potrebbero rendere tali isomeri lipofilici favorendo la diffusione passiva attraverso la membrana, giustificando
cosi 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
pit bassa polarita intrinseca della geometria trans rispetto alla cis e comunque € in accordo con i dati della

bibliografia su altri tipi cellulari e altri composti. Nel caso di Ptquin8 la lipofilicita dei leganti piridina e
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isochinolina risulta controbilanciata dal gruppo solfonico ionizzabile, cosi che il grado di accumulo ed uptake

risulta minore dei composti piridinici e comparabile al cisplatino, ma con un ICsy di molto superiore.

| possibili sviluppi dello studio di questo tipo di composti consistono nei seguenti aspetti:

» determinare [l'effetto antitelomerasico e I'eventuale citotossicita di nuovi composti derivati dalla
sostituzione nei carrier groups dei composti [trans-dicloro-dipiridina-Pt(I1)] ed il corrispondente isomero cis
con gruppi solfonici atti a ottimizzarne la solubilita in ambiente fisiologico. Si eviterebbe cosi I'uso del
cosolvente DMSO, che potrebbe causare un effetto aspecifico sia di citotossicita che di inibizione della
telomerasi

» disegno e sintesi di derivati ormonali a base di platino, in grado di direzionare I'effetto citotossico del

metallo selettivamente nelle cellule neoplastiche ormone-dipendenti.
Recentemente €& stato elegantemente dimostrato che [lattivita della telomerasi viene modulata
positivamente attraverso l'espressione diretta di hTERT indotta da estrogeni. Infatti, sulla sequenza 5'-
prossimale del promoter € stato identificato un "estrogen responsive element" (ERE) che € in grado di
legare il recettore per estrogeni di tipo a (ERa) (Misiti et al., 2000). La stimolazione dei recettori con 173-
estradiolo in cellule che presentavano il recettore € in grado di indurre una notevole attivita 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 17(3-
estradiolo, con un braccio amminico in grado di coordinare un frammento di dicloroPt (Il), cosi che la
reattivita 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 cerchera
di regolare negativamente l'attivita della telomerasi in cellule tumorali che presentino ancora il recettore
per I'estrogeno.

» Le proprieta 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
guesta 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(ll) 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 I'enzima telomerasi in modo diretto.
Studi in vivo su animali potranno in futuro dimostrare I'importanza dell'attivita degli inibitori della

telomearsi ed il loro ruolo nel disegno di una terapia antitumorale.

1.6.3. Complessi del’'Osmio

Il composto HOs3(CO)g(3-amminochinolina)[P(CsH,SO3sH)s] ha dimostrato di possedere interessanti
caratteristiche farmacologiche cosi riassumibili:
> la buona attivita antitelomerasica evidenziabile a dosi molto basse (10°-10" M);
» la scarsa tossicita cellulare;
» la buona solubilita in solvente acquoso.
| risultati sopra riportati suggeriscono quindi la possibilita di un'azione specifica di tale composto nell'inibire la
telomerasi.
Per questo composto si propone un’ interazione con la sua subunita catalitica hTERT (inibizione per
ingombro sterico di tale sito attivo), che necessita di ulteriori studi piu approfonditi, sia biologici che chimici.
L'identificazione dei meccanismi influenzati da trattamenti di cellule tumorali a lungo termine (es.10 gg.) con
guesto composto potrebbero chiarirne la relazione tra struttura ed effetto consentendo di migliorare la

potenza e selettivita 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
attivita piu specfica e selettiva verso bersagli tumorali, tra cui appunto la telomerasi. Nel’'ambito di questo
Dottorato di ricerca il mio studio sperimentale ha riguardato I'analisi dell'attivita di nuovi complessi
organometallici originali. Il disegno e sintesi di tali complessi sono stati realizzati con I'intento di esaltarne o
conferirne una possibile attivita 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 attivita
antitumorale dimostrata in vitro, non presentavano un’attivita antitelomerasica specifica, evidenziando una
citotossicita aspecifca correlata con un meccanismo di tipo radicalico responsabile di danni al DNA.

| composti a base di Platino ed Osmio invece hanno evidenziato un’attivita antitelomerasica in un range di
concentrazioni 10-10"° M, sia nei test di tipo biochimico su enzima isolato che in esperimenti in vitro (attivita
complessiva residua dell’enzima estratto da cellule trattate).

Tra queste due classi di composti basati su metalli differenti, il Platino e I' Osmio, i pu promettenti sembrano
essere i primi, di cui sono noti molti aspetti del meccanismo d'azione, identificabile in un’attivita 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 puo essere di due tipi, diretta od indiretta e I'apporto di ciascuno di essi
all’effetto finale non & sempre chiaramente quantificabile.

Un'inibizione di tipo diretta, consistente nell’ interazione con il sito catalitico della telomerasi e la
sequenza dei telomeri, & 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 € stata riscontrata per questo tipo di composti.

Questi dati, presi nel loro complesso, dimostrano come la possibilita 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 reattivita del metallo sul quale
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e disegnata la molecola deve essere tale da consentire una interazione che avvenga con una cinetica e una
selettivita di legame che solo il Platino sembra possedere. L'estesa letteratura ha dimostrato infatti per tutti i
composti a base di Platino una selettivita 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 selettivita del platino stesso,
cercando di veicolarlo con ormoni direttamente su porzioni specifiche del menoma (vedi Articolo allegato a
guesta 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(ll) 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 & possibile aumentare notevolmente il grado di selettivita 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
citotossicita e rappresenta quindi solo un modello sperimentale.

Altri metalli, come ad esempio il ferro, hanno una reattivita che prescinde dal bersaglio con il quale
interagiscono e che & mediata esclusivamente da meccanismo ossidoreduttasico. All'opposto, un metallo
come l'osmio non ha una capacita di indurre interazioni di tipo irreversibile in condizioni fisiologiche
opportune e quindi non rappresenta un modello ottimale sul quale sviluppare farmaci dotati di attivita
citotossica.

La telomerasi rimane sicuramente un interessante target sul quale continuare a sperimentare molecole che
ne inibiscano la funzione perché garantirebbe una specificita di intervento terapeutico ed una riduzione del

potenziale citotossico aspecifico della chemioterapia.
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The cytotomcici ty of some fermmocenium salts and the lack of activity of the comesponding fermoeenes
has been already demorstrabsd. The cytotosde activity in different condiviors of decamethyl-
fermoceriam I:tl:r.:ﬂu:-r-:-l:-c-r.::e_i_l:lEl'-'lF'c‘] in comparisan with four of her ferrocenium derivatives
or MCF.T cell line is reported. The relative stahbilicy in aquesous solutdors with different buffering
agents is investgabesd by means of V—vis spectroscopy and correlated to the cytotoric
properties of the compounds. DERMFc®, the most stable compound, shows the highes: eficiency
in inhibiting cell gronweh {TCag A5 pbd, for 458 b treatment). Relaxation vime measurements podrt
out the irvolvement of water molecules in the degradation process. ESE results confirm the
ability of ferrocemium cations to produce oopgen radical species a= a consequence of their
degradation in water. Dhopgen-dependent formation of both hydroxy] and superovide radicals
iz established by the spintrapping techrmique. A direct evidence of the DEMFc radical
production into the viahle cellsis obiaine d by means of Auorescence-activated cell sarter (FACS)
anahysis that reveals a dese-dependent groneth of S-comguanine, the inital procuct of the guardnes
ocidation. This DA oxidative stress justifies the cytotocic effect of DEMFo*. Furthermore,
the cytotocc cooperative effect of bleomycin, an inon-dependesnt antitumor drog, and DEMFEC
has besn tested. We have demonstrated the synergic effect between the two drugs. that is
explained by the complementary ovidacive damage inflicted o DR A as well as by the increasing
of hleomycin activation by the ironfII71I0) species svailable in the cell compartment from

fermocemium degradacion.

Intrecuction

Tha lack of activity of bis-cyclopentadieny] ronl 1)
(farrocana) 1= wall established in the literaturas!~3
Increasing its water solubilivy sither by dervatization
with polar substituents or by inclusion in cycledextrins
did not lead o betear resules 32 On the other hard, there
& a peneral agresment on in vive antitumer activicy of

ferrocenium sales, indicating that anly the compounds
with iron in +3 oxidation state are able o trigger the

tokic events 2335 In viemo studies confirmed the cytoo
tonicity of these compounds, pointing out different
activities, depending on the mature of the cell lines
amployed -8

Al previons studies imvoked the mstabilicy of ferro-
canium compounds in aquecus s utiors, but Tew mves-
tigatiors dealt with this particular problam. Cnly the
stabilicy of 1.1"-dimethd ferrocenium tetrafluoroborats,
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gi'nﬁl:hmm Bis-amgarsamaielic Chamistry. Paris. Framcs, July 18-

*Camras ding cuthar: Tal.: +300.0] 21-2E7420. Fex: (inmrnai)
+.:|F|-||]H|EE|-\... 415, E-mall: dormenkcomlib@minunpnnic

1 Elp-urtl'nl;'t-u di Exiarme 0 Temobogis Avarosis. Uniearsita dal
Fiamenin Orinkaks.

"Dipertimanis di Sciores Hadichs, Unbarsita dal Plrnenis Cri-
aninle

comparad to that of fermocenium tetmflucroborace, was
reported ® We evaluated the stabilicy of Five different
ferrocerium compounds (see Schemae 1) under phiysi-
ological conditions by mearns of spectroscopic and re-
laxometric techniiques as wall as their oyretocic activity
by in witro assay using MCF.T call line.

In a previous work® we stated that CAFc* in aqueous
solutions was able to pmduce free radicals, likely
responsible for it antitumor activity, Moreover an
indirect evidence of DRNA deswvage by Fermoceniom
cations, sugeesting the participation of *0H was ob-
tained by the thiobkarbiture acld merhod ' To get
further information on the radical species mvalved in
the cytceoiic mechanism, we recomded ESRE spectra of
solutions contaming either DEMFe* or Fo*, under
physialogical conditions. using the spintrapping tadh-
rique. Furthermaors, we quantified i viero the amount
of Bowcguaning in viable calls, a sensitive marker for
DA damage cavsed by reactive coopgen species (ROS).M

The climically vsed antitumor drug bleomyein is

known to be activared in the presence of iron. In
particular, the amwated bleomycin adduc (BLE*),

responsibla for the Fmal oxidarve DMNA& damage, carres
a suparoxide Fragment coordimaced to the imonill
cormiplassed by bleomycin. ELM® can be produced star-
ing from aither Felll) or Fallli, through different

L0021 mO2 1 0ak COC; 22,00 6 2002 American Chamical Sockely
Publisted on ¥ab 11222002
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pathways imvolving different ooygen species )2 Tha
ckegradation process of ferrecenium sales in differant
sahients has bean fully charactarized by Prins ot al,M?
wies have dermonstratesd thar boih Feilli ‘and Fail11i jons
ara formied during the degmdation. Consequantly. wa
herva evaluated the potential synergy as cytoroxic of
DEMF:* and bleomycin an MCF-T call line.

Hesults

Five different farrocenium compounds were symitha-
sizad by chemical oxidation (see Experimental Ssection
of the correspording fermocene derivatives. Tha swbiliy
of these compounds n agquecus buffer solurions was
evaluated by means of twa diffarent techniques: UW-
v spectroscopy and proton relaxation.

UV —wis Spactra. The UV—vis spactora ware recorded
as & function of the timse (om0 b miin using four
differant aqueosus media: phesphate-citmte bufler at pH
A, freshly decilled water (pH = 60-6.5), phosphats
buffer @t pH 7.4, and HEFES buffer ar pH 74. This
study was aimed to evaluate roughly the affect of the
pH value ard of the nanare of the buffering agent on
tha degradation of the cmmpounds. The decomposition
of the compleses was followed by the decrease of the
LMCT absorbance band (Lay, —+ 2ag),  which Falls in
tha 250—300 nm range.

Fo+ (Figure L) was urstabls in all the media aiilized;
bach the pH value, and the type of the buffering agant
did nor seem to stabilze the compound in solution.
DEMFc* iFigure 1B} displayed the greatest stahbility
amorg the tested compounds under all the monditions
wsad . DIMFe {Figure 1T showed a stabdlity trend
batween thesa of Fo* and DEMFc™ up to 500 min after
its dissolution. At longer times it exhibited a despar
decreass of the absarbance at 257 nm in acldic media
iphosphata-citrate buffer and distilked waterj. The twa
ack derivatves [CAF:® iFigure 16, BAF: Figare 1E)]
showed a stabilivy which is highly dependant on the pH
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valua: they were generally stable under quire acidic
coridi tions anly.

Felmwation Measuremeants. We measured the para-
magnecic mntribution te the lengitudinal relaxation
tirm f]'||§| and the comesponding mlaxation rats ':E'F]
of water protors in the pressnce of the fermocenium
sl Measumements were carried out n distilled water
o mule out any buffer mfluence. Fermceanium cations
ara able o inceass the relakation rate of the sobvent
mokrules, being, paramagnacic with an unpaired alkec-
tron. This technique provides ewo kinds of information:
ial tha ability of the water moleniles oo inceract wich
tha para i ironi 5 (b a direct evaluation of che
stability of the compounds. According o Prins et al 12
tha fermmcenium degradation process inowater leads
mainly to the formation of ironiT1 aquo jors. Thess J*
high-spin ions come a wemendous increass of tha
relaxation mce of water molecules. As a corsaquanca,
tha extent of the degradarion process can be followed
by the increase of Hip as a furction of time.

It is well-krowm that FellIGEDTA (EDTA = echyl-
enedmminstetrascetic ackdl has a water moleculs in the
first coordmation spherm, whereas, in FelllLDTPA
iDTPA = distheneriaminepentascotic ackdi, the water
mokcules are located in the suter mordination sphera
only."® To know whether the warter molecules can
coordinate to the iron center in the fermocenium salts,
thsir R| valugs were mmparsd © those of the oo
rvaf-anirm cormplacoes Fe(ll] A ardd FallINDTPA (sea
Takbk 1)

Tha R'P valuas af all the ferrecanium cations wera
lower than that of the two referance compleses, thus
indicating outer sphera interactions anly.

Farrooem’ium compounds carmying polar gmups showed
higher Rip values compared with Fo*; on the contrary,
tha mathyl-substituted compounds axhibited lower ro-
laxation rates. Tha hydrophilicity (polar substitoent) or
hydrophobicity (CHz substitient) affected the local
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Figuwra 1. S@bllty of frrocenium derlvatlves, =35 °C, indifferent ilfer=s ) phesphate-dira buller, pH 3, Le, diricackd

80 mM and dh:dlum'gﬂ#m abe M HPCU) 40 misl, £ Distilled water. pH (1)
i7i Phosphate buller 7.4, (A Foo, I:Imnl'u'-:hn'm:rgl:l'l:l'n mazxlmum atd= 251 nm.

B-E5, HEFPES buffer 25 mid, pH 74

DEFAFC, tima o decrensing

of the maximum at i - 278 nm. (4 DIMFE, time for decranslng of the maimum at i - 257 nm, (d) CAFc*, time for decressing
)

o the maximum at 4 = 257 nm, §

ervironment of imn and the oorsequent interactions
with the surmounding water maleculas.

Al the relakation rates increased after 48 h axcept
for that of DEMFc*, thus confiming i stabilicy in
waker.

Cytotoxicity Tests. The cytotomicity of the Five
ferrooenium derivatives was evaluated on MCE-T cell
lime & first screaning was acoomiplshed through 48 b
continuous treatments of cells with different concentra-
tions of the compounds, ranging from 5 to 500 8. The
outcomas of this first screening, revealsd a general
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BAFC®, time for dexreasing of the maximam at 4 = 252 nm

oytotoxic effect of the compounds, thar leads to the toral
call dearth for concentracion values near 500 @M.

The DEMFEc shieved the highest cytotorc effect (105
of 37 @M). the other compounds having [Can walues
around M0l (Table 2. DEMFc revealed a good dose-
activity mlationship in the range between 5 and 100
gt &l of the other fermomnium ompounds showed
rn%!:ls'hln cytotowic affects for mncentration values up

g, and a maximum activity ac 500 k.

Further cytorokicity tests ware parformed to fiocues on

tha time-expeure— activity relacionship. In particular,
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Takls I. Falmxotlon Measummanis for Farmoenlum
Compoanrels o for MaFa(lDEDTA and HaFailINOTPA
immpraiure = 25 C, fmgercy = 11.8 MHa

iy
By, Tyl (rtHEn
wmparse  conen (M1 T il I::i"l'-i"'l [IE hi M2 hi
Fe* 10 1072 0.0 520 013 =t}
DEMFe 1o s 10-3 125 =1l 123 gl
DI e 1= 1073 020 M7 0.1a 658
CAFe Lo 1o-1 143 T 120 ek

EAF: 50 101 027 el 0z3 8o
FalllGEDTSA 20« 1072 0017 20165 = =
Fall[iDTPA 13« 1073 0072 1043 = =

Takla 2. In Vim Cyisisxidiy for MICFT of the Farrecanlum
Clarlvat bz

comprus  comaniratlon Ei call survha 1= |Cm.l:|:|'|'ﬂ'||"
Fe* 5 10CAG (250
10 =G 2T
& 100G (1 5) 30265
Lim A (120
S 135 (1
OIMF e~ 5 A (1B
10 10 (15
& 3% (150 s
Lim A (1B
S 17% (2
DEMF 5 100 (1 E)
10 == ]
=1} e A ITilE
Lim 1R (14
S L1% (113
ChFe 5 100G (1 5)
10 =G L
& 0% 15 4o ilEs
Lim 7% (L
S 17% (15
B 5 1035 (20
10 101% (17
=1 1071% (14} LN
Lim =G i
S 0T

*Calls In tha bgarlthmk pleme of growth ware treaisd far 48
h with wnmniradons mnging frem 5 o 50 oM of the propar
ferrecenium sak. ffcer 42 EI T-:i'ua axpoaurs calls wers ook ad
by BATT mided b Mam valum of thres repdlenklons. Tha llmli=

of corflares (7 = O] = ZI are mpeted In boeckets.
' Parceniage of +lobla mlls rehikw o the orireoked coniml.
1 Coreentmilon requined s reduce to 5% the number ol thacalk
with rexpct to the untmeated contrd.

tha bahavior of DEMFEc*, the most active and stabla

complex, was compared with that of Fe*. Firva differant
copcentrations of the owe seketod compourds wera

tested for increasing exposure times from 2 to 48 b Cells
weara counited § days since the beginning of the axpoesura.

Data obtained From Pree day oalture experiments
confirmed the higher cytotode activity of DEMFe* in
comparison with Fo™, for all the drug exposura times
tested (Figume 2 and Table ). The deoresse of the 105
values for inoeasing expesure time indicated a
time-dependence of DEMF o activity on this cell line.
The almoest constant 1y values of Fo* suggests that
tha cytotonss effect & limited to the firse 12 b of
traatment by the irecability of Fo+ isali.

Oxidative Damages on DNA [nduced by DVEM-
Fe=. Tha results chiained from the FACS messiiramant
of Baoxoguaning (S-oxol), a direct marker of BROS arcack
on DM& in viable calls, clearly demonstraced chat
DEMF:® was abla to inoreese the Boxoe & kvel and o
induce ox'idative stress in the cells in o dose-depemd et
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Figiire 2. MCF-T oall survival afer 5 days of culture at
dillerert l:l'I.IB_-HIF-EIJI'E i2, 12, 24. 48 hi. F-u'-:-lnl:q,n-:i‘

viable calls 15 refarned o tha coniral inot reabed cells. Meos
from thres Independet exper iments and Himits of confidence

e 0], P 2580 are reported. @) DEMEC®: 10, 50, 100, 500
EWL iR FCTD 10, 50, 100, 500 akd.

Takla 3. IC & Faluss of DEM Fe* and Fe* Far MCF-7
Cyitoxkeky Tast?

com p ] sxpmurs tlre (ki | [ I;rl'ﬂ:l'"

DEM Fe* Z Bl
12 i K]
24 =ilS
48 3516)

Fes 2 T T R
12 Z==2 3
24 552
48 210

Call In the legarithmie phasa ol growth wers Incubaisd wiib
tha compourds for 2,12, 24 48 h, After the reatmert, call wers
washad with fresh medlum ard courisd 5 daye sbes tha kgl
of o= a " Mem vobses of thres repliceilons. Tha limlix
wnfldanca (P= L1, = 203 ars mparisd In Backaix * Cowas-

traton mguksd o mdies o 50% the numbsr of the all with
mupt o the wkrenked wnirol

manrer. This method provided a direct pooof of the ROS
.:-:I:h.'ll:ﬁln ralls' thus supporting the findings obeained
from the spin trapping experiments deser bmal e
Figura 3 shows a representative experiment of B-oxcd
prasence in the ozlls.

Fc* insimilar experimantal conditions clearly caused
a e increzess of S-oxoC leval with regard to DERMFe
idaica not shoreen) .

Decamethylferrocenium and Bleomycin. The cy-
toboocks actwvity of bleomycin on MCF-T cell line was
evaluated from 24 h treatment experiments. Call sur-
wival was measured § days from the beginning, of the
traatrment. It e notewarthy that the [Ty {53 gM)1E was
wery close to the commesponding value for DERMFc* (B8
Jilel, see Table 9. in the same experimental conditions.

Ta evaluate the potential synargy of the rwa com-
pounds, MCF-T cells were sxpeed o bleomycin for 24
h after a 24-h pretreatment with DEMFc. In this
experimant the DEMFc™ acts both 2= a cyromoxic com-
pound and as a cofactor, supplying iron catiors o the
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Figiure 3. Flow ci.tl:mnl:ri: amly=ls of the axckdative DR A damage Induoed by DEMECT visuallzed withia inc Frl:tln lar S-omo-
G. After 20 min ol treatment, oalls were incubabed with fresh media and harvested afer 2 h. Paraformalkeh yce ed cells were
Incubabed with the FITCH conjugaie probe and Muoresconos wos measured with Mow cstomatry (FACS). The TNgure shows Tour
unhariab hisogrames of a repreenttve experiment oo | number are expressed as number of eveniis (v o) versus S-onod
Miorescence Intensky of FITCH-er chanmel or acks). Unireated oalls ore shown in ponsd A0 Fanads B C.ond D ropresort the
8-nyo- G moketies prochatlon (shilt on x axks) due to the treatment with 107 107 % and 1009 M DEMF rospectivaly ared evidencs
a doss-dependert formation of cddative DRNA damegges.

Tabla 4. Crug Comkbaik +u Sngle Drug, Exprimsanis®

crug cambimatn DEMFe* (24 h oreaimanii bl rmycin
conen GV call survha = anen (akl) call suredvalt= carer (ukli call marvhealés

5+ 5 D, (155 10 R (L5 10 GBI i)

10 <+ 1id TEL (1% 50 4% (145 X A 5%. ()
15+ 15 M 0l 10 14% i 21 35 ST% 13
aH A 132 (1 = Ln) A% (1 50 AB% 5]

5 4 A0 T (i o 519 i)
40 + 40 A

*Drug, somblnatlon oyt oboxdeliy was teyisd ckllldng DEMFe* and Hessmgeln In squimshr quartlies, Aftar 24 b of csll scpoars i
DEMF e, madium was replaced by fmmsh ons cortarirg bl n. Call wars culirsd for further 24 b inthe prazence of blsnmycin
afterward tha madium was replaced Calls wars wunisd by MTT method 5 doys sies tha bagiwing of drug expoaum. ¥ Parcerings of
viabl call ralatbos i the unirenisd conirel * Mean vabes of threa repliatiomn. Tha lmilix of sonf e (P = 0.1, r= 222] ars reportad
In bmackaix

ron-deperndent amvation of bleammyecin. 2 Different ax- 13.8, oF = AT 2 C. Figure 4ai!® which progressivaly
periments were performed using squal DEMFc* and incraased in intensiy. The spectra were complica ted by
bleormy cin concentrations, ranging from 5 to 40 M. The tha presence of a second pattern atiributabls to a
walus fourd for cell viability in the drnsg combimation carhon-centered radical adduct (@ = 143, 2% = 21.3,
axpariments, compamd o thoss of the single compo- a¥ = 46.0 C) which began to appsar at the same time.
rients (sea Table 4, roughly indcared a synergic affect. The same trand was chserved tming DMEM 2= media
& more detailed aralysis of the combined wffect of foontaining HEFES 25 mi., see Figure 4hj.
rnulgpl-a drugs has been proposed by Chou and Tala- A sample containing the DMPO (50 mM) spin-trap
I.:}'." Uinfortunataly, their method could not be applsed ard a lowser concentration of DEMEC (005 mb in
hare, becaisa the dose—affect curves of the twe drugs phesphiate buffer at pH 7.4 prompthy shoeed the forma-
had dilfarent degreas of sgmeadiciy. tion of the DMPO-0OH adduct (%= 149, a4 = 145 C).
Spin Tropping Studies. The ESR specra at room whiosa intensity Inoessed slowly with tha time (Figura
temperature of sampkes containing the DEFRMPO spin- fa—el. The six-line pattern of the carbon-centered
trap (30 mil) and DERMFCT (06T mb) in HEPES buffer radical adduct (2™ = 15.4, aH = Z20 C) bagan to appear
(25 mhdj at pH 7.4 exhibited the signal patiern dus evidantly after 0.5 b of reaction, and it can bs assigned
DEPMPO-OH adduct {gvalus 20068 (a¥= 128 aH = o o opclopentadieny radical adduct.'® & 005 mh
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Iﬁn:n 4. ESE specira of Buffersd] mixtures contilnieg 50
mbd DEFMPD ;rl-:l 0,657 mi DEMFC incubaied for 60 min
usireg diferent mecla: o) HEPES 25 mi pH 7.4; {b) CER,
Sl g rurm fdashesd llre=) was obiained by using:

= |38, = 13.8 G aF = 47.2 G (fedrooy] adduct. 6%
and afi = 143G, H = 2132, aF =480 joarbon ceriared
radical sckchat, 38%. Instrument setd mockilkion fro-
quercy, 100 kHX modulation amplitude, 0,75 receiver gain
8 » 10% time ooefant. 163 ms: sweep rate. 145 Smin:
mirowava Frequency, 077 CHE mioowoe power, 20 m'W.
20 =Tns
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Figure 5. ESE spectra of phosphate-bulferes) mbctures jpH
74) contalning 50 mM DMPO and dther DEMFC 0,06 mbd

fa—aj or Fc 006 mkd T Incubaked ai diferent times (a,&)
0 min: b0y 30 min: ocgi 80 mirg jd, b 90 mig el 5 h.

Shmiilansd] EEGI:I:IH ElEhed limne s were obimired by usi
= 14.0 G al = 148 G jhydrocd addud, 72% and and
A= 154G, M = 70 G fcarboncenbered racical skt 225

and 4%, for DEMEC” and B sbtlons, respectivel. Tngru-
menit settings & In Flgure 4.

solution of Fo* displanyed the same trand but with higher
relative imtensicies (Figuare 515

Cyclopentadienyl derived radical specks ware also
detected inthe absence of spin trap. In fact, ESE spectm
at 77 K of samples conta’ining either DEMFc* or Fo*
0LET mb in ph-:-sph.:l:n- buffer pH 7.4 {Figure 6 shoreed
a single line with 45 = 2 G in both cases, whose g
v lues ware 20004 .:n-rE (02, mespactivaly.

Intarestingly. all signal parterms disappeared when
a reductant was presant in the miktum. In fact, addition
of ascorbata (1 mMj in the sample gave no rappsd
radicals even after 3 h. but the ascorbate doubler (1 2
1™ omly.

Sl of Meatoieal Clemims J00E Vol 45 Mo, 28 5700
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Figuire 8. ESE spctra 77 K of phosphate-bilfersd midires
corkaining 50 mbdA DMPO and alther DERMEC 06T mkd {3) or
Fc™ 0,67 mkd ibj Incubatsd for 30 min. Insrument 5H:I:I%
midulation frecpency, 100 KHZ modulation amplinege, 0.7
recaivar galn 8 < 10% time canstant. 82 mes swesp rabe, 145
Cimire microwame Mresuency, 1234 CHx miorowave power, 40
m's. 30 sows.

vl *JM“\ “

e

r
P
ey

-
L T
ot

N

e,
¥
%
=
T
[
-
=

e 7. EER ira ol phesphabe-bullered mixtures oo-
I:.: ning 50 mid DM PO, ssdium formeke 57 mbd and @cher
CEMFC® U005 mi i) or Fo® 0005 mbd ik Ir|:|.||:|:||:n:|r-:r30rnh
Slmii I.:I:n-:lj:-ucl:r.: iclizhad llres) ware obialned by usirg: a¥
= 490, 14.9 S idroocy ] ackchct, 20% ared 2750, .1"'-
156 G.a¥ = 18.7 G OOy radical oddut, 51% ared 42%) and
Flm 1545 a0 = 230G jmarbon-oentencd rmdol addud, 20%

e 1% Tor DERFC ard Fo© solutiors. respscidyvd ). Irsiru-
mert =ings as in Figure 4.

Tao detarmina il the detectoed hyd macy] radical adduct
was formed eochmsively by spin trapping, of the hyd sy
radical rather than mucleophile additen of wamer
DMPO or decompesition of an hypothetical superoxide
radical adduct, some ESR spectra ware obtained on
samples containing also sodium formate (67 mbd) . Both
DEMFr* and Fro* showed the same trend supporting tha
evidence of a mmmon reaction medanism. In fact, thres
ESE pattems ware found in both experimental series:
the first pattem was due to the CMPOLCO: addua (29
= 156, a4 = 187 Cj.2 the second one to a carbon-
centered radical adduc (a9 = 15.5 a¥ = 230 C) and
finally the hydroxyd radical adduct patcern (Figuare 7).

M5 sodium formate is a well-known scovenger of*0OH.
the presenoe of CikP 00, pattern confinmms the exist-
ence of “genuine” *0H radicals in salution.

To ascertain whether the fommation of the hydroog
radical addud was O dependant. samplks wera pre-
pard and sealed under nmitrogen. The corresponding
spectra revealed the sik-line patiern of the carbon-
mentered radical together with a very small signal dus
o DMPOS0H adduct (Figure Ba—c,f—hi, thus support-
ing the hypothesis that dioxygen is imalved in the
formation of tha hydmoe] radical. probably by o super-
alde mtermediate species. After slow diffusion of
dicavgen into the =ame samples, the resulting ESE
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Figiwra 8. ESE smamd prosphate-bulersd midures omon-
taining 50 mid PO ared elther DERFe 005 mBd (@—i ar
Fct 006 mM iT-h) incubaed under nlirogen ab diffeent
time= {a,0i 0 mir {b,g 30 min; £h) &0 min. Spectra of
simples opened after 5 b of Incubation and kept In coni@c
WEh alr Tor 16 b ch DEMECT, 21 by ili F©©, 21 h. Spectra
taken on fresh sermted samples alter 90 min are given far

ri=on: g OEREC. 00 min; T Fc©, 20 min. Irsiroemeni

mitings as in Figqura 4.

specira (Figure 8d. 8i showed the same DMPOAOH
signal ntersitks as in fresh aerated samples (Figure
Ea 1.

Evidenca of the supsrcackde imvalvament was provided

tha ESE spectra performed on a sampls containi

EMFcs 1005 mbi. formaie (0.1 M), catalase {CAT,
Z1. 400 WimL), and superoxide dismutase (500, &, 300
U¥mLi. These spuctra shiowed the absence of any signal
even aftar | b of reaction.

Tha ability of DEMFC™ to oxidize cellular membrans

lipids was ested by rnlxlrlg DEMFE:" (final conomntra-
tion 0005 mibdi, olaic acid (final concentration 12 mbd),
and DEFO {50 mbd). The resulting ESE spectra showsd
two-car bon-cenrered mdical adducts besida the presence
of the hydrowyl radical adduct (Figure 9. The First
carton centerad adduct had 28 = 155, o% = 230 2,
wharess the sacond was charactereed by a¥= 161, aH
= 23.3 ., which is compa thle with a TRy radical adduct
coming from oxidation of a facey acid = For produced
similar, but more mterss, signals idata not shown)

IHiscussion

Tha cytotoxicity tests confimmed the activity of the
fermomnium compournds. DEMFe™ was an order of
magnitude more cytotox’e than the other Ferrocenium
salts investigated fLe., 105 37 abd va 310-340aM). Also
tha stability m=ays showed a poculiar behavior of this
compound.  Differently from the other salts, which
revaaled in the UV —vis studies a geneml instability in
aqueciis media, DERMFo* was stable inall the conditions
tasted.

Tha water relaxation rates indicared only an outer
spham coordination of the solvent mokcules for all the
ferrocanium solutiors tested. The time evelution of tha
ralaxation mites confimmed thie arder of stability found
m the U¥—vis studies. DEMFc* having the most stable
Ripwalue, almost constant ovar 45 h (see Tabla 1) Thesa
data are in agresment wich a degradation mechansm
that irvalves directly the solvent moleniles, 2 previ-
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iing 0. ESR ﬁn-:l:r.: afl phesphate-bulfersd mixtures con-
I:.: ning 50 mkd OMFO, oleic add 20 mk and eliber CERMFC
067 mi Incubabed at cdiMerant times iaj O min; b 20 mim,
il &0 min; idj 90 mire Smulaied spectrum [deshed e was
obialmed by LEing o= 140G, #H = 14.0 S jydrocy] adduc.
625, af = 16,1 G = 2.3 G {CR melical ackudt, % arel
a = 155 G M = 20 G joarton centersd radical skliek.

ZE.

ously mssarted by Prins v al ¥ Thae inicial degradation
of ferrocen’ium derivatives in the presenca of a mucleo-

philic salvent. (2. water]. can account for the formation
of Faillj spacics:

2IF"Cpalt + AHD -
[Fe! H 0] ™ + [Fe'Cp] + 205 (1)

The ESE signal patitern due to hydrowd radical
adduct, obhtained when a fermocenium derivative is
dssolved i aqueous media, suggests the oocurmance of

an Haber—Walss-like cyclad2—25%%* which ends with
tha Fanton reaction { 4] genarating "0H .2

[Fe'TH,00 1% + Oy [Fe'MH 00 + 077 (2

20, 4 ZHO = O, + H,0, + 20H" i
[Fe"{HL 1™ + Hg Oy
[Fe'™H 00 " + OH™ + "OH i)

Weo am aware that in the pesanca of ron =alts, tha
OPOGOH adduct can ba formed by & moeclsophilic

addicion of water to DMPO. This p-:-eu-‘bllll::.r hees baan
chiecked by running seme ESE spectra in the presonce
of hydrogyl radieal scavengers. The partial scavenging
af the hydrowd radical and the appearance of the
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O PO— 00 adduct im the spectra, obtained with tha
addition of formate to the samples, sxcludss that hy-
dmoyl mdical adduct signal coming exdusively from a
rucleaphilic addition of water to the spin trap.

Tha parsstence of & hydrowxyl radical adduct signal
in the presence of formate, can be due to the decompresi-
tlon of DFPOA0O0H adduct, whoss half-1ifs & abowt ong
minuta ar pH 7.4.28 Even when DEPMPO was usad in
place of DMPO, no signal attributabls o a superodds
adduct was detected, although the hali-life of the
DEPMPOS00H adduce is about 15 times longer than
that of the DMPOO0OH adduc. '8 This bebavior can b
axplained by taking into acoount thar the superoxida
radical undergoes spontanecus dismuration reaction
izao reaction 3, whoss mte s about 2.4 = 10°F B 57!
at pH 747

ESE spectra of samples prepared and managed undar
nitragen showed thar DMPOLOH signal mtensities wara

graatly dearsssed in comparison to thoss sbiamed from
slmll.:r samplks prepared in air. Interestingly. these
same sample on standing in contact wicth air 'm tha
quarez flat call produced, after some hours, ESR intensi-
ties which bacame mmparable o thiss coming from the
samples prepamd in air. When S00 and CAT ware
acded in the preparation of the sample, only nose was
recorded . All thess resuls proved that diokygen was
involved in the formation of supsrorde radical, whesa
spin trap adduc mpidly decomposed, grving the cormrae-
sponding hydrosyl adduct. The later was actually
obsarved in the accumulation of a full ESR experiment.
and it & due to both “genuine™ hydrowyl radical and
degraded DMPOC0H adduces.

& carboncentared radical adduct artributable oo a
cyclopantadienyl radical was avidenced in the ESR
spectra. Even though the degradation pachevay of far-
rocenium compounds in water accoun s for the forma-
tion of the Cp° mdical, we kel this s pecies reamanges

too rapldhy™ to be spin rappsed. Probably. the Cp
dariva duct can be assigned © a :-:-c-:-nEI.:r:.-' cyclo-
pentzdieny] radical produced by reaction of the h:.-'drl:-rl.l
radical with the {honded or free) RsCp. Evidence of tha
presence of Cp-oxdygen radicals comes from low-tampsr-
ature ESRE spectra in the presence of ar, where tha
singlets ohsarved heve boen attributed o R.CpOcF
radicals i{see Figure 652 This hypothesis is alse sup-
portad by the ESE spectra in the presence of CAT and
500, whare the suppresion of the ooygen radicals
caused the disappearanoe of the corbon-centered radical
signals wao.

Tha complets quanching of all ESR spin trap signals
by addition of ascorbate to the sample can be casily
wxplained considering that ascorbate competes vary
-al'fl-:hnlg' with D PO for boch supemocide and hydrosogd
radical & thus producing the ascorbyl radical which is
tha only mdical speciks chserved.

Firsch at al.® daimed the fermation of hydrogen
parcxcide in HEPES conta'in'ing buffers, when parcogyni-
trita is formed in the bulk. These authors stated that
any oxidant st h to cxdize cermin tertiary
amines {such as HEPES) in ons-slectron step would ba
able to initlate a mamion sequence leading o the
formation of hydmgen peroxida. Conversaly, Simpson
gt al. ™ seated that HEFES “showed a biphasic depen-
denioe on conceniration: low ooncentraciores (2. 5-10
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mbdj stimulated the resporse ina dose-related fashion,
ared high concentraciors {20 mib) inhibited completady™.
In addition, “HEFES in a r.:dlc.:l-gn'lnral:'lng_ systam is
rormially considered a radical scavenger” as stated by
the =ame authors. The msults presenied in this woark
did mot showed any appreciabls variation in the ESR
spactrum intensities when HEFES was used as madia.
Moreovar, the data abtained in HEFES and DRERM
match those obtained in phesphate buffer. 1t is quits
reasonahle o assume that in our experimental condition
the machanism stared by Kirsch ot al. might not eceur.
On the other hand, the added spin trap (DEMFO or
OrPO) should be much more casily oxdizabla than
HEFES. Such cxidation would lead toa 2,2 -DMPO ik
dimer farmation, ™ which was not ohsarved. Therafore,
our resules should ba vmaffected by the production of
hydrogen percxide due o reaction of HEFES with
mildants, as confimmed by data obtined in phosphata
builfar.

The addition of olaic ackd in the sample resulted in
an additional featurs 'm the ESE spectra. Tha simula-
tion of the specrum @mken after 90 min reveals a
oontribution of the lipid derved DRMPO adduct.

Conclusions

Tha teacicity of ermeenium derivatives inour in witn
mdal is due to oxidative damags w DNA. This study
outlines tha stabilivy— opotoxicity relationship for this
dass af compounds: the most stable compourd, namely
CDEMFc=, & actually the most cytotwxe. The lower
degradarion rate of DEMEC- and s higher lipaphilicity
icompared with the other ferrocenium sales tested) allow

tha diffision of a larger amount of “intace” molecules
inte tha call, whare they produce *0H radicals. An
axtracellular cytotoaic effect is sugeested for all the
othar unstable sales, supporied alss by the shore tima
aceurring for the cell killing, and the more intense lipid
wildation {ESE data on Fo*) suggest've of an extemal
membrana damage. This mechanism is evident anly for
high concentrations, where the mflicted damage is
sufficient o cousa cell death. On the comtrary, tha
DEMFe toxicicy is time- and dese-dependent, as evi-
dunt fior prolonged reatments.

The proposed mechansm of acion of DEMFe® justi-
fks the rationals for s combinactien with the inon-
depandent drnsg blesmyein. The synergistc affect found
in a physiologcal range of comcentrations highlghts the
pharmacalogical potentialicy of the former compound .
In fact, FATS shows the ability of DEMFe= of inflicting
mildative damage of the guanine mucleohasa, whareas
bleamycin mainly affect the sugar residues with a fully

comiplamen tary mechamism of cxidative stress of DRNA.
Moreover tha mon won: made avallabls from DEMEC~

decomposition can be inoorporated m BHeomyein, further
improving its actvity.

Smce there is an enormous body of knowladge on tha
synthesis of fermocene derivatives* the opportuns
chioice af ring substituenis will igger the smbility kvl
of the corresponding cations trward the maximal cyto-
ol effect. and possibly toward selectivicy, Indeed.
recant ressamh activicy has been focused on the =ymi-
thasis of stabla, water soluble, fermocenium derivatives
to b bestod 2m antitumer agenis #45
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Exparimental Section

Reagents and Instrument ation. Fermoers Falip®CgHil.
decamedhy Ferrooore Fef |'|;|'-Cn'|:l-|.|‘|i'||:. I.I“-q:llrrnﬂ'%‘l_rc-:rm
Falirf-CyH O Hle. Taromecarbaglc acld Fel (ftCgHyin'-
CyH, O00HN], ard Terrocers borank acld Fof g CH, B
iOHj ;] were punchosed from Alddrich, bleomycin A; Trom
Kerham. Boagont grade organic solvent s wira purdassd fram
Eldrich and ussd as recalvesd. AgBF 08% [ram Stram Chomi-
cals was u=sd as the odddizing agent. U¥-vis spctra wers
romrded on a Perkin-Elmer Lambda 20 specirophol ormeier.
Imiraments o longindnal waker proton relaation e
ware carried ok ona deskop MEEM spod rometer (Instini
Joxal Stafan, Juhljzzna Sloveniay o ral:hg;t the magretic
Feld srengih of 028 T r-:-:lrru]:-n Ing o & proton Larmar

of 118 MMHz). IR specirm were reconded using KEr
=l In the A0 400 o' range on a Bruker Ecuiinog 55
FT-IE spetr tmmeter at a4 om ! resalution and coeaddi
16 scams. Elatrospray mass spectr (BESLRE) wers abial
by a Miodomess S0 mass spedrameer. Typlally, a d ki

salution of und in water was ded hvered directhy to the
S T meter 5-:-urni at 0.01 an® mim?, usng a Hamlkon
gesdght mi corirolled :| sirgle-syri Infuslon
pimp. The nebi I:|:nr lpwvas at 240 Ward 1507C, with

rltrl:-g,u'l used mih asadrying and a mhulli:rg_g:n Tha ore
:Eimv.u: um@alhy 30 %V, when demn ni lors were
o] waes varled up o 130 to imestigaie [ragmen-
I:tll:ln rocesmes, holery b lon peaks wore ceslgned from the
iz values and from the simulifed |ssops dsribution pat-
e, Elemental amalyus results Tor elements Indicated by
wymbols were within H04% of theoretical values Electron spin
resonance (ESE) S o orosoop C meos Unem ek s werd carried out
on a Bruker ER 200 D spectrometer driven by an ESF 2220
dam sysem and ajulppsd with an MME gaesmeter. Spin
tl:ﬂ:lng axpmrimerts were reconcded ab ronm bem tura in
asmndird quartz rlat cell. ESE spectn at momm Eemps Rl ura
ispin trap acdud sy were slimukted by Lsing FEET Wirsim
devalbpal by O K Dullrg.™ Fromen solution speom wire
roecorded at T K.

Preparation of Ferrocenium Salts. AgEF, was added
!:Hmi:md:rll:allglh:- 10 mL of an acebone salutlon contzining
the errocene, & dark groy precipiabe appoeered immed oy,
The reaction mixiire wos Mlered to remove metallc siber,
The Nitered solutlon wos evaporated, and the solld product
was drked uncker vaoaim.

Faerrocenium eEelluooborate (B Yield: 2%, Anal
(C HBFFey CH. Fe IR (EEr. cor & 2100 5 {C—=H). 1415
m (C=C). 1106 vs. 851 5 (CHD, 816 m CH) 450w, 477 w. ES1-
BiE: mir 186 W]

Desamethyllerreoenium eiralioroboraie DEMECT). Ykeld:
1%, Al (CxHuBFFa C, H, Fa IR [HBr, am ' 20682 w
ICH). 2052 w iCH . 2002 mw (CHGI . 1475 m i p—C Hyi, 1460
shiCp—CHA. 1281 ms (Cp—CH,j, 1423w C-C), 1004 vs, 501
w450 w (Cp—Fa-Cp. BES1-ME i 326 [M]

LI"-Dimethylferrooanium tatrafluorobomt e DIMFC). Yield
8%, Anal. © . H,BF,Fai C. H. Fo IR (EEr. o7 2106 =
(C—Hi. 2353 m (CHy), 25284 m £ Hy), 2854 m CHy, 1477 m
(Cp—CH:h 1391 mw (Cp—CHu), 1450 m (C—Cj, 1113 =h, 853
m CHi 422 w. M5ESLE w214 M=,

Faroenlumoartacdicadd etraflusrobombe (CAFC). Yield
85%. Aral. 0, H,OBF,Fa O calod, 41,700 Tound. 42.07; H.
Fa. IR (KBr, cm T 2180 sbr {O-H), 2118 s ©-H), 2632 m
(0=, 2554 m C=Cy. 1706 vs (C=0Cy, 1653 vs (C=0y, 1475
5 1415 m (OHD, 1400 m OH). 1295 5 (C-0), 1283 sh (C—.
110G s, 014 w (OH). 858 m (CH). 482 mw. BES1-RE: mir 230
[r]".

Farroceniiumboronic add etelluoroborate BAFCT). Yekd
2%, Anal. (C,H LB FFa C, H Fer cakd, 1784 Tound,
1728, 1R [KBr. anw i 3217 vs br B0, 21 s (C—Hi, 1460
5 C-C), 1380 ms (B=0), 12025 (B=C). B57 m CHj, 635 m,
EELME: ity 230 (k)7

U —vis Spectra. Solutlons were prepered for each ferro-
cenium =ak, afusting the ab=rbance value 2t 50 nm in a
range between 1 and 2 absorbance unlts, ¥IEh Mlbered solu-
tiores. the U'—yis spoctra were reconded, ond the absorbance
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valie of the macimiim in the reglon betwesn 200 ard 300
was oorsidered os the sarting value for sabillty tess. For
each speciruim the maximum absrtanoe valie was aslineg
correc o,

Eelaxatlon Measiremenis. T, valuss were measiresd
with 1807=50" method {Inverskon at 11.8 FMHz arxd
S 0. T iongiiudinal ned molar relvation mte 7@ I:gl'rm
brs E‘ = ||I|:-:|r:|n1.'.g,nnﬂc spudul'.". 11 whers |'.".|.'r
T:rl:-l:ﬂrl-'q-:n’ Tidank™" and T||'I:-I.11b:'| Ethe bnginlinal
red e b o ©iemee Tor clstiled waier 2,37 5. Salis wene o ssalved
in distilled water (pH 6-6.5) at the malar concenoration
reporied] in Tablke 1. The refoence salis NaFaIINEDTA and
M FelDTP &) waere synthesined aooording oo ltaratune mat b
s " The molutlors of MaFelInEDTA™ ard Ma:Feilll-
CTPA® were adjsbed bo pH 5and 0. respecthaely. ab which
each complex Is stable.

Cytoboxicity Tests Ceneral Procedurss Human breest
ackenocarcinoma (MCF-T) cells were culbured in DPAER] cikure
mudia iwith HEFES 25 mi confaining L-glutamine 2 mkd)
aipplied wikh 10% of el call serum FCS) (Slgmai and
Incubated under smndard concltiones 37 °C. 5% COy) in plostc
mlturnrl:ub: All exvper iments ware carried cut uslng cells in

evporential EM:EE af growthe Cells were Erypsinized.

ru.upqnl:lnd in EM coniaining 10% FCE and soeded
(250000 cellsfwall In G-well plates, After 24 hite medium wos
replnced by lresh medlum contalning the drug. Fresh complete
medium wkhout drugs wis Lsed confrals A the end of
the reatment, call vibllky wos evaluated mesuring the
activicyof fhe miochondrial arrymae sicdrabe deh
This fes used 245 -dimet by lthianal -2 -4 - EE-:lprunj'Il:nl:r.:-
ol bim bomide (WMTT) SElgm) o sk mie at was oonyver e
o & formeman product. which e delec bed spect rophot ormeir -
cally ot 570 nm Lulrlq-_n B0 nim e kground oorredion

Irst Scresning e, Colk wore treaod for 42 b wih
renictlors rang from 5 to 500 gkl ol tha
ferrocenium salt. & I.I'q:l'l:lln\:ull:urlau was u::fu:l lor emch ferrons- |:|rn|:unr
nlum =alt esiad. After 42 h of drug exposiire, T solutlon
of 5 mg'mL iin saling wos acddad In each wall, and calls were
Incubabed for B0 min. The madium was carefil kv removed to
diminaie the dye evces=, and tha formaans produd was
dizmohved with acidifled Isopropyl aloha (0,12 M HC L. The
perconitage call Wabilicy wies caloilated by the sopetion:

-

:.-.l:-'

call viability i = llIllII

Decamathylfarrocendiun ve Ferrooanium Cyiotoric ity
Assay., DERFc® and Fo™ were bestad at 10, 50, To0, 500 gkl
corenietlors with diferent drug eqposure times. In svery

"ﬁ1 exper iment ool ks wers b e same ek ratdon
of the two drugs for increaslng times 2, 12, 24. and 42 h.
Calls were meated with the two compmunds afier 24 h ol
growth. &n untreated coniral for each treatment tima was
acdcderd At every time polnt. mediim wes repliced by resh one
In the carr nding well jbest ard controlj. Cells were always
courked 5 days since the beginning of the treatment wikh the
s med hid clesaribed Tor the rs screening, The pe
e | wlablliy was loubial consldering the control thet was
wiashed o the oorres pordirng, tlme

A.I-III'IIII - %Il‘“ L4

call viabilioy (%) = w 1O

Jl.?" tirs (& _ adrlirs 00
]

Detection of Oxldative Damage (o Cellular DMNA in
Witro. The oxidative damages on DRA. doe o the generation
o intracellular readhe wiypgen species (ROS), have been
Investigted by measurieg the presooe of Sooguanine
resihims with a spedfic Muoresoent bz, Calls ware bl
for 30 min with DEMEFC dizsal in complate media at
corentetlons of 10-4, 1008, and 1079 M, weshed twioe with
fresh media, incubabed for 2 h wih fresh media, Tinally
harvested, fed with 2% |ce-mk] parafelmaldadyyde. o
treabed with 70% ethand. The datecton of Swngning was
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performed by using Fluorogenic CxyDMA Assoy kit (Calblo-
chem. CAj. The FITC-labsled conjgate evidenced rdical-
dir e CIMA prosdiict s, and the quantineation wees psriorrmsd
wikh a FACECallbur System ard Calluest mitware (B et on-
Ckkinsn, M.

0w i i ferrocendiom and :E]-:nmﬂn.Elmx-:ln.ﬁ.,
was tested on BMCF-T ol Hme ab 10, 20, 35, 50, 70 4
corceniratdons Afer 24 hof drug expesare, e medom 'l.;:i
repliced by Fresh ore ared cell viabilicy was evaluabsd by BTT
mathed. 5 days slnce ihe ginnlng of the treatment. Drug
omblretlon cptotoxlcly wee tesbsd at e coreeniratlores
reparied In Table 4, utllizing DEMEC and blesrmydn in
ajuimolar quantiles. Afer 24 hdf cell evposurs to DEREFCT,
madiam was rejd aoed By lresh ore conimining, blsomycin. Caells
ware culired lor further 24 b, in the presencs of blsmycin,
alerward ihe medium was replaced Calls ware oonied by
EATT mathod 5 days since the boglnning of drug exposiire Tha
l:-nn:ant;gn call viabllity wos cnilaked consderiog the un-

ted conirol.

Spin Trapping Measurements. Spin trappimg experl-
mark s wera carrled it o ldertify which redicals ane prodisced
whein the ferrceenium derlvathes ore dissoheed In sgues
media. 5,5-Dimethyl1-prrroline Naoxide [ORPCY was pur-
dhnssd from El,g'ru and ieed after vacuum distillatien

TOTEVG AT alc impurlties present in tha mm-
mm:lals:m;-la 5.-{ Dliat hioocy v Ii-5-meet Il -1 T rod Irs
Moxlde DEFRIFC)®4 1.'.:|: purchassd 'rom 5 ared usad

wikhout any further Elurlri:.'.tll:l'l Thea spin trap reagert was
dizmalves] in each sokition before e addkion of the proper

errocenium derlvadve The reacion mixnires for sain trap

ENper iments were preparsd by adding 100 gL of the propsr
fmrrocanium derivadve 2 mbd or 015 miv o 200 gL of

aienis moadia The agueois media malnly wsed were phos-
phaie buller (FE O M. pH 7 A; HEPES 25 mM, pH 7.4, and
culture medla DREM iwith HEFES 25 mb, Skama). Mot of
the MeEUraments ware run by udrg_r-:rrl:-mnlum soutlors,
0.15 mbd Miral concerration 50 gk, In ordor Lo ruike ot any
Interference with the spin rap In i, erroenium derivatves
can cckdize DMPO (o 2.2° DMPO dimer= (@ = 14.5, & = 15.0
i, nok shoen T acdedat suMdaent hlgh concenirabion. Several
specira were reconded [or each an mixture & different
tlrglu.ltl:- followy the evolution of the sSigrals of the trapped
radicals
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Abstroct

Since it has been widely demonsraled that platinum-based drogs, lke cisplatin. carboplatin and cxaliplatin, hind
preferertially to guanine in N7 position and that telomerass assemblage incbdes a RN A portion nch in guamine,
we previously designed and synitheszed a series of pew complexes with a cytotomic [Po/ 111, | moiery, wich the
aim of selecting camier ligands able toinhibit telomerase enyme. Among thess compounds, [ ois-dichloropyridine-
S-poquinolivesulfonic acid Polli], named Piquing . shosed the most significant inbibition of selomeras: in a cell-
free bicchemical ss=1y. In this paper, we repori the biclagical =ffects of Prquing on iz vite mmor mode ] (TP
T4 This complex is able io reduce telomemse activity from 12 to 45%. in a conceniration ronge between 1077
and 10~* M after 24 h continuous meatment. Moreover, Poquing shows significant cyvtotoxicity afier 10 days of
continuous meatment only st concentrations higher than 107 M. The determination of residual ielomere lengih
confirmed the inhibition of telomerase action. This induced a progressive reduction of the cell proli ferative capacity,
and the appearance of an elevated number of apopiotic cells afier 12 days. EKT-PCR analysis of telomerass: BENA
comporenis excluded oy imeraction of the compound at genomic level. The biochemical e ffects of Puguing were
also mraluaied on non-peoplastic NIHYT cells, that are able o dosm-regulate telomems e activity a5 a consequence
af the confluence contact inhibiton. In this cell model, the reactivation of e lomerass due to e-sseding o lower
densiy was mgnificantly inhibited by Piquind in a dose.d=pendent manner. Thess realis highlight a possible ol
af Piquing &= 4 selective anti-telomerass tool for cancer treatment.

Ini radwchion und=teciable levels in mormal scmolic tz=ues (Faraoni

e @l 1997 Ogine o @l 19980, This enzyme. that is

Telomerass is depuied vo the elongation of dorome-
somal ends. This medwanism confers an unlimited
proliferacive povential vo the cells that become able 1o
eacape replicative sepescence {Padcinson evanl. 19970
A number of experimenial evidences demonsirace a
sirong telomemss activity in most human iumoes and
their metasiasis, & mild acteity in germinal cells, and

pemicd oi ihe 39 Work-
e bakp. F0 Moversbar-|

MThiy mikck mdudes makral
shep an Phamses-Bis-Maallic
Dlec ks r 213,

a specific mmor marker. represenis an ide=al pharma-
cological target, too. The inhibition of & lomerass, in
fack could canse a progressive and aritical reduction of
telomeres, a potent sgmal for cell proliferation hlode-
age and for the induction of apopiosis, especially for
highly proliferacive cells, like metosiosis (Hahn &t ail
1 909).

An ideal aticancer smategy shonld be free of
systemic tomicity, typical for acwsl chemotherapy.
Telomerass dirscted therapy neither affects somanc
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cells. since they ae t=lomerasepegaiive,. nor com-

promisss the mirvival of saminal and germinal cells,
that possess low kwels of the enzyme and are sble o
regulaie its activ ation { Camypisi 19975,

v the last wears, different athors have camied
out some experimental soalegies oo inhibit telom-
erome with promuising resols (Campisi 1997 Lin 19965;
Yegoroy efal. 19596; Stmhl & Blackburn 1994:; Me lana
et ai. 1958 Srmahl & Blackburn 199%6; Lirgner er @l
1997

Matirwny 11 -besed antiproliferative drugs possess
high affinicy for nucleatides, sgpecially for guanine in
N7 position { Sherman & @, 159687 Wong o ol 1959).
Telomerass catalytic sctivity 5 bosed on is BH&
emplae. rich in guamine (Modon = @l 199; Kim
et @l 19940 Thes, platioomy 1Tebesed compounds
szem bo offer a good mode] for ielomerass-hlocker
dedgn. Earlier. =we have desaibed the synithesis of
4 series of plainum compleses with camier groups
suitable for interacting =ith telomerase (Cavigiolio
et o 2000 in a cell-free biochemical ass=ay. The
aim of the present work & 1o futher imestigaie the
biological effects of the mos promising molecule,
i [cis-dichloroprridine- S4soquinolinssul fonic acid
Filli). bersafier Poguin® (Figure 11, on cell models.

Mot erinls ond methods
N conl e

An esgablished cell line. the boman mammary ade-
nocarcinoma, MOF-T, has been used for the in wise
experimens (ATOC HTB-22, American Tipe Cul-
ture Collection, Rodeville, ML USAS In additien,
for comparison siudies & non-tumoral medal (NTHETS
call line from Swiss albine mouse fbroblasiz) =as
adopted. This ozl line maintins the conaci-inhibition

af growih, MIHITS cells wers plaied at high den-
sity, i order io become confluent within 42 b, and
gromn for at least teo weeks, The medium = re-
placed every % b All the cells wers grown in Dul-
becco's modified Eagle medium supplemerted =ith
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10 feial calf serume 2 mM L-gliamine, 190 11
ml penicillin, 1050 ngfml strepiomycin and 0.25 gg
ml amphoiericin B. Culmre reagents wers purchased
from Sigma. Cells were culiured at 37 *C in hummnd-
ifed 5% CCh abmasphere, and cell monolayers were
pericdically screemed for mpcoplasma contamination.

Puquing was dissolved in ouliure medium Ereshly
b fiore use. For long verm wearments (up o 4 weeks),
the BMCFE.7T cells were detached with 0.05% irypsin
— 0% EDTA solution (Sigma) every 72 b and
were plited in compleie medivm condinoned with
the compound. Fvery 36 h ihe growth medinm was
replaced with fresh medivm containing appropriabe
concentmiion of Pogquing.

Chentiogs

Prquin® wwe synthesized acoording o the previously
published method ICavigiolio & &, 20005
Ulnless otherwise indicated, all reagenis and =alis

were purchased from Sigma (Sigma Chemical Cio. Si.
Loomis . BCH, U154

Call wardility avsay

The terazalebased wivality es was adopted using
MIT (3-[4.5dimethy thiazol-2-y1]-2. 5-diphenylietra-
olium bromidei. Comverted dve wme dissolved in
HCl-acidified isopropanal and messired spec
tomeeirical by at 570 mm (hackground mbemction st 630
md 90 nim. All experiments were condoceed at least
in iriplicaie. The resulis e presepied o mean £+ sia-
dard deviation (515 and subjecied o smdent's #-besi
statistical analysis.

Dty narion of dre residian islomenase aninvin

The efecis of the Puquing on cell proliferation wers
corre lated with pelomerass activity, Cells were washed
ad the exiraction of active residual pelomemse was
pecformed according to Kim oer @l (19940 Bnefly,
after the treatmenis, cell were washed with cold
phasphaie-buffered saline (PEEL pH 7, rinsed wiih
a buffer contaiming 10 mbd HEPES, 1.5 mM MzCla,
L0 mk ECTand 1 mb DTT, and imcubaie d with 5 wol-
umes of a cold salufon contaiving 10 mbd Tris-HT,
| mMEGTA. 0.5% CHAFS, 1 mM MgCle 10¢8 ghye.
erol. 0Ll mb FMSF and 5 mb 2-mercapiesthanol .
Cell hysape was fmactionaed by centrifigation ai
LD g for 30 min. Supernaias were oollecied
quickly and stored at — B0 =C ol use. Total cellula
proiein = determinad by Bradiond methad ¢ 197460



A range of 0.5-1 gg votal cellular protein exmact was
employed for the TRAP (Te lomeric Pepeat Amplifica-
tion Protocol) reaction. Determination of telomerase
activity by this semi-quantitative method was per-
formed as previously described (Kim er @l 159945 The
unireaied cell extract wos used as the positive conirol
and a bysis buffer as the negative control.

Reaction producis were resalved on an 2% paoly-
acrylamide gel. Dersitomeiry was performed using a
G525 Malecular Imager (RioRads with Bl screen
tvpe and Phosphor Analist 1.1 program for densite-
metric malysis.

Apopross

The effects of Poquing on apopiotic response wers
evalwaied by double simining of the treaied cell mono-
layers. Cellk were groavn in plates and were treated
continuously with Piquing st 1077 and 1077 M con-
centrations. Every 3 days cells were reseeded with
fresh conditioned medium and assayed for apoplotic
paitern by saining with Hoechst 33342 and propidium
indide. Nuckar morphological dhanges and cell mem-
brane damage were anabyzed by confiocal microscapy
i BioRad MRC 600 coupled to a Nikor Dhiaphaot 2010
iCToscops

Reverse ranscriprion-PCR (RT-PCRI

I order io discrimiraie beresen non-specific action
af the compound at the imnscription level (dne in-
ierfering also with the swnihesz of the elomerass)
and its ability to intect eclusively with the syn-
thesized sneyme, we evaluwted the expressions of
the BN A for three e lome mse mibonis, WTEET (hu-
man ielomerase reverse ranscripias:) WTERC {human
ielomerase BN A component), and TEP-1 felomerass
protein). Total RHA ww simcied ( Quiagen) and s=-
krotad srquences were rerotmanscribed and amplified
with gpecific primems { AMYET, Sigma). We adopied
&0 “C annealing emperature, 28 cycles for WTERT,
WTERC, and TEP-1 and 21 cycles for f-actin. The
specific primers for the three ssquences were previ-
osly described by other authors (Yokoyama, 1992].
The primer s were & follows: for WTERT, 5'-
TGAACTTGOGGAAGACAGTGG.Y (forsard) and
SATGOGTEAAADCTOTACGOCT.S (reverse): for
WTERC, 5.TTTGTCTAACCCTAACTGAGAAG.T
{ forwardiand 5 - TTGCTCTAGA ATGA ACGGTGH A-
¥ ireverse i for TEP-1, 5-TCAMGCCAL SOTTGA-
ATCTGAG-Y (foreard) and 5-0C0CEAGTGAAT-
CTTTCTACGC.Y (rewerse); fior f-acton, 5-GTGHG-
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GCGOOOCAGEC ATCA-Y (foarewad) and 5-CTOC-
TIAATGTCACGCACGATTTC.Y  (peverse).  The
products sere resolwed by 1.5% aganoss elecirophore-
sis md the data were pormalizedon f-actin expression
using Ge ] Do 1008 for acquisiton and Cuantity Cre
program 4.0.3 { BioRad} for quantification analysis.

Determ narion of esidual ielome s lengh

For the telomer: lengih determiration, treated oz lls
were detached, included in agaross plugs 107 perml).
o digesied with proemase K at 50 °C for 42 h
This procedure = adopied o facilitate the TINA re-
siriction sep, conductad with Hinf 1 enzyme (60 U
per 107 cellsh This reaction provided derminal DA
resmiction fragments (TRE, 10° bp fragmenis). pre-
servirg the telomeric portion of DRA (107104 bp).
The mmples were resolved with pules field agaross
gel elecuophoresis (0.7 %, 600 YVhi Resolved DMA
was hlofted on Mylon membmnes (Hybond-H4. oy
lomi, U cross-linkad and chaacterized =iith Southem
blot analysis. Membranes were hybridized with spe-
cific probes for telomeres (TTAGGGY, “P-labeled.
then analyzed with autoradiography and densitomerry
(Phosphorlmager. Ladders were referred to the Hind
[11 standard.

Hesaalis

As previowsly described by our group, Frquing (Fig-
ure 1) =az able wo inhibit the enzyme o4 cell-free
bicchemical assay in a dose.dependent maoer in
a conceniration range of 10~ 1_10-7 M iCavigiolic
et al. 200070

The =ffact of this compound has been than eval-
uaied direcily on cells. The mestment of log-phass
growing MCP-T monclayers for 24 h with Piquind
evidenced a maximum inhition of ca. 44% in 1077 -
10— B interval. This ichibition progressively de-
oreased at lower concenirations (Figure Zi. & ovpical
doseqesponss TRAP assay is showen Figure .

The toxicity profile of Piquin® =os evaluied by
mliuring the cells for 10 days (with adminisration
intereal of 24 hi with complete madium containing
L0710 M of the compound. Fesults obiained
from MTT assay showed that this compound bad sg-
niE-:anlE;'n:-:-:-:l.i:eFEecIs only at concenmations higher
than 107 M. Therefore. in further experimenis. we
employed Prquing st 10" and 107 M concenmrations
in order to keep significani snti-elomerase acdvity
ad avoid ary especific cvioioic effecs.
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Fig. 2 Aniickoremw scirviy of Piguin® on iuronl oolls. MCF-T
were irmied for 24 & H“Tllh 1 cocsniradion rage of
14102 W, Te rearoge mduction of reddual ielomene -
iviy sxirscied from ihe ool was 6% for 10751077 M aps.
Daia are sapresd ik wwan = 300,

. o e

- F‘ — - . -
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WCF-Toicanied), Lase 2 iod: HOF-Tclls nmied wih 107, 1077
ared 10-% ¥l Prguind Far 24 h.
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Fie 4. Long ierm allecis {30 doy contron imsimeni wih con-
duticred medin sl ewry 38 bund o sl simiy of
Prepin® ai two corcsninations, namly 107 and 167" M. Dai ars
sxprsad av e ednciion of sdrriy mepeci io e snireded conired

® ik samws it poini.

To irestigate the effec of long term ir=aimenis
on telomeras: and the relative conssquences on cell
growth patem. a ¥.day continoows incubation with
Puguing at 1077 and 1077 M concertmtions was per-
formed. Al given time inbervals, telomerase activ-
ity, oell vitlity. apoptosis. and elomere length wers
evaluated.

The analysiz of e lomerass activity with TRAP sz
say at 10-7 B Piquin® showed a agnificstive decreass
ica. 0% an the frst 24 he and a stable reduction §ca.
2045 for the remaining pericd (Figure 43, Incubstion
a 10" M led to o lower, bui constant (ca. 1 %8 -
duction of telomermse activity. Staning from day 15,
Pugning was able to reduce the proliferation of te o=l
with respzct to the unireated contral (Figuee 5, sven
if the visual sssesarent of the mliure or the rypan
hlue dye exclusion did not reveal a consisient number
of dead cells. However, apoptotic nucki were visible
from daw 18, This phenomenon was followed by a
progressive cell deathy from day 21, and matchad the
vitality assay resulos.

In order o demoreirate that the reduction of telom.
erime activity was mob dus o o reduction of the ran-
sxiption of the componenis of kelomerass. we mea-
mdﬂ:ch:-:?m.uimlﬂch,udlminﬁlgm 6.
Puguin® (107" My afier 4, 20, 30 and 48 h of cone
tinwous weatment. cased no differsnces in sxpression
of mBMA of telomerase compopents, namely KTERT,
WTERLC and TEF- 1, comparsd to the unire atzd contral.
Thes: daia were obiained by BT-PCR and normalized
with the housekssper §-actin sxpression.
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Fig. 5 Leasg ierm 2lk=iz of Pauin-£ en pralifzniion of MCF-T. Cell ware ccatinscwly noubsizd with Pruink, 10-7 aud IEI"'M.I'r\-l:IIJI
rp ke every 36 ko Adizr T2 h, e cell were dasched and mseeded o 1 dawsiry. Dialn o eaprersed @ ik meen = 50

T &k XNk Hh Be C

WTERT - Bdbp
WTERE = &0 bp
TEP-1 -— 253 bp
B actin - 530 hp

Fig. & Elfesinef F'Iq.lﬂmll'.-lm'nrnplnldh dilTerni com-
panenis of ke Pgund K7 M fard X, ¥od Eh
comime imginsniz ndeed mo differmcss on Il'lnprl-rn-n-l of
ik mbA ol hTEET, KTERD aed TEF-L. repeat iz ihs anireszd
comrabl (C). The sprmion of e compomns s meoarad
by FTHCE wnd romuliced wih baciin. Mo difforrsces i he

aaprarion could be apprecaied.

The wlomere analysis revealsd that the conlinu-
o exposure of cells with Prguin® and the r=lative
ielomerase mhibition cansed 4 progressiee reduction
af their length (Figure 7. The overall exvperimental
provocol has been applied aleo to the non-tumoral fi-
broblastic NIH3TS o2l line. The oytobomic profile of
quui:ﬁ[]ﬂ“'h‘[l-:-uﬂ:ue el ks, revealed no effecis up
o 14 dave of continuous ireatment {daia noi shosm).
Thess cells, when confluent. naturally downregulae
ielomerase aciivity, 45 already demorsiraied by other
authors (Haolt et @l 19960, The continuous exposurs b
Fuquing coreribured to dosnaegulae the enzyme ac-
tiviry (Figure &) Re-seeding of confluent cells ai lower
densty led o a fast increass in ielomemse activiny
within 24 h. Treaiment of re-sseded cells with Prquin8
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Control Day 0 Day 18

Day 30
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{ 107 7 B siromghy inhibited the recovery of the telom-
erome activity. Moeover, peither the proliferative raie
nor the level of confluence of the monclayers were
affecied. when compared io the unireated coninals,
e this cell line, Puquing did not cause the appear-
ance of apopiotic nucle even after 30 day continuous
expoaire | dabs not showsn).

s ouesion

Among a mumber of malecules synihesized by our
group, Fuquin® bas been selected becanse of i abil-
ity o reduce ielomemse activity in a cell-fee sysiem
iCavigiolio & @l 2000, In this paper. we show tha
Porin® iz also capable of reducing te lomerase acoviny
in living cells o a similar expent.

The otmervation that Fiquin® induced a fast de-
crease of welomemss activity suggesis a direct inier-
action beiseen the compound and the existing pool
af telomerazs, rather than mberference with the syn-
thesis of the constilvenes of the enoyme. The ELLACR
data lead mipport to this Ainding. and mgzgest that the
complex is not able o aflect genomic DA at l=ast in
the concentmtion mierval employed. O the conmary,
ihe elome s inhibition coaused by cisplatin seems
the resuli of genomic akeration (Burger er ail. 1997,
fhang & @, 20020, Althoogh Piquin® is not able o
compleiely aboligh the erzyme adiviiy at ary con-
ceniration tested, the inhibition cbained is mifficient
to destahbilize the t=lomeric homeasstsis, musing the
ielomere shortening mnd the appearance of apopiotic
parern. This correlaies with the impained prolifecatioe
poiential of the oells, as expressed by 4 progressive
reduction of their replication.

I the mon-mmoml NIH3T3 cell line, whers pec-
synthesis of t2lomerase i dosm-regulaiad in confluent
cells. Piquin® induces a fasier reduction of the 2n-
zvme, thus srengthening the hypothesis of 4 Piquind-
iz lomerase direct inberaction.

However, Frguing does not induce spopiosis in
these cells. even for long term reatmenis. Indeed,
HIH3TS cell denived from mouse where ielomeres
are much longer compared o those of human cells
i Lajnine &t @l 19950

lrwerestingly, Piquin® is active at very low concen-
trators (107°-107" M) where no agpecific oytotoxic
effecs have been ohserved. Therefore, this maole-
cule can represeni a pew poal for cancer chemuother-
apE, where long term meatments, selectviny, and low
Eysiemic bomicity are required.
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Srodies 1o fully characterize the mechanism of ac-
tion of Piquing, and its efiect on cisplatin-resistant cell
lirees are in progress,
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Might telomerase enzyme be a possible target
for trans-Ptl1) complexes? ™

4 Anmnaliza Ghigha *, Hario Viano *, Homa Mahboobi
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Donato Colangelo

Al Ea

Telommbenin: 5 o eheucheogadiss pody s [l dyedeioe oetende INNA (TTAGER) sepes. Prewbomly, we Baw atadasd
e el of [elomhire e of adwml ol platei 1) compdatis sy afdmial o askse ag iy msey Eoepe. AL T
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B oy ol frau-PP b cande 00 e m i) Wik ] Gy eleiisia AR a2 o actwely. The rana-PiPy e o wates
aodeieliy asd gegeie g deed gl galfoondi: | TS G oo podies | s maliieg D Modigioall sty proddessa e T efie of fdai-
PPy oa MOF-T ool Bae cosaasraisgy Log-aerm oaiiae =kl idlosenmeada ol gese o pamaios walelny asd oyl oiis was
ewmldel B o eelSne beogkesiiml ey, rand-PiPy dbowed pg s ae asdl doge- dipesdis? s boios of iemiepiannd] o
Tee bk of dona mdicate (ki Sane-PilPy acl @ g sos-pooperly seliriive asi-peolimove agesd, aiBoags i shows as =gl
Tl el betody e | Tidomtere lisg s sedariod oo S 0 e Dl S8a s Sl S iy Dhe ol ool ool o Fioa
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Frpaordr: Teloreswee; Pasmum comelecs; Ans-uner cleaedesay

1. [ miredec i on

Hurnan delomerase 5 2 large nbomckeoproten ens
mme that adds elomenc repeat umt TT AGGS to the 37
end of telomenc DMA, and is composed of differemt
comporenis ihe RMMA sutond hTERC (horman el
merase B MNA component and template], the caalvic
suhunii WTERT thuman ielomemse reverse transcrp-
fase), and assocated protems. Telomere sahiraton by
ihe ereyme cominbuies to pressrve unlmned cell pro-
Iferadsom poienial [ 1]

A number of eypermental evidences demonsmated
a siromg delomerase acinviy m mosi fman duwmours,

= Thi wade modudes msrnals premnted & ghe 501 AN (1, Mams
iy celtbofoni, Tusn, Iedy, 22-27 June 2005
" Comesponidng weher. Tel: #3530 1315 7820 fo: # 151 20204,
E-pd adden: dorenre oxllsiminunenn (1 Jella)

NA2-0158% - we fom mases © 5005 Bheaer be Al oghs maswmd.

dhor 1L 10 1665 oo 315 IS (B0

g mild actnaty m germmal cellk, and undedeciahle
levels mm mormal somate Gssees (23] Moneover, high
aoivity of this emyme B wually found In metasiass
Hine this enmyme B 2 speafe tumow marker, it
represents an ideal pharmacological target oo Inka-
hfiom of telomerase resulis n o progressve and cris
wal reduction of telomeres. This represenis o potent
smgnal for cell probferation hlockage and for the m-
duction of apopioss, especially for highly prolderatnve
cells [4]

The alwence of delomerase m nomal somafic cells
renders the aniktelomerase approach highly specific for
twrnonr cells and metasiases. Smce the reatment has to
he prolomged m order o permot dhe telomerss to he
shortenied do o oaical kngth to mduce semescence and
apopioss, a5 4 oonsequence of deactnafion of the en-
zvme, an anfeiclmerase therapy should employ drugs
with ke mom-specific qriotom aiy.
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Tp to date, several compounds have shown proms-
g resulis m the mhimton of telomerase. These mclde
pepisde mocki aod (FRA) (5], ddeoxyguanme dd)
and others anfesene obgomdentsdes [&,7] retrofman-
scrpiase mhitmors s Vardoibhymidme (AFT) and
carbovar [E-00], agents ahle 4o promote or stahalee
quadrples formaton of guanme hasss (Gd) in delo-
menc DMMA as dermvades of poarphyrns [[2,03] and an-
thraqumames [[4] or high affinmy small pephde [[5] and
hammerhed nboeyme agamst BMNA componenis of
tebomerase [L6, 7).

The anikcancer complex aaplaim, and mis “secomd
generafion” congeners ie. carboplim and cwabplaim,
are the mos extersnvely wed amtimmor drogs mothe
world [15,19]. Their target & DMA, since they imenct
with mclechases, sspecially guamne (G} m MNT postion
[30 2] PlatmomIT) compleness could represem sdeal
drugs targefing felomeres themsehves and the Gench
EMA porfion of telomerase. We have previoushy mes
tigated the effecis of vanons ab-Pill) compleses, de-
sgned o produce an electraphibe [PuTlamine);
group. We have chosen siercally hndered aromatc
amires, with the am of reducng extensne DA plas
mafion and promoiing selecfve imeraction wih RRA
poriion of telomerase In this screening, the waterszalk
uhle cir[PHCTEipy) =30 H-mogqumalne)] {Fag. [} of-
fered the hest compromse m term of efectve telmense
mhihsion and bow nonspecific odotomeny [XZ231]. In-
teresimgly enough, a als-PUll} complex, based om 2
imethylamma medhyvljpridime as the carmer group and
Erdibromosuocimaio as the keaving group, eficenthy
imhah7is telomerase m 2 human hepaioma cell e [24]

The standard sircmre-activity relafonship of PlT)
anfeiumar complewes suggesis only the o geomeiry as
therapewmical by active [25236]. Howewr, several hiolo g
cally aciive remePi compleses have heen reponed
[¥7-30] and ihese confravens ithe omgmal Jeare and
Heschele's rule [25.26]. In pariionlar, Parrell ed al. [31
] showed dhat rrems PO z{mridne):], res-FiPy, &
o leasias acive os Fis ciiwomer (Fig. [). In general, ihe
reaction with DMA of ciee and rramswomers shows o

e NG @

T ~ Cl
g M

o H“h| . e

sl H
cirm[PHCT) Py 550, Hdsaquinoline]

raam PPy

siriking difference i that the reermomers thecawse of
thar geomeincal confarmafion) carmat form. §,2-amira-
simand adducts wnh adjpcent G readues (whch & the
major damage infhcied to DMNA by csplatm). Momo-
foncfiomal {prodem associied) addocts and imersirand
crosshinks are heleved to represemt the most impontam
mieractions of dhe rrewsdisomers with DNA [Z7-30]
Therefare, to evaluade ihe poleminly of orees Pl
complenes as telomer ase mhithitors, we have sinded the
o logical acinaty of the prodotype rreves-PiPy complex,
and briefly compared widh dhat of its o pcom gener.

L. Expe rimvesital
21, Chemicaln

The rramr- and  aie-[PUCTL(pv],] were synithesed
pocarding do publshed procedures [29,390). Ther purmy
was verfied hy lgh performance Bguwd chromatogra-
phy (HPFLC), Raman and mulimoclkar NME s pacinos

T
mpﬁ: rramye and PPy compounds were mimallhy
dissalved m dimedhy] suloxide (DS and funther
difutions wers made with complede medmm. The con
cemirafion of cosahvent never exceedad 96 whe

Al reagenis wene punchased from Sigma. K PO paas
2 boan from Johmson Matiey.

22 Call salrure

MCF-T celk (human mammary adenocarcmnoma)
ATCOC HTR-XE, Amercan Type Culture Collection,
Rochville, ¥, TISA) were weed for in viro expern-
mernits. Celks were culiured in Dulhecco modified Fagle
medmm (DMEM) supplementad with 1000 foedal alf
merum, 2 mb L-ghiiamine, (00 Tl pemocalbn, 000 pg
ml srepiomycn and 028 pgfml amphotercim B Cells
wmere culiured at 37 %0 in bumsdifed 39 OOy ammo-
sphere and cell monolayers were penadically soreened
for myvooplasma oo ammmaton.

cln Py

I. Sedch of sowsums of the ik
D
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Exponenfially growang cells were lvsad and telome
rase was extracied as described in Bleramne [15]. Breefly,
cells aere invpaneed and washed wath cold huffer cone
taming [0 mb Hepes [d=0%hvdromyedbnd)=l-piperazme
clthanesubome acid, sodium salt, pH 7.4, [ 5 mM
Mgk, 10 mk KCL and [ mb DTT [diheodhrenal]
The pelleis were then resuspended in hsis buffer con-
taming [0 mb Trs-HO [tristh vdeo syme dhvljamin o
methare hvdrochlonde, huafered at pH 75], [ m¥
Mgl | mM BEGTA [ethvlenshislomveth vienennla)
ferarcetic ackd], 5% CHAPS [3){3cholum dopnoe
eljdmeth viarmnonio L propane- sulfonate], [0S ghee
eral, 0L m ¥ plenyimethan s lphon vl fluonde (PR F),
and & mbd Zmercapoethanal. Lovss was carmed out for
W0 mon om e and samples were separated at 300Ky for
Wi ron at 4 *C. Fraciions coniaming active delomerase
were monediately siored ot =20 %0 Protein conten was
dejermined wmng BOCA Prolemm Assay (Faerce) [37]
Abquois were diluled i order to ohtain a bw chlonde
coneniration @hout | mbd), compatible with miracel
hilar concerdrafion. Telomerase fracfions were chal
lenged wath dbe comples under mvestigafion at a final
coneniration rangmg from 107" 40 0¥ M. Incuba-
i mere cumed oot for 05 mm at 22 %0 o ensure ihe
preservation of ercvme effcenoy. Afler the meatment,
the mimture was adjusted to ohtan @ final sl compaos
aidom oft 20 mbd Trs-HCL pH £23; 15 mb Mgl &3
mbd KCL | mMd BGTA; 0 mgfml BESA; and 00080
Taeen 20 (TRAF bufler). The resdual delomerase ace
ety was determimead by TR AP assay (felomeric repeat
amplficafion prodocal).

24 Dewrminarion of the residual relomerane acriviry in
el

The effects of rress-FiPy on cell probiferafion were
cormelaied with telomerase acinaly. Subcconfluem cell
monalavers wene dreated fremsFIPy 2t different come
cemtrafion {10F-_10~* M) for 24 h. Telomerase-con-
laining eviract was prepaned as descrbed m Secfion 21
A range of 05-1 pg toial cellular protan was anakysed
for ithe TRAF reacfion.

25 Telowmeris repear amplificarion prafosal ansay

The resscdual telomerase actniy was dedermmed by
snkquanfitative TRAP asay [36]. The elongation
suhsirate for delomerase, the symibefc obgormceotsde
TS (FAATCOGTOGAGCAGAGT T), was added to a
mrwiure contamimg [ g of enevme (dermved from cell
free lochemical assay or from hsade of ihe dreated
cells), 21T Tag pohmerase (Roche, Germany), 50 pbd
dAMTPmm, 2 el fedEdCTE (Amersham, UK} and
TRAPF huffer. The eongation step was conducted at
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I AT for 30 min. At dbe end of this step, the doan-
sirmam prmer CX @ GUGIGGECT TAODOT TACOT
TT ACCCTAACT) was added o the reaction bofier and
the amplification of the hexamenc elmgation producis
was made by pohmerase cham reaction, PCR, (30 oy
cles; 50 0 anmealing temperature). We mcduded a troe
posine coniral (the untrsated cell hesate), and two -

terference comtrals (9% TS0, and the complex under
sudy added only afier the elbmgafion mepl. The
amplfication reaction products were resolved by non-
demuturing %% polvacrvlamide elecirophorss. Densi
tometry was performed waing a GE250 Maolecular
Imager (Biokad) with Bl soreen tvpe and Phosphor
Analst ] program for demsiiomedric anabyss. Indermal
amplfication comimal was inchided T TAS, foreard 5
AATOOGTOGAGCAGA GT TAA AAGGODGAGA A
GOGAT, hackwarnds S=ATOGCT TCTOGGOCTTTT)
m the reaction and wsad for densmometric alolaton.

L Call wiabiliry ansay

Viahibly was measured by wang MTT (&[4, 5d-
methyvhihiazol-2-vl}-2 Sdiphenvlieirazolum  bromide]
pemy [H], which evalutes the redoctiom of the fetra-
walum salt by mitochondral debvdrogemnase m metah-
alcally actve el Comverted dve was dissohed m
H{ackbfied mopropanal (0] M) and measured spec-
trophoiomemcally at £70 mm (hack ground subiraction
ot 630 and &0 nm). Al expermens were conduocied at
least m mmiphcate. The resuls are presemed as
means =siandard deviatsom 30} The percemtage of
gromth inbdhiiom was plotied agamst concentrafion of
the compound m mednm, and Iy valoe idefined as the
concenirafion of drug requimad to reduce 5F: cell va-
iy respect o umreated condral) was caloolued.

2T dpapiaris

Cells were groan m plates and ireaded confmuonshy
with frame-PiPy 107 M for 14 days The cells were
passed and asaved for apopiotic patiern every 3 dava.
We wed Hoechst 31382 and promdnm sedide for
douhle stamimg of nucls and cells; roclear morpholag-
ical changes and cell membrane damage were svaloated
by comfncal mcroscapy (BioRad MBC @0 coupled toa
Mikon Dhaphot 350 mcroscope).

28 Reverse ramperiorion-PCE

In arder 4o dscrmuinate hetaren nonspecific acfion
of rrgeer-PiPy at transoapfion bevel (ibns mierfarng also
with the synthesis of the telomerase) and nis ahiny to
mieract diracily with the synihesized ercyme, we amal-
vaed mEMA expression of telomerase subunns (WTERT
and WTERC) Total BMA was eviracted and selacied
mequences were reiro iransribed and ampbfied wath
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specific prmers (AMV-ET Sigma) We adapied &0 *C
anmealing temperatore, ZE cwvcles for WTERT and
hTERC; and 2I cycles for flacim. The specific pramers
for dhe dhree sequences were reviowsly  described
hy other mthors [¥9] the prmer sets were as folloes
for KTERT: &-TGAACTTGOGEAAGACAGT GG-1
(foreard) and FATGOGTOGAAACCTOGTACGOCT
ireverse); for hTERC: 5=TTTGTCT AACCCTA ACTG
AlGAAG foreard) and STTGETCTAGAAT GARD
GOTGGEA; for fractm F-GTGLHGHOGOO0CAGET
ACCA (foresard) and $=CTOCT TAAT GTCACGOAT
GATTTE freverse). The products were resalved wath
[ %% agarose electrophoress and the data were mors
malzed on feactin eypression wemg (el Dioc 1000 for
poquismion and Juanfiy One program 407 BioRad)
fior quamification analyss.

29 Toral cellulor plorism meonurensen

Faponemially growing cells wene treated wath 107 M
of the comples under smdy. After [ 4,24, and 45 h of
mecnhation, cell monolayers were washed three imes
with cold salme solwison, harvested and resospended
m{}) waier. Abquois of the cell smspension were somi-
cated for prodem determimation (BOA method) or mon-
eraled with &% HMOy for plimom determmaton.
The dry material was then dissolved m 2e HRG, and
the Pt comteni was measured by mducineely coupled
plasma-mass speciramedry (CP-M5). The major &wo=
topes of plafimmn and mdmm (miemal sandard) werne
mommored ai (95 and (05 mafz, respecinvely. Cellular
plafinm levels were expresssd as ng Pa'mg protem.

200, Of-warer parogm couffickenr

iOnl-waier parfison cosfficient { F) was veed 0% 2 m=an
of measurmg Bpophibcny of holagically active coms-
pounds; forthermaore ® was shoam that ihe diffoaon
through hiokgial membranes roughly depends om &
ver the years, alive cal was replaced by #=ocianal asa
reference for the Bpads, and the “shake flask™ medhod
was replaced by the wee of reverssdsphase bigheperior
mance bquwd chromatography (RP-HPFLT) emplayving
wter—methanal mimtures. We nsad dhe Bmcks medhod
shghily madified for less Bpophalic compounds [40]).

X Resalis amd di sosesion

In arder io evalmie the posmble dmect imieraction
hetaren fraeePiPy and delomerase, we emploved a
ser-purifiad enmme cellires quanmiaine koochemical
asmay. Under these expermental condifioms, saesPiPy
was able o sgmficanily whiti ielomense actviy
mangmg from 1¥% o 3% ina 07" @ 10~ M con-
certraiion range. The resolts were calculmed respact to
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the nmirsated comiral and correciad for all posahle m
terferences (a5 descrihed m Section ) (Fig. Za) It &
morthy io remll that amidelomerase drogs so far e
ported s=ldom mhitat telomerase acinay at [0 level
[24)

Tinder ienfical expermental condiions o PPy was
almost mactive [Fig. Hh).

Logsphase growmg MOF-T ool monalayers was insa-
ted for 24 hwath 10" 10 * M prares- PPy and the resadual
telomerase acinay afier exiracison of the enzyme was (5
4%, thus parallelng the cell free test resulis (Fig. 3

The obs ervation that reees-FiFymdocad a raped, albet
miaderate, decreas eof e lomerase acinty wathin 24 b, sugg
et a direct mierachion hetaeen rremeFIPY and the e
istin g poal of telomerase., rather ihan mierierence waih ihe
syritheas of the enmyme having o trmowver of aboot 24 b

Im order i demonsirate that the reduciion of el
merase acinvily was not doe o miterference of the trans
smpiion of o comporens (mamely, ATERT and
HWTERC), as found for reatment anh genotoxe o
platin [40-4%], we measured their mBEMA expresaon
bevels. The rams-PiPy 10T M after 4, 20, 30 and 45 b of
comimmous ireaiment, clussd no aberaiion m mBMA
eression of ihe telomerase componems, comparad io
the wnireated comtrol. Thess data were ohtamed by
Reverse trnnsonpiionFCR (RT-FCR), and normalzed
with the housekeeper fisactin evpression (Fig. 4).

The effect of rrger-PiPy on vty of BMOP-T cells
was determured after 24 hoof treatment I concentration
range of 10-¥_10* M {Fig. 5. By comparing these re-
sulis with those shown m Fiag. 3, the hesi compromss
hetween sgndfican welmertse mhiboton and negh gihle
ovioiomciy was sedled at [0 M. Thuw, this concens
tration was adopied for the long <term El.]1ﬂ'.|:I:I1EI:I‘H

The mhohnion of telomerase was agnificam m ihe
first 24 h jca. 28%:), nn As aciity was restored wriban $
days of continuons reatment (Fig. ). The probferative
camahiliy patern was commderahly affecied smeoe a
growdh ammest was olserved after day 7, lading ©
complete cells death within 15 days(Fig. 7). The treats
ment mdneed o progressive apopiotic patenn of the cells
starimg from day 3 {data mot shown ).

We alen measured ihe miracelolr coment of plats
mura by indoctvely couplsd plesmasmass spactrometry
(CP-MS), as o function of raes-PiPy uptake durmg the
meubation tme (4% h) at (07" M. Smee TCP-RS
techmaque 15 at least one ander of magnnode more sene
aitive than convenfional atomoe absanpiion spectroscopy
(AR E), the cells can be challenged with rremePiPyat a
cancemiraiion kwer than it Doy, In Fig. & the celhular
upiake of hoth PiPy womers as well as of aspluiin &
reparied for ihe sake of companson. In paniscular, afier
4 hoof meament, raeesPiPy exhibiied a maxmmumn valoe
of Ft acumulation, that progressnely decreased, ne
maiming at least three fmes higher to that of the cors
responding cle-komer, o wne with o previous neport
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pophibc ithan Gsplain, ibms jusidfy mg ithar major op- polamiy of the raesgeometry (dealzed Dy, pmmeiny)
take by passve diffusion. The different concentrafion of with respect to asgeometry (dealmed O smmetiny)
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nermmaesd weh Saon. Mo difkrawes m @i simmeon embl be
el

HTEMY

(R L] [ [N (L} d
Ligframater ] ™

Pz 5 Bkcof o mads coararaaoms o -y on 880 F-7
cell wasdisy afer M b of samen The data e comomcd = de

mewn of 3 eslepemlew ppenmwm e b 50

Telemerase inkloan (%)

0
a 2 4 E & 10 12

Mg ol srmalmimes

g 4 Long-mem oot s of s Py (10 T M) em oo SRy
iz s eapmsmed o slarsae miEam rdsiwe fo S ue il
eentol, wad mpmame g owsa of 1 oindemeades et b 5D
s 0S), The sweae o e=or iz on sy mesods pant ndoses
i S wa of (e cdmbizicd 370 b eredier than e spmitol med foc

=1 Faer

[44] This bpophibe trend & comfiomed by fthe saoctannl-
waier pariton coefficknis (ff Log Polw valwes are
—04% =005 —06T < 00 =233 2038 for reee-Pily,
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cdp PPy, and ceplhifin, reqpecinely. The observed matml
redoction of selomerase actnmy (Fig. &) conld e ex
rhmed by the rapid efflun of eees PPy inio the cellular
companment Smee welomemase potvidy & apady e
minted afier rreeePiPy dreaimend. the ohserved oedl
deaih canmot cormelade with telomere dynamica. In fact,
compoands able to edoce elomerase acavity indoce
apopinss as a consequence of icomere shormenmg
and ths proces requoes several repbeation crvcles
for MCTT at leasi 30 days, vie. ghowt (0 populaisg
donhiim gx).

ibn the hass of the expermerial resuits, the amid
profferatve hehavicor of e PPy (Figs. & and T)
carmot fe accoumed for by mhilinon of telomerase,
alihoagh o ramd and direct mtemcion with the erzyme
el mam b gonsly ocours (Fags. 2 and 3}
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fransPily possessss aonie anfprofiferafive propers
fes on MUOF-T cells per w2, as confirmed by the apop-
wofic pattern observed by mimoscopy. Iis [y valoe,
obtamed afier 24 h treaiment followed by 4% b of e
covery with fresh complede media was 2063 b,
whille i the same svpermental condmons, o s<PtPy and
asplatin 1y valoes were 452 572 and 232 230 pM,
respecfiwly. This confirms once again that rrees-onme
plexes, bearng the opporiune carmier Bgands, posses
henbogical acinvity [2T-30), m ihe case of rrams-PiPy this
activiy mainly comesponds to non-specfic oriotomiciy.
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szl mred ihe rmulie ore o promsd an FLBA. T BBA vabe =
wniraedicd in by ceimil onsqual o 100,

Vishalny monwy

Expomnitialy growing cel lime, ik HOET  bormoms-
raponsive meamanary sdensarcinona ool line and MDa-
MB-Z3 hormcacs-indeposdent brmmi cawxr Bne &TTC
LA wors irypainbed ored ronwsparsded in comphis RPH
|?:|Fr-. LS4 cubur medinm phensl rabirs coaiaining
1S charcol-deiman sidpped FBE (2.5 g of woked, =i
vaied chorcond, plim 025 g deiran T-70 dimched 0 | L
of 00 M Tre, pH 20, sdded b0 mn squal volume of sl
bovins seramn iSgee, US4 supplemenizd wiih 2 mbd 1-
ghimmine, 100 L ok pzekilis, KO pg mb" dropionycin
amd 0I5 pp il anphoizicn B Cole wrs somkd wiik
oo ki med b csnditkcaed wikh anappreprisic coasmimikan

org. Mlomel, CH#EM., S0, 3, AR 1-3008

of ik compound wekr ambde (il concairation | pkdh,
Thz erpank compeareds Tan, OH-Tam, E2, EE 4 amd &
were disshesd in BOH, wkerme Pulllconploses 7, 8 oo
E‘::l #1;] wred co] Pl H wmal | weers: disobead in DVEOL Tha

coreaniniica of ik comchemi in culiure medin wever
mamenkd 0% Cleplaiin wan diescobeed In enlinrg madia el
merra by e prownw Bh culinre rigdin comaining b coachen
al the moirumn ccacninien anplopsl wor sk
reierorece conirol DR of ihe growih).

Cell menobyom were irsicd continusndy for 130 b Vi
abilify wan maamred wing s MTT =i Celb wre iew-
baied wiih 005 g mi- (- HE diws i bk 2o L5
diptenelitrooslinn broml de) oreder sbinderd cuburs corsli
ikcan lor 1 b, Bidls worr dried, asd Ermaran crpsials wers
sl uied wih THpL of skl bopropencd (0.1 W HO s absais
Irpropane iy A b rires i memered by pesiephoareiry
ai 50 am wih bxkgronnd mibiraciion s &30 mnd @@,

Bissiskhizmminy

Feugh calculaiican albend wm iommen the o ool megrd iuda
o platinenakcas P kninlly Eoared ko i e rece plor o reeensa
iz eri yicioic slecia The manbar of ¢ peri ERG
ad dhucin In bermense deprekmni | ER+ ) B v sk B in
ihe o ol K000 30R000 (00000 on arveragen ™ This level of
el iubr updako: in ihe koman seenerery ad encarcicana MCF-
7 well Brme wiih civplaiin, salwvicd by means of ICPME asd
sairmpohuind ab 10y kv (24 b contimeean treaimemil. o okou
7 ap PP calie!™ The correpesding DMNA platimlien =
abzui B ol ik uptake, do, 470 py P K ool ™ Prord ded
ihai ibs 20000 ER sebducis iramspori 300 [y mormadinecily io
ihe DA (v cnbadi o perecily eflicienin, ihe DA plalinniicn
would cormepordd io e d pg PU I ik This, ibe pleilnsiicn
predues by Uw reerplorial rpsiomn proves o b porly e
queis for oyicioodc iy, wilh adefici of s kan T icl.
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Water-soluble benzoheterocyele tnosmium clusters
as potential inhibitors of telomerase enzyme ™
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1. [ miredme it om

Telomerase & a rihonucleoprodemn with DRA po b
erase acfivity ihai mommioms ihe lengith of telomenc
DA by addmg hexamernic unms (35T TAGGH) 1o the
¥ smgle strand termirus. The selomernc stahilisation
comirtmies Lo the pressrvadion of onBmned cell pro bfers
afion podeniial. Telomernse &a mohimern: srcvme and

= Tha e e indales moernads o = sk goen by thecormpondng
wahor st the 501 2008 (1 Mess wnfemey el o@on) Tum, Edy,
22 hly 204
* Cormapnndngauhor. Tel: 50 151 5650 e 390 151 57204
Frad addren: domemecoxlbslimumipm.® (T Gl

DAL 05T - me fon meser O 308 Hewe he 40 rghs esesvasl
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comssts of different componenis: ihe BNA submnm buo-
man telomerase BMA component (WTERC, also lmoam
as hTR or hRTER), the catlvic suhunit uman tekom-
erase reverss iranscnpiase hTERT) and associded
protems [1]. Low oty of telomer ase s pressnt in gers
minal as well as m stem cells. In most human tumonrs a
wiran g telomerase nperegnltion has been demon strased,
while somafc cells do ot evpress thss enmvme. Thus,
telomerase mhiton may be conmdersd a highly spe-
cific approach direcied toward mmowr cells and meta-
wiases [I].

Mowadayvs, different authors have proposed prmom s
mg malecules for the mbdhrison of telomerase. Among
these, peptide mickes acsd (FMA) [1], dderyguanme
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(ddd6), ammemnse obgomucdeoisdes [4.5], retrotransop-
iase mhnbriors as Yeandotbymadine (AZT) and carhovar
[6-%], agenis able 1o promode or stabalee quadruples
formaiion of guanme hases {G4) m telomenc DMA as
the dermvaies of porphyrins [00,01] and ambraqunones
[£Z], high-affinriy small peptide [[3] and hammerhead
mhoeyme agamst BMA components of telomerase
14,15].
: {:!1.I:I]:I'|'.'|h1'|! hased compounds have shown mierssting
hinkogial propenis, espedally n mhohifing enrvmes.
For esample, the %< s0qumolmeo Bomd) Zmeth vl
piperazme (HT) is 2 poteni inhibior of the prosem
kmases A and O [l4] Eim et al. [I7] reponed ibe
2.3, Teimch bor o Snriraquina xalne (THQX) as 2 mooad-
iype mon-compefine inhibror of telmerase (Fig. [

{nr group has propossd a dfferent approach hased
on Pilljcomplenss [15-30). Smilarly Yoshida and co-
workers [21] reporied that the longderm freatment of
a colured hepadnma cell Bre wath [P02, % dihrom osnocs
maio ) 2=imethvlamm omethd prnidne) ] produweed 2 sig-
nificant raduction of tel omense actnity. The most Beely
targets of these moleculs are the modechases of
hTERC. In parficolar, we found that the satersolohle
e [P Clpi persdme) (3= 30 H-moquinobine || compound,
named Piqum® (Fig. [) acheeved the hesi compromise
hetaeen iel omerase mbohiion and non-speacific cvinin-
iciy. This & an mmporiani requinmmeni, smce any anik
telomerase therapy has to be prolonged to permi ihe
telomerss in shoren to o crdsal length, as o conses
quence of the mulaple replcation of cancer cells, and m-
duee senescence and apopioss [2X].

We have recenily developed synihetic proced ures for
2 class of bereohetenoovcle triosmmm clusters of genenal
formula  [ifu-H O8O0 (Lm0 Hfj], where L=
[FCHS0 M) or [FOCH2IH Melh] and =
qunalne, Lammoqumalire, qunoxalne, phenambin
dime [Z3-30) {Fig. ¥} The gemeral scheme of symihess
i reponed in Fig. 3. Thess arganomedal e chiiders are
characierized by o quinobne-hie Band, amd an Somiza-
hle phosplore or phosplote Bgand, both coordmaded
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wul = gundine, Sewaoqumelne, qunocdine o piemmdrakae
The szl (-1 sk for 0

i a chemically mert trosmmm-nonacarho mylbydnda
core (£X% Da). The sulforate phosphine or ihe trmeih-
vlamm ommum phcsphiie lizands areahble o mopant water
solbiliiy io the large organometalbc cusier, by vinioe

of thedr imiple negaiive or triple posiive charges , respecs
tvely. Chisters Ia-db (Fig. X) are siahle m wader for
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Fg i Symehema nE[l,p-HE'h.l_ﬂ'hq,].l_wﬂ’-gﬂl—H il clmiem, whems
L= [P, 50y N ay) o [0, CH e ], ed = qumdine,
Sfemnoqunelne, qunosdine o phemndrakae The symisl (-1
wanih foo 0L

weeks. They aggregate o form mcelles at relainvely hagh
comceniraiiom, and are ahle io mveract slecrosiaiacally
with Womolecoles, as tesified by relavation fests om
plasmid soper-comed TITA 3]

The quinalime cemmm chisters differ from quino e
P} compounds, Iie Piqun®, smee they bck of any
leaving group and, iherefore, of amy electnoph bobooor
dmnatng fradiiomally mamed alkplarieg) properises.
Oy their sienc hindrance could be responshble for the
mhitaiion of the delamerase

We have smdied ihe delomerasembihsimg abilfy of
such cdosters both m a cellfree hinchemocal system
and m huwman hreast cancer MEOFT cell Ene.

L. Experimestal
24, Carmicals
The triosmium chesters [ju-F 08 O0)e L) wen 50
Hj})), where L=[HCHS M) or [FOCHCH N
ard

ke, T}, ] ()= qunaline, lammoquinaline,
qunomalime, pleranthndne, la-db, were synithessed

134

i

accardimg io pobBshed procedures [10]. Thewr pury was
verified by FT-TR, mulimulear MME specimosoopmy,
and elemenial analyss.

All rmagemis were purchased from Sigma Aldnch.
Oy and KPP, were gifted from Johmeon Matthey
(Reading, 1K} and were emploved for dhe syniheas of
the sanimg materals Osyi00): and Gsplatin,
respectivel v,

22 Call sealrawrs

MCF-T cell fhwman mammary  adenocarcmoma,
ATOE HTBEXEE, Amencan Type Culiure Colleciion,
Raocoville, TIEA) were wed for In vilro experments.
Cells were growth m Dulbecca’s modified Pagle’s mead-
mum (GMEM) coliure medmm sopplemented wih 106G
foedal calf serum, 2 mb L-ghitamine, [0 Uinl penial-
Im,, 1 pg'ml sirepiomyeim and 0.2 pgfml ampha terican
B. Cells were culiured at 37 =0 m humadified 29 O
aimasphere and cell monolyers were peniadcally
screemed for mycoplisma comammation.

28, Cellifree mlomerane bioclpmical e

Fxporemaly growmg MOFT el were hssd and
tebomerase eniracied as described m the Heratore [30]
Briefly, cells were inypanzed and washed with cald hud-
fer comtamang 10 mb Hepes {de 2 bvd romvethivll L= pap-=
crazme-ethanembomne aced, sodmm sal, pH 74), 15
mbd MgCh, 10mb KO, and | s DTT {dithoot bre -
toll. The pellets were resuspended in o hes boffer
cortamimg 10 mb Trs-HO (treshyd rosymetind) amo-
nomethane hvdrochlonde, bufierad at pH 75), [ mbd
Magll, | mM EGTA  jedhyvlenchmonyvethy lenem-
triko Hetraacetie acad), 085 CHAPE (3<[{1-cholamida-
Jrer ol i Ene th vlarnmio noums L propane-s ulfonade), D06
ghvceral, 0. mbd PFRMIF (phenymethanesulphomyd flun-
ricde), and & m¥ Zmercamoethanol Lyas was carmed
ot for 40 mm on e and sampls were sepanded ad
Ho 00y for 30 mim at 4 “C Proden conent was deier-
mined nsimg BOCA Projem Assay (Pierce) [32] and abqu-
ots, conlaming the aciive welomerase, were diloied m
arder io obiam a ke chlonde conceniration {ahout [
mbd), compaiihle wrh imracellolar concentration. The
ercvme present mothis solifion was challenged wath
the chwmters under imvestigation at fimal conceniraton
ranging fram 1077 to 107 M. Incubations were carried
ouifor 15 mm at X3 “C, bo ensurne the preservaison of ens
zyvme efficiency. Afier the treaimeni, ithe mviure was
adjusiad io0 ohtain a final malt composfson: 20 mbd
Trs-HCl (pH £3), 1.5 mM Mgll, &3 mM KCOL 0
mi BGTA, 0.l mg/ml BESA (hovine serum ol bamin),
and G0 Traren-30. We moluded a frue posive cons
itral (ihe unireaied cell lwade) and an interference con-
iral {the chwsier under sindy added only afier ihis siep,
mamed el ongation step). The resstual felomenase actnaty
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wias determimad followang the standard procedures for
telomenc repeat amplficaton prodocal (TRAF assay),
mamed ampbfication step [30]).

L4, Demrminarion of tle rexidual relomera e aeridny in
cedln

Zuh-confluent cell monalayers were ireated wiih the
meries of clusders ot differeni comcentrafion (10 ¥_ 10
M) far 24 h. Telomer ase-coniaming exmacis wens fres
pared as desoihed m Secfion 23 A range of 050 ug
ioial celllar protein was analysed for the TRAF
reactiom.

25, Teloomeric repeary amplificarion prorecaln

The rescdual telomenase aciviy was dedermmed wiih
two meithods the semkquaniiafme TRAF assay and
realfime gquantiaine TRAF [1[]. In the traditomal
TRAF asmay ihe slongaiion suhsiraie for selomerase,
ithe symibedic obgonud eotde TS (- AATOOGT OGAL-
CAGAGT T}, was added to a mimiure comiamng | pg of
ernryme haade (dermved from cell free hiochemical assay
or fram hsaie of the meated cells), E 1T Tag polymerase
i(Roche, Germany), 50 ubd dNTPm, 2 008 (@22 dCTE
i Amersham, UK} and TRAF bufier. The elongation step
wis conducted at 23 *0 for 30 mim. At the end of this
step, the downstream prmer X @WGOGOGET:
TTACCCTTACCCTTACOCT AARDD) was added do
the reaciion buoffer and the amplfication of the hexa-
merc elmgatnon products was made by FCR ipohmn-
erame cham recisom, 30 oels; 50 %0 annealng
temperamre). We mcluded a moe possfive comiral (the
unirmiad cell ysae), and an mierference comral e,
the chiwier under siudy added omly afier the elongation
wiep]. However, the mhdhifion of clusters Ta-da on Tag
i Thermus aquatcns dermved DB Aspal vinerase) resohed
o bhe meghgble The amphfimiion reaciion produocs
were resalved by nonsdenamrmg # pohacr vl de
elecirophoress. Denstometry was performead wsmg a
(%250 Molecular Imager (BieRad) wih BI screen
tvpe and Phosphor Anahst L] program for den somie -
mc analysi. Iniemmal amplfication cominal was incduded
(TTAS, foreard S AATCOOTOGAGCAGAGTTA A=
AAGGOOGAGAAGOGAT, backwards S%ATOGE:
TTCTOGHGOCTTTT) in the reaction and wead for
demsromeitric calculatons.

The secomd method that we adopied emploved o real
tme PCR amplificaton prodncol for selomerase prod-
ucis. The reaction moxvmre mchded [x SYER green
huffer (Applera FE, Taly), § mM Ma(l, 25 mM mach
AMWTE, 2 1T AmpliTag Gold TN A-pol wmerase, 10 mbd
PGTA, 0 pg of each primers (TS 3SAATOCGTC-
GAGCAGAGTT ared ALK SLGEOGOGGE-
(CTTACORCT AACT). The reaction was periormad
usmg an ABI Prsm 708 msiraoment (Apphed Bosys
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e, TISA). The espermiental conditions wens 28 %0
for 30 mom for the ebmgation step, 95 30 for 10 mm
for dhe actvation of Fag, 95 20 for 30 &, 30 30 for
W5 and T2 40 for 90 5 for demainnng, armeahng and
amplfication, respeciively. The real-imne floorescence
deteciion threshol d was caloladed as [0 standard devia-
fions (80} of the haselne measured between 1 and 15
cycles (AR Prsm 7000 S8 sofiware). For amplbfica-
fon specificry at ihe end of 40 opcles, o 20 mom G054
* dmsocafion oycle was periormed Gpecific desocias
fion temperature 76 4C) The unireated comiral gave a
tvpacal Ci fibreshold cycle vabloe) of 20 thai corre
sponided to 100G telomerase acinmy, as measured ai a
relative fluorescence variation threshold of G0%. A& serial
dilution of the unireated comdral (0.0, L5, GL28 O L0,
a3, 0002 pg of cell hysate) was adopied for standard
crve determmanon Elope of wpal experment

2065, The nmireated conirol mdicaded the hest pers
formance of felomerase present modhe hsade. An me
crease of i mdicaded a progresme reduciion of
felomerase acinaly, due to the action of dhe complexes
direcily on the semi-purified fraciiom or on the cells
Fach semple was assayed m duplcaie.

L Cell phabiliry amsay

Vaahalry was measurad by wang MTT {34 4, 5-dmeih-
yhhiazokEyl]-2 di phenyliefrazolinm. hromade) assay
[31], which evaluaies the reducison of the dedrazolnm
malt by motochondmal sucanate dehydrogenase in meia-
holwally actmve cells. Comentad dve was dissohved m
HCkaadified isopropanal (0.0 M) and measursd spec
rophotometncally at 570 nm (hackground sobiraction
at &30 and &0 mm). All enpermends were concucted
i lmsi m imphcate. The resulis are presenied as
mearns T standard deviation (30, The percentage of
groacih mbahaison was plotied agamsi the concemmation
of ihe chasier m medmm, and Iy valee (defined as ibe
camceriration of drug raquired to redoce 3064 cell viahalk
my respeci io unireaded comiral) was caloulated As a
caniral, a clmogem: or calmy-counfing assay was

emnploved [34]

27 Plarvsen and ormdum upreke aed offiex

Fxpomenfally growing cells were meased with 10-7 M
cisplain or cemmum chsters {107 ar 1077 M) After 34,
4% and T2 h of comimmons incobation, cell monalayers
apre washed 3 fmes with wecold salime solotion
0.9 Madld) and harvesied with trypsn for metal and
protein determimations. The experments wene repetad
2t least i imaplacade.

Imi oiher experments, moorder o measure the drg ef

fhix afier 24 h of treatment ai the same expermnenial
conchizons as ahove, the cells were rmmed itwce wiih
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fresh compleie madium at room emperature, and fmally
me-imcuhaded for 24 or 42 h.

bmeralizaiton wns camried oud with &3% HNO, at
13040 the dry moderial was dsmobved in e FING,
sofnfon. The Pt oor O content was mesunad by indoc
trvely couplad plasma mass speciromeiny (CP-ME). The
major molnpe of platium and osmmm were mon o nad
ot 195 and 150 sy, respeciively. The magor mendope of
mdmum ithe miernal sandand) was momtored at 105
miz. Cellpbyr pltvom or oomom kewl are expoesssd
as pmal complesimg protem, sherne [ of exiracied
toiel projedn s rooghly equradent to 107 cells. We de-
fined the accumulation misn as the min edseen ihe
mtrace fular osmmm concenitraton and ihe omnnm
comeniraiim m the cubure mieadiom: dhe fomer valoe
was estmated apprormmdely conadening the average
vodume of 2 mmgle el 40 be abowmt 2 pl [35].

5 Besabs and discmesion

S, B of duriern om relomerare Ge o el free rysiem

In the celkfree Wochemial assay, all fhe megainely
chargad dusters la-da were able 1o mhshi telomeras
acinity (Fig. 4] The remits were clculuted with respect
o the ontreatsd conmal. The miedference of clisters an
the amplificaten siep, where oy repreented another
DA pohmerase darget, wos checked (me Section 3
These fests demonsinaied dhat la-da chwiers are sslece
e o7 delomerase, ot lmisi as comparsd with Fag
o yIne e,

In panixcubyr, the lammogqumobne derreative 1a was
ahle io elin o mgnificant dose-dependent inlohrsm of
the ereyme moa (67-107° M conceniraiion range
(%8% mlghition of telomerase at 1077 M, p<0U00!)

T
% =)
- Bia
1 i
E [ EE]

cd3EEZEE

i

Loneniation keg M] .

Frg 4 Chenges in shaems wiasy o soe-pmifid e n
moapmE S mcubason wih chEay la-de o dee comemmao
Telomemw mofwdy wxs memored by de TRAT mep 53 deciesd n
fectem 1 The tfect o s unlde meestpeon m Tag molym-
e e ala e wd el e mtasy wlaes wie cormeteal for
drae imrrfrenes The dom s amoel @ che e o G
mikzmime cpormmes = 5.

100

E:ﬂ ——
70 }"'Hr
E‘au e’
E!iu P,.
a4 ¥
=au
E 20
e 10
] ' ' ' )
5 =g -7 -8

Cormeniration Log [H]

Fa 5 Doedeseadency o e den o cume s m wlonese
mmaity. The dem e pypmemed 23 B mesn o five idegealen
exgemmieres & 510 T o0 (L0% T o (L w4 infesded coafrols
LT

(Fiz. 5). The ammo-groap n 23 prohably eahances the
hvdrogen bond donoraocepior intemction with the tar-
#=1 macromolecules. (o the confmary, da. that contams
the podemialy miercalitng prenanthndioe group, dxd
ot exhibifl remarkable acindy.

Imterestingly, the posmively charged homalagues i
dh were foond 10 he totally moctive In the same exgrers
merdal condifors, and thes compounds were nod
Turiker imvestgated

These data clearh suz gest an elecirosiatc namre of
ihe mieraciion of clhisers la-da wyih felomnerase, md
concerns the posinvely chorged porton of ihe muln-
mere emryme. The polmmerase HTERT mowty (shech
is rch 0 hamc ammo acads) is the component of the en-
7yme where minhiion ® Ekely operatnve. In faci, i
WTERT telomerase reverss transcnpiee fhere @ an ex-
cess of 26 postwely charged reduss (mamly argimne
ond lvsme grouns) [36] As la-da chisers show a centain
degree of selecinaty doearnd delomerase s compared
with Tag pobmerase, we el that the qumalire Gzands
could supply some kmd of dfimiee dor telomerase. After
elecmosiane atfraciion, the ullnea of chisers may
mierfere wiih the emmme actan.

J2 Effect of clusners on lelwmerase qoivity i MOE?
anpmwcar ool

Logsphase growimg MOTP-T cell monoliverss =ere
treated for 24 b with 1677007 M 1s-da dusters, and
the readml selomerase acindly was evaloed after
ewmicton and semipunificition of the enmvme The
anbehinon was nol sgnficant (Fig. &), Thes sinlon g ded-
ference hemmeen the reulis of ithe o =6 of expens
menis f.e, on wmolkied or miracelmbir ereyme)
mdicates difficul v in crossing ihe cell membrane, enter-
mg the cell, and, finally, reachimg the nocles, where the
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Fg & Domee m Slomnes o maadsy aie M b sodnes of #e
BCFST el widh dferen® comemrstons of dimdes Ie-du Telom-
ema ey we deseoital By TRAP swswy i docsiid in fevima 2

The bf am roreeed = the mesn of dom mdeendens
erzmiaeme & 570

telomerase enryme & acive. Dafficulty o crozasng cell
memhrane i understandahle for such heavy and iraphy
charged clhusters. This prohlem has been already docu-
mended for polvomometalate (PR} custers that aee
ghle to inhitet human mnmonedeficency vimm (HITY)
prodease [37]. Inieresfngly, these brge clusters = o
minusseven charge esahfish elecinostatic interaeSon
with the pomtvely charged ammanmm groopa of HIV
protease hesme resmdues Piclogists are oomently coms
cemad aboni wfedher and how thess POMs can hemier-
nabsad imto fhe cells [3E)

4.3 Efert af cluprary Ta-da on MCFST piabilirg

The effecis of chisders la-4a on vighibty of M{F-T
celb were determimed by MTT assay after 24 b treats
meni, W A concemiraficn range of W1 M, and
4% b dmugefree recovery. The percentage of groath mhi
hition was ploted agains the concentraison of the dus-
tens in complede medmm, and 105, valnes {definad os ibe
concentraton of drg reqored i neduce S00: celdl viatal
my respect 1o the mnireaded comtral | were calcubiied for
la-4a clusiers as well as for ceplim adapted as refer-
ence (Table {). ParaBel expermenis hased om ol omo genic
away fallnsmg drug exposire were abo perfomed and

Tabde |
1 valten weme chmzanl wfe 28 0 imasmens, Sdiowed By 25 A
L

Cemz ol 1, (i
In 2lx2

F- ] 0=

k™ ChE

An FERTEY
Cmgdwan 282

The opemmensd wles aw oewo 250 o froe sdependens

FLZ LETT

resulin condfimmed those obiamned from MTT asay (daia
nat shaowm). The cviniomsy of la-4a closiers w farky
hogh and smmbar 1o thai of csplatm

id Upeke of ducers fads in MCOFF el

We measured the whole cellular comiem of csmam
imitact cell with membrane, odosal and oocews) by
mducinely coupled plsma s spectromeny (1P
KIS T, afier the dreatment with 29 (wed as the protoiype
of negatnvely charged duosters). Smoe the [CEME 1ach
mque &t kasi one onder of magnriude more sensine
than oopveniamal awomic alsorpison specinoscopy
iAA E] the cellsconld he challenged wiith 1 a1 acomcene
maizon kbeer than ms g, and dhm alkeed o follow
the afflun'efflun process m dongderm experment fireat
menl immespoams (-T2 h, concemimaisons e | LS
The cellubar uptake of ciplafin 107 M) s reponied for
the sake of comparson. Fige. 7 and 2 show ihe cluster
uprinke {pmal closterimg prodem) and the chter aocco-
rmulaton raiso ¢ mirace Bular concen mtonimead fm cone
cemiraton) m MOFT el me challenged wnh 2a ai [+
and {0~% ¥, respectively. For continucus treutment, the
uptake and accamnubiison moreassd Erearhy, reachmg an
accurmilation rafo of abowut 50 at 10~ "M and 28 at Lo—*
M, afier 72 h The antkproffenniive drog cmplatm,
whch cerumby difuses mio ihe cell, exhihoed, afer
M h of conmuoons meohaiion, a moderaie accrmulz-
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and final by decreased after T2 h (Fag. 9). Mareover, cips
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pendeni from it comcemmafon W ewmacellular
medinm, mdicaimg an ideal diffosion throogh the cell

membmanes [359). This was not the case dor dhe ommmm
clhsters, where o romghly limear relatsonshp heiwesn op=
iakelefflux and ime of monhationfeashmg was oh-
served . Porthermore, dhie imorease of ibe aconmmulation
ratio with the concemiration of clusier m the medmm
suggesiad o poashle adheson to membrane maore dhan
an miemalzaiim [39]. This hypothesis may explan
the cyintomicry of Ia jand may he roadered to dhe
compamon chiiers) as ihe comsequence of ©s mierfer-
ence with ihe nomal maffickng and foncfons of the
mem hrane.

Aok mowle digeme mis
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PARTE 2

Correlazione tra chemioterapia ed attivita della te lomerasi

in campioni biologici di neoplasie polmonari
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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 € la tipologia neoplastica piu frequente nella popolazione mondiale. Nei
paesi industrializzati & attualmente la prima causa di morte per cancro.
In Europa si registrano mediamente circa 350.000 nuovi casi all'anno ed il tasso di mortalita 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 mortalita 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 I'asse verbano-novarese-alessandrino che & superiore al 30% rispetto

alle altre province (Figura 2.1.1.a.).

Dati epidemiologici del

) Regioni Italiane.
Registro

Tassi Standardizzati

Tzumo;i_F;igngor.ne di Mortalita.
(Zanetti ) E 70,0-82,9
. . 64,2-70,0
Incidenza : ~ 3120 nuovi ] ’ ’
- e 0 _ @ 56,5-64,2
casi all'anno (di cui il 17% & O 45,7-56,4

costituito da donne).

Mortalita : numero___~ -
medio di deces@‘l” W

2
o de e
annuali pari <mm\

a~ 2700. « b
v
PN

"oy
({\/\M .
h ~ n
"\wp}wg {
k! : A3 Tassi annui di Incidenza standardizzati
R _ é\biwbmf per eta, sesso e ASL di resi denza.
= 61,35-75,61 == 75,68-82,93
= 84,94-98,64 == 99,88-107,03
107.35-115.23 116.25-145.86

Figura 2.1.1.a. Epidemiologia delle neoplasie polmonari in Italia. | tassi di mortalita sono elevati nelle zone a Nord del Paese
(Lombardia, Emilia, Veneto e Friuli) quindi nelle regioni piu industrializzate e valori piu bassi si registrano al Sud. Specificamente in
Piemonte, i tassi di mortalita risultano superiori a Nord nelle zone del novarese,vercellese, biellese.(M. Nosenzo, G. Tassi “Percorsi

Diagnostico-Terapeutici in Pneumologia’-EdiAipo 2000).
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Nonostante gli sforzi per migliorare la sopravvivenza in pazienti con neoplasie polmonari, la
sopravvivenza media negli ultimi 30 anni non €& 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, I'eta media dei pazienti € di 60 anni; oltre un terzo dei nuovi casi € diagnosticato in soggetti di eta
superiore ai 70 anni.

L'eziopatogenesi delle neoplasie polmonari € 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 piu significativi sembrano essere il tabagismo, sia attivo
che passivo, una componente genetica e I'esposizione a noti cancerogeni ambientali. Grande rilevanza é
stata data al fumo di sigaretta, dato che circa il 90% dei tumori polmonari & correlata al tabagismo.
Attualmente si stima che il 20% della popolazione degli attuali fumatori sviluppera neoplasia polmonare.

In linea generale, coloro che hanno fumato per molti anni, hanno un rischio di sviluppare una neoplasia
polmonare, che e circa 20-30 volte maggiore rispetto a chi non ha mai fumato ed anche I'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 & che il fumo di sigaretta aumenta in generale la probabilita di sviluppo di tutti i tipi
istologici di neoplasia polmonare ma in particolare la sua azione € 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 familiaritd o mutazioni genetiche, la
guestione rimane ancora controversa (Matakidou et al., 2005, Wood et al., 2000).

L'esposizione prolungata all'asbesto, a metalli come il nickel, I'arsenico, il cadmio, il cromo, il radon, a
minerali radioattivi (uranio, radio, torio, plutonio), € sicuramente associata all’'alta probabilita 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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RISCHIO
RIPORTATO I rischio di sviluppo di
FATTORE REFERENZA ALL’ESPOSIZIONE Ca. polmonare tra i
PIU ALTA fumatori &
Fumo Doll (1994) 10 @ ~ 20 volte > che tra i
Samet (1986) 5.3
Ooi (1986) 2.4
Cancro polmonare nella famiglia Horwitz (1988) 2.8
Wu (1988) 3.9
Brownson (1997) 2.7
Hinds (1982) 10.0
Precedenti personali di Gao (1987 6.4
tubercolosi Wu (1988) 1.7
Sakurai (1989) 8.2
Assunzione di a Icool Pollack (1984) 2.19
Carotene/deficienza di vitamina Ziegler (1986) 2.2
o . - Edlin (1984) 4.3
Radon (10% dei casi) Lees (1987) 22
o AT Hayes (1989) 15
Eustrzj?/se;i:g:';e a scarichi di Jacobsson (1997) 2.0
Gustavsson 2.4
Funzioni di Ventilazione Lange (1990) 2-4
Anomalie cardiache Tenkanen (1987) 2.4
Rapporto rischi urbani e rurali Shy (1984) 1.2-2.8 |:>
Esposizione all’arsenico Tsuda (1995) 15.69
Assunzione di Vitamine A,C, ed E | Yong (1997) 0.32
Assunzione di verdure e frutta Aqgudo (1997) 0.45
o ) (Z)rlfj?&(\}vg ;)n7g) é%g 1-2% del totale dei casi
Esposizione all'amianto Dement (1994) 53 & dovuto ad esposizione ad
Raffin (1993) 3:31 inquinamento atmosferico

Figura 2.1.1.b. . Fattori di rischio per neoplasie polmonari. L'eziopatogenesi & multifattoriale. Molti sono gli studi sui fattori di rischio per
neoplasie polmonari da cui & emerso il ruolo indiscusso del fumo. In generale, il contributo dei fattori ambientali allo sviluppo di

neoplasie polmonari € ridotto.(M. Nosenzo, G. Tassi “Percorsi Diagnostico- Terapeutici in Pneumologia”-EdiAipo 2000).

L'evoluzione delle patologie polmonari & strettamente correlata sia con lo stadio di sviluppo della

neoplasia stessa che con la tipologia tissutale.

La precocita della diagnosi, infatti, condiziona pesantemente le aspettative di vita del paziente, in quanto
molte volte la sintomatologia € presente soprattutto nello stadio avanzato.

Per questo motivo € molto importante il ruolo della prevenzione. Al di la delle raccomandazioni generiche per
ridurre i rischi connessi all’esposizione cronica al fumo di sigaretta e ai contaminanti ambientali, molto pu®
essere fatto per migliorare le capacita diagnostiche e prognostiche. Sebbene in altre patologie siano stati
proposti screening al fine di aumentare la precocita 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 € molto alto
visto il grande impatto della malattia nel mondo (American Cancer Society, 2002; Eijkemans et al, 2005). II
trattamento piu 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 & fortemente voluto per riuscire a trattare in fase
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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 I'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 € emersa I'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 I'ottimizzazione del rapporto costo-beneficio, inoltre sono i
principali criteri da rispettare nello sviluppo di nuove metodiche diagnostiche.

Il successo terapeutico dipende dalla precocita 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, € 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
alveali).
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 pero 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 Sanita (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 (pitl 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 piu importante derivazione istologica. A causa della
diversita 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 piu coinvolti nelle varie fasi di progressione di istotipo

tumorale.
Alveolar and bronchiolar Bronchial epithelial cells | | Neurcendocrine epithelial cells
epithelial cells
Chr. 3p LOH (40%) -
— [RASSFT / FHIT inactivalion?) . ?
p16™M4e inactivation (~35 %) mind o Y
K-ras mutation (10%) s B
iperplasia
Atypical adenomatous hyperplasia “ ~Bronchial dysplasia | | i ?
7 mion . Chr. 17p LOH (B0%) — [p53 inactivation]

o ::;‘.’_f 2 Chr.13q LOH {50%) — [RB inactivation]
Chr. 17p LOH (30%) - [p53 inacti\ralion] r"‘;r"y'@:'; o1 :-}'.FF' Chr. 3p LOH (80%)
Chr.13q LOH (60%) — [RB inaclivation?] »__r‘ﬁgmgﬁfi 4 — [RASSF1 / FHIT inactivation?)

Telomerase expression [ e e Chr. Sq LOH (70 %)
(800/) e e Chr. 22q LOH (70 %)
N Ca. in situ - [MYO18B inactivation?]
Primary adenocarcinoma | E Primary squamous cell carcinoma ‘ \ Primary small cell carcinoma I
Chr. 2q LOH (70%)
Chr.8p LOH {80%)
Chr. 18q LOH (85%) - ; Myc amplification (30%)
Chr.22q LOH {75%]) . Y e A
— [MY0188 inactivation?)
Ca. squamoso
Figure 1. Genetic model for lung cancer progression. Lung cancer is histologically divided into three major tvpes, adenocarcinoma. squamous cell
carcinoma, and small cell carcinoma. Genetic alterations detected in each progression stage in each type are summarized.

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 €& associato a specifiche mutazioni geniche e di regolazione cellulare. Fondamentale nel fenomeno di
progressione tumorale risulta essere I'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 I'85% di NSCLC e tale

fenomeno risulta essere un evento precoce nella patogenesi a piu stadi di carcinomi polmonari.(Yokota J. et al., 2004).
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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 puo 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 piu frequentemente.

Carcinoma Squamocellulare. 1l 30% circa delle neoplasie polmonari sono carcinomi squamocellulari. E un
tumore che pud presentarsi con diversi gradi di differenziazione (altamente, moderatamente o scarsamente
differenziato). Le cellule che lo costituiscono sono disposte in lamine su piu 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 piu
differenziate Questo tipo di tumore, pit comunemente di altri, € responsabile di sindromi paraneoplastiche da
produzione di peptide paratormone-simile. La sua presentazione macroscopica piu frequente, € quella del
tumore centrale, ilare.

Si ritiene che si accresca abbastanza lentamente e in alcuni casi € stato possibile valutare un tempo di
raddoppiamento della massa tumorale di circa 200 giorni, un periodo piuttosto lungo. E un tumore che pud
dare metastasi: sono piu frequenti nei linfonodi regionali (lobari, ilari, mediastinici), ma anche la diffusione
ematica e possibile.

E listotipo 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 € 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 pm), con nuclei ovoidali o fusiformi e scarso citoplasma. L'atteggiamento ¢ 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 possibilita di sintetizzare ormoni peptidergici. Nel
siero del sangue dei portatori di questo tumore é rilevabile la presenza di un enzima, la enolasi neurono-
specifica (NSE). Solitamente non si riscontrano squilibri ormonali data la secrezione di sostanze inattive. E
possibile pero l'insorgenza di sindromi legate alla secrezione ectopica di ormoni quali ACTH (ormone

adreno-corticotropo), Calcitonina, Vasopressina.
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Macroscopicamente € un tumore a localizzazione prevalentemente centrale, ilare o parailare. Precocemente
da coinvolgimento linfonodale, con adenopatia ilo-mediastinica evidente spesso alla diagnosi. Rapida & poi
la sua diffusione per via ematica con embolizzazione diffusa e quadri di carcinosi generalizzata.

Questo € un istotipo frequente nei fumatori.

Rappresenta il 5-15 % della casistica chirurgica. La percentuale € molto bassa soprattutto perché questo
tumore € clinicamente molto maligno e spesso non € piu curabile al momento della diagnosi.

Carcinoma a Grandi cellule. Indicato come carcinoma anaplastico, rappresenta il 15 % dei tumori
polmonari. Raggruppa le forme piu 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 & 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.
E frequente nei fumatori. Data la aggressivita, & l'istotipo di pit raro riscontro nelle casistiche chirurgiche (5-
15 % del totale ).

Adenocarcinoma . E listotipo 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 € il riscontro di
forme miste adenosquamose.

La sede di sviluppo preferenziale di questa neoplasia € 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 € quello di una massa rotondeggiante di volume solitamente modesto e per questo
clinicamente asintomatico.

Purtroppo, oltre alla metastatizzazione linfatica, il tumore da metastasi per via ematica e talvolta queste
localizzazioni secondarie sono responsabili dei primi sintomi di malattia.

E il tumore meno legato all’abitudine del fumo e quindi & 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.  E 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 I, 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
scarsita di mitosi e I'assenza di distruzione dell'impalcatura del polmone I'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 € molto simile a
quello di una broncopolmonite. Il tumore & caratterizzato dall'estensione lobare senza netta delimitazione e
ha insorgenza multifocale. Dopo la sua resezione non € raro assistere alla recidiva nello stesso polmone o in
guello controlaterale. Raramente da metastasi ma ha prognosi infausta.

Tumore Carcinoide . Puo essere considerato come tumore bronco-polmonare a lento sviluppo e di relativa
benignita, pur con la possibilita 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 capacita di sintesi ormonale e i
tumori che ne derivano rientrano nel gruppo degli Apudomi, pill 0 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 € assente. Nel complesso il tessuto polmonare mantiene la sua identita, la struttura
istologica € mantenuta. Solitamente, il tumore carcinoide appare come una vegetazione moriforme,
facilmente sanguinante, che sporge in un bronco lobare o segmentario. E una neoplasia che pud secernere
serotonina: cio accade raramente (5% dei casi) ma €& evidente quando il tumore € 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 invasivita. 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 € migliore

rispetto ai carcinomi bronchiali.

148



2.1.3.Stadiazione delle neoplasie polmonari

Una volta ottenuta la diagnosi cito-istologica di neoplasia polmonare, € necessario andare a valutare
I'esatta estensione della malattia e cioé andare a definirne una classificazione clinica in Stadi.
Possedere un valido sistema di classificazione dei tumori € 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 piu appropriata, una formulazione

prognostica pil precisa e un confronto dei risultati delle diverse casistiche.

2.1.3.1 1l Sistema TNM

Il sistema piu utilizzato per descrivere I'estensione di malattia neoplastica € il TNM. Questo € 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
I'estensione anatomica del tumore, basandosi sulla valutazione di tre componenti:

T - identifica I'estensione del tumore primitivo.

N - identifica I'estensione di metastasi nei linfonodi regionali.

M - identifica I'assenza o la presenza di metastasi a distanza.

L'aggiunta di numeri a queste tre componenti indica I'estensione del tumore, cioé:

-TO, T1, T2, T3, T4
- NO, N1, N2, N3
- MO, M1

Tutti i casi devono essere confermati istologicamente.

Per ogni sede sono descritte due classificazioni, cioé:

a) Classificazione clinica (Classificazione clinica pre-trattamento), indicata come TNM (o cTNM). Essa e
basata sui dati raccolti prima del trattamento, attraverso l'esame obiettivo, le tecniche d'immagine,
I'endoscopia bronchiale, le biopsie ed altri esami specifici.

b) Classificazione patologica (Classificazione istopatologica o post-chirurgica) indicata come pTNM. Essa
€ 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 piu alta categoria pT. La valutazione patologica dei linfonodi
regionali (pN) richiede la rimozione e I'esame di un numero sufficiente di linfonodi; per ogni linfoadenectomia
e indicato il numero minimo di linfonodi necessario per definire correttamente la categoria pN.

L'accertamento patologico di metastasi a distanza (pM) implica I'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 puo essere definito.
G1 || Ben differenziato.

G2 || Moderatamente differenziato.

G3 || Poco differenziato.

G4 || Indifferenziato.

Tabella 2.1.3.1. Quadro complessivo relativo al “Grading” tumorale

| gradi 1 e 2 possono essere raggruppati come neoplasie a “basso grado”di malignita, 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 é 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 & utile per discutere le indicazioni al trattamento primario, la stadiazione patologica &
utile per avere informazioni sulla prognosi e pud essere anche utilizzata in alcuni casi per decidere I'impiego
di una terapia adiuvante. Gli stadi sono indicati con i numeri: O, I, II, lll, V.

Il carcinoma in situ é considerato stadio O, i casi con metastasi a distanza sono considerati di stadio IV. La
stratificazione adottata € 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, &€ 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

TX Il tumore primitivo non puod essere definito, oppure ne € provata l'esistenza per
la presenza di cellule atipiche nell'escreato o nel liquido di lavaggio bronchiale,
ma non € visualizzato con le tecniche per immagini o con la broncoscopia

TO 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 piu 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 piu 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

Il poco frequente tumore a diffusione superficiale di qualunque dimensione, con la sua componente invasiva
limitata alla parete bronchiale, che puo estendersi prossimalmente al bronco principale, € classificato come
T1. La maggior parte dei versamenti pleurici associati al carcinoma polmonare & 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 & neoplastico,

esso dovrebbe essere escluso come elemento per la stadiazione ed il paziente deve essere classificato
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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
I linfonodi regionali non possono essere definiti
NX
Assenza di metastasi nei linfonodi regionali
NO
Metastasi nei linfonodi omolaterali peribronchiali /o omolaterali ilari e
N1 intrapolmonari, comprendendo anche linteressamento per estensione
diretta
Metastasi in linfonodi mediastinici omolaterali e/o sottocarinali
N2
Metastasi nei linfonodi mediastinici controlaterali, negli ilari controlaterali,
N3 negli scalenici o nei sovraclaveari omo- o controlaterali

L'esame istologico di un pezzo operatorio ottenuto con una linfoadenectomia ilare 0 mediastinica include di
norma 6 o piu 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 puo essere definita
MO 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’lesame scintigrafico “total body” che segnala
eventuali secondarismi ossei. Questa indagine utilizza, come mezzo rilevatore, dei composti fosfatici marcati
con #"TC (Tecnezio) che vengono captati dal tessuto osseo La loro deposizione va a riflettere I'entita dei

fenomeni osteoblastici ossei. La deposizione del radiofarmaco avviene entro un’ora dalla somministrazione e
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le aree di ipercaptazione corrispondono ad un aumento dell’attivita osteoblastica che accompagna i
fenomeni di osteolisi metastatica.

Se necessario € possibile ricorre alla PET (Giorgetti et al., 2002) ovvero una tecnica diagnostica medico-
nucleare che utilizza radioisotopi emettenti positroni (**C, *N, 0, *®F) che possono essere incorporati dai
composti organici senza alterarne le caratteristiche biochimiche. Essi permettono I'acquisizione di immagini

,18

a carattere biochimico-metabolico. La rilevazione della captazione dell"F-deossiglucosio associata al

metabolismo glucidico, € 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 NO MO
Stadio 0 Tis NO MO
Stadio IA T1 NO MO
Stadio IB T2 NO MO
Stadio IIA T1 N1 MO
Stadio IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadio llIA T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Stadio I11B ogni T N3 MO
T4 ogni N MO
Stadio IV ogni T og:jni 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 I'evoluzione della

malattia o di influenzare I'esito di un trattamento. | 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 (I'epidermoide, un tipo di NSCLC ben
differenziato é il piu favorevole), stato di validita clinica della persona (performance status), la presenza o
meno di calo ponderale negli ultimi 4-6 mesi, I'eta, le terapie adiuvanti e neoadiuvanti (quest’ultima allo
stadio N2 sembra migliorare la curabilita chirurgica e la sopravvivenza), I'espressione di geni correlati al
cancro (Ki 67, K-ras, bcl-2, FHIT e telomerasi ,..) cosi 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), I'abitudine al fumo e I'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) é il fattore piu 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'operabilita nel 77% dei casi, lievemente maggiore di quello del test TPA (65%) e CEA (69%) e
quest'ultimo si € rivelato piu predittivo di ogni altro metodo nel pronosticare la possibile recidiva post-
chirurgica (correttezza diagnostica complessiva: 83%). Per i pazienti in stadio Il 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, € stato evidenziato un effetto cooperativo tra attivita telomerasica e I'espressione di p16
nella valutazione prognostica, specialmente agli stadi | e Il (Gonzales-Quevedo et al., 2002). E 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 | e Il 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 Ill e IV fattori prognostici sono sicuramente lo stato di validita 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 & 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 modalita:
1. Terapia Chirurgica
2. Terapia Medica

3. Radioterapia

Dei tre approcci, sicuramente la chirurgia rappresenta la via piu efficace in quanto & l'unica che
possa condurre alla guarigione.
Dato il diverso comportamento biologico, € 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 &
guello rappresentato nella Figura 2.1.5.
Come si pud 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 € solo quello di migliorare le condizioni generali del paziente e di prolungarne
guanto piu possibile la vita. Un discorso completamente diverso € quello relativo alle patologie non a piccole
cellule (“non small cell lung carcinomas”, NSCLC). La stadiazione, in questo caso, € cruciale dato che in
base ad essa le indicazioni per procedere sono radicalmente differenti. La stadiazione precoce I, sia la che
Ib, e quella intermedia Il, sia lla che Ilb, sono patologie affrontabili con la chirurgia, che in una percentuale
abbastanza significativa di casi si puo dimostrare curativa in senso completo, dato che non si hanno recidive
0 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 operabilita ed in alcuni casi di guarigione.
Le stadiazione avanzate lll, sia llla che lllb, invece, hanno una prognosi piu 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 € esclusivamente quello di prolungare per quanto possibile

I'aspettativa di vita del paziente e di migliorarne i sintomi.

Istotipo tumorale Stadiazione  Trattamento/  ri-stadiazione
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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 piu favorevole I-1I-
IlIA. | pazienti in stadio IlIB 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 & breve. Essa prevede cisplatino o carboplatino, etoposide per una stadiazione IlIA e
I1IB, mentre nella stadiazione IV il trattamento & solo di tipo palliativo. | tumori NSCLC allo stadio | e Il sono sottoposti ad intervento
chirurgico curativo risolutivo, gli stadi avanzati 3 e 4 alla chemioterapia e/o radioterapia per la finalita di miglioramento della qualita della
vita e incremento del tempo di sopravvivenza. | 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 delt  umore

La maggior parte degli autori indica I'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’attivita telomerasica richiede di testare un campione biologico, che pud essere ottenuto con
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metodi non invasivi e puo 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 & stato ampiamente documentato. Il test tradizionale TRAP
(telomerase repeats amplification protocol) radioattivo e le sue piu recenti modificazioni (real-time PCR
TRAP), unito alla immunoistochimica per hTERT nucleare, assicurano alta sensibilita 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 I'accessibilita 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 cosi evidenti.
In ogni caso, la piccola quantita di campione richiesta e il relativo basso costo rendono il metodo
potenzialmente interessante.

Oltre a tali applicazioni diagnostiche, I'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 € 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 probabilita che il tumore progredisca.
Scegliere lo schema terapeutico piu opportuno per ogni singolo paziente dipende da molti fattori, incluse la
presenza e la diffusione di metastasi, le condizioni generali del paziente e I'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 I'efficacia del trattamento.

| dati sull'effettivo ruolo della telomerasi nella prognosi tumorale non sono ancora conclusivi e dovranno

essere determinati alla luce di considerazioni piu 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 capacita dell’enzima telomerasi di sostenere il processo di
immortalizzazione cellulare, si sono moltiplicati gli studi tesi a valutare, in vivo, lattivita dell’enzima in
campioni di pazienti portatori di neoplasia polmonare. In questo ambito, le prime analisi dell'attivita
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’attivita telomerasica e 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 positivita marcata dell'attivita telomerasica
nell'istotipo tumorale a piccole cellule rispetto al NSCLC che invece presentava ampia variabilita di tali valori
enzimatici (Hiyama et al., 1995). Nel 1999 dallo studio di pazienti portatori di NSCLC in stadio | di malattia,
venne affermato il ruolo dell'attivita telomerasica come fattore prognostico, come indicatore di sopravvivenza
e quindi come possibile marcatore tumorale (Marchetti et al, 1999). L'esiguita del campione perd non aveva
consentito di ottenere dati statisticamente significativi riguardo alla correlazione tra l'attivita enzimatica sul
pezzo operatorio e l'istotipo tumorale. Non era stata evidenziata alcuna correlazione significativa tra la
dimensione della neoplasia e l'entita dell'attivita telomerasica mentre era rilevabile nell’analisi grading
tumorale-telomerasi. L'attivita telomerasica e I'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 gia stato infatti dimostrato come la deregolazione dell'attivita 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 significativita 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 I'attivita telomerasica che I'espressione di hTERT in
NSCLC risultino significativamente correlate con le metastasi linfonodali (NO vs N1+2) e come lattivita

telomerasica correli con la differenziazione tumorale e lo stadio, ma non con altre variabili clinicopatologiche
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(Toomey et al., 2001). | pazienti risultati positivi ad hTERT sopravvivevano per un periodo significativamente
pil 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 funzionalita e regolazione della
telomerasi, sono stati condotti studi atti a valutare la presenza dell'attivita 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 cid in uno studio riguardante 52 casi di cui 42 clinicamente sospetti neoplastici, era stata
dosata [I'attivita telomerasica in escreati, lavaggi broncoalveolari e biopsie, effettuate in corso di
broncoscopia (Sen et al., 2001).

Piu specificamente lo studio & stato effettuato su 7 pazienti allo stadio llla, su 24 pazienti allo stadio lllb e 8
allo stadio IV. | risultati ottenuti, che suggerivano una significativa correlazione tra lo stadio di malattia e
l'attivita telomerasicanell’escreato, nel BAL e nei prelievi bioptici, devono essere pero rivisti considerando |l
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. | 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 € rivelato negativo in 12 pazienti (12/41), di
cui 8 erano allo stadio lllb. Di questi 8 casi, negativi inspiegabilmente all’analisi dell'attivita 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 lllb I'analisi
dell'escreato é risultata piu efficace per la ricerca dell'attivita telomerasica rispetto all’utilizzo del BAL o
all'analisi citologica.

La possibilita di utilizzare un marcatore tumorale come la telomerasi nello studio e nella diagnostica delle
neoplasie polmonari assume particolare interesse se si pensa alla difficolta diagnostica che si incontra in
caso di primitivita polmonari periferiche. In questi casi, infatti, I'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 € 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 hatura non neoplastica (Dikmen et al., 2003). Tra le patologie
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benigne é stato riscontrato 1 ascesso polmonare e 1 caso di Tubercolosi. | pazienti in studio sono stati
classificati in base alla istologia tumorale, e si & valutata I'entita dell’attivita telomerasica e la positivita
all'analisi citologica. Per la prima volta, uno studio sulla attivita telomerasica legata alle neoplasie polmonari
riportava una distinzione tra i vari tipi istologici di malattia e la relativa espressione enzimatica.

La sensibilita e specificita dell'indagine citologica nei due gruppi (neoplasia vs no neoplasia) erano del
54.4% e del 100% rispettivamente, mentre per l'attivita telomerasica rispettivamente del 72.7% e 85.7%.
Purtroppo I'esiguita del campione non permetteva analisi di correlazione tra i dati ottenuti. Nei 12 pazienti
con carcinoma spinocellulare I'espressione dell’attivita telomerasica era evidente solo in 10 di essi (83.3%) e
degli 8 adenocarcinomi, il 50% (4) esprimevano lI'enzima. 2 SCLC diagnosticati presentavano attivita
telomerasica.

In questo studio lattivita 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’attivita 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-attivita telomerasica ma che comunque hanno cominciato a sottolineare la presenza di
diversi livelli di positivita. A questo riguardo € stata dimostrata una marcata positivita degli SCLC, una
variabilita di espressione negli NSCLC e I'assenza di attivita in specifiche forme neoplastiche quali il tumore
carcinoide (Sarvesvaran et al.,, 1999). Il tumore di tipo carcinoide, a basso grado di malignita, presenta
un’eterogeneita di espressione della telomerasi, in associazione alla presenza o0 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 attivita 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 cosi elevato in pazienti di carcinoma
polmonare (Soria et al., 2002; Sozzi, 2003). La determinazione dell'attivita telomerasica e stata compresa
inoltre nello studio della malattia minima residua in pazienti con tumori solidi, tra cui il tumore polmonare

(Béckmann et al, 2001).
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SCOPO DEL LAVORO 2

Gli scopi del presente studio sono stati molteplici.

e 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 possibilita di associare le differenti metodiche di dosaggio della telomerasi alle
metodologie di routine diagnostica per aumentare la specificita e la precocita complessiva.

e Correlare il livello di attivita telomerasica con la risposta dei pazienti alla chemioterapia
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MATERIALI E METODI 2

2.2.1. Pazienti e criteri di inclusione

| pazienti sono stati ospedalizzati presso la struttura Ospedale Maggiore della Carita 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 € non
fumatori sono stati inclusi, sia di sesso femminile che maschile, di qualsiasi eta. | 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 & stato la presenza di lesione visibile
endoscopicamente. Il materiale diagnostico utilizzato nello studio rientra nella normale routine prevista nei
casi di sospetta neoplasia polmonare. E stato quindi esaminato solo il materiale in eccesso rispetto alle
necessita diagnostiche della struttura.
| pazienti a bassa stadiazione che avevano subito chirurgia con relativa asportazione del frammento
tumorale sono stati inclusi nello studio per valutarne la positivita immunoistochimica della telomerasi. |
campioni esaminati erano in eccesso rispetto alle necessita diagnostiche di routine della struttura

ospedaliera.

2.2.2. Analisi Immunoistochimica

Per 'esame immunoistochimico & stata messa a punto una metodica originale. | preparati istologici
venivano deparaffinizzati e reidratati mediante scale di xilene ed etanolo. A questo punto venivano trattati
con H,0, 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 I'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 I'esame al
microscopio. L'immunoistochimica di routine prevedeva la determinazione delle citocheratine (CK 7 e CK

20), I'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 '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 diagnhostico venivano
anche eseguiti BAL e broncoaspirato. Il BAL €& stato eseguito selettivamente nelle strutture bronchiali del
segmento tributarie dell'area di localizzazione della lesione.

Al fine di evitare contaminazioni ematiche dei campioni, € stata data precedenza al BAL rispetto alle altre
procedure. | 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'Universita del Piemonte Orientale
“A. Avogadro” (Resp. Dott. Colangelo) per I'esame biochimico specifico per il dosaggio dell'attivita
dell’enzima telomerasi.

| 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. |l pezzo operatorio € 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 al'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 cosi 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 37C,
in funzione della localizzazione della lesione e dell'accessibilita 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. I| 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 I'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 cosi ottenuto

ha una composizione cellulare che riflette quella del’'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 I'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, KCI 2.7 mM, Na,HPO,4 10 mM,
KH,PO, 2 mM. Le cellule venivano nuovamente centrifugate a 200 g per 10 minuti a 4 . La metodica di
estrazione utilizzata si basava fondamentalmente sul metodo descritto da Kim (Kim et al., 1994).
Si procedeva quindi alla determinazione dell'attivi ta 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-1I-1lI-1V), tipo
istologico, grado istologico (G1-G2-G3), malattia residua, attivita telomerasica, eta, fumo, metastasi e
linfonodi interessati dalla malattia. L'associazione tra I'attivita telomerasica, stadio tumorale, tipo e grado
istologico, € stata valutata utilizzando la regressione logistica. L’analisi statistica & stata effettuata utilizzando

il programma Excel (Microsoft, US).
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RISULTATI E DISCUSSIONE 2

| pazienti considerati nello studio sono stati complessivamente 117, 85 di sesso maschile e 32 di
sesso femminile. L’eta 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 € registrato che il coniuge era un forte fumatore all'interno delle mura domestiche.
| 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
I'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 & stata anche valutata la possibile estensione di malattia in sede
extratoracica, attraverso I'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).
| pazienti sono stati operati presso la struttura ospedaliera novarese (Prof.sa Casadio) e la massa tumorale
asportata e stata fissata, inclusa e analizzata presso I’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 peculiarita diagnostiche, abbiamo condotto le analisi immunoistochimiche per I'analisi della telomerasi.

Nella Figura 2.1 vengono mostrati alcuni pannelli dimostrativi dei principali istotipi su cui & stata condotta
I'analisi immunoistochimica della telomerasi. Per questa prima parte dello studio sono stati considerati i soli
pazienti operati stadiati come | e Il, cioé quelli che avevano come prima indicazione terapeutica il trattamento

chirurgico. Il loro numero complessivo € di 60.
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Figura 2.1 . Queste immagini ottenute mediante immunoistochimica sono indicative dell'attivita 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 positivita si trovava nel carcinoma
spinocellulare b (in alto a dx: Ib, +, 12%), I'adenocarcinoma (in basso a sx: Ib, +/-, 2,3%) ed il carcinoma a grandi cellule. (in basso a
dx: la, +, 7%) L'immunoistochimica & stata condotta utilizzando un antocorpo policlonare diretto contro la porzione proteica hTERT
dell'enzima, I'adenocarcinoma ed il carcinoma a grandi cellule. L'interpretazione del dato immunoistochimico € avvenuta secondo 2
parametri: 1) la percentuale di cellule telomerasi positive ( il valore e calcolato su una conta di 250 cellule); 2) I'intensita della marcatura
indicata come: negativo (-), poco positivo (+/-), positivo (+) molto positivo (++).

N

La determinazione della positivita alla telomerasi e stata eseguita contando il numero di cellule
positive per ogni campo di analisi. Il risultato & stato espresso come percentuale di cellule positive rispetto al
numero totale di cellule presenti in ogni campo (mediamente 250 cellule).

| 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 positivita dei nuclei all’enzima telomerasi. | dati sono suddivisi per istotipo e per grado di progressione

della patologia.
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Linfonodi

caso Lesione positivi/ CD MiIB-1 cells Telo
istotipo n° cm asportati  MicroMTS 34 % pos/campo  score BAL
ADENO G1 1 2.6 0/6 0 neg 5.00 1 1/5 -
2 25 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 45 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 15 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 o/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 o/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 25 0/3 0 neg 31.00 4 1/5
37 25 0/6 0 neg 31.12 4 1/5
38 35 0/4 0 neg 31.22 5 1/5
39 3.7 0/4 0 neg 31.38 6 1/5
40 25 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 o/7 0 neg 22.00 1 0/5
49 5.5 o/7 0 neg 28.00 2 1/5
50 4.5 o/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 | e II.

| valori indicativi del limite minimo di significativita (cut off) per ogni marker sono quelli adottati a
livello internazionale (Spyratos et al., 2002), ed i criteri che sono stati adottati per I'analisi dei pazienti erano i
seguenti:
- linfonodi > 0, qualsiasi valore superiore a 0 era indicatore di malignita avanzata

- MicroMTS > 0, presenza di micrometastasi, qualsiasi valore superiore a 0 era indicatore di malignita
avanzata

- CD34 > 0, densita dei capillari positiva, indicava fenomeni di neovascolarizzazione e cioé presenza di
neoformazioni, possibilmente neoplastiche

- MIB-1 > 25%, indicava che vi era un’intensa attivita proliferativa, possibilmente dovuta alla presenza di
divisioni cellulari anche di tipo neoplastico.

- cells Telo pos/campo, indica la presenza di cellule che dimostrano attivita telomerasica. Un cut off di
almeno 5 cellule sicuramente positive indicava un alto grado di probabilita di presenza di cellule tumorali
Dall'esame dei risultati si evincono alcuni dati salienti. Anzitutto si puo osservare come non esista
una chiara correlazione tra la dimensione della lesione e I'avanzamento della neoplasia. La dimensione
quindi non sembra essere un parametro di riferimento sia per indicare I'evoluzione, sia per suggerire il grado
di aggressivita, e cioe di probabilita che la neoplasia evolva rapidamente ad una stadiazione piu elevata e
quindi sia indice di scarsa aspettativa di vita da parte del paziente. Un secondo dato rilevante € che non
sembra esistere una correlazione diretta tra presenza di micrometastasi ed il numero di linfonodi asportati.
Cio é probabilmente dovuto al fatto che il numero di linfonodi asportati durante la chirurgia & variabile da

paziente e paziente e dipende esclusivamente dalla visibilita e dall’accessibilita degli stessi. Lo stesso
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discorso vale per I'evidenziazione di micrometastasi, dato che l'assenza di micrometastasi non indica un
valore assoluto, ma semplicemente un valore di probabilita 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 € 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 & stato detto
precedentemente.

L'analisi della presenza di cellule telomerasi-positive, e cioé di cellule che sono sicuramente tumorali,
sembra correlare solo in parte con i valori di MIB-1 e CD 34, mentre sembra essere piu direttamente in
relazione con quelli che sono i valori di positivita linfonodali e metastatico.

Nel complesso i dati evidenziano che vi sono alcuni fattori che influenzano la possibilita di trarre
considerazioni utili per la diagnosi precoce e la possibilita di prevedere a lungo termine I'evoluzione dei
pazienti portatori di neoplasia primitiva. Anzitutto, I'intervento asporta la massa primaria ma permette
un’analisi solitamente solo parziale di quelli che sono i linfonodi sentinella, a causa, come detto,
dell'impossibilita di asportarne il maggior numero possibile. | marcatori solitamente utilizzati per la
refertazione definitiva della lesione asportata, sembrano essere solamente descrittivi della neoplasie,
fornendo solo dati parziali sulla stadiazione e sulla potenzialita di progressione della lesione. L’analisi
dell'attivita telomerasica, pur permettendo di indicare la presenza di cellule sicuramente tumorali, necessita
di uno studio di correlazione su un piu ampio numero di campioni e soprattutto di uno studio a lungo termine
sui pazienti operati che sono stati stadiati | e Il.

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 I'eventuale progressione della patologia. Questa analisi richiedera 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 malignita, essa puo fornire dati piu sicuri riguardo alla presenza di cellule tumorali nel

campione chirurgico e puo permettere di discriminare con tessuti iperplastici o a bassa capacita proliferativa.
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Per arrivare a descrivere un significato prognostico di questo tipo di analisi, bisognera attendere, come detto,
I'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 positivita telomerasica nucleare dei preparati fornisce un’idea
qualitativa delle cellule e del loro numero, ma anche un aspetto quantitativa dovuto all'intensita di marcatura
nucleare. Questo aspetto potrebbe rivelarsi importante dato che la quantita di enzima presente a livello
nucleare correla con la capacita proliferativa e I'aggressivita della cellula tumorale. Anche in questo caso e
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 positivita con la probabilita di un’evoluzione infausta per il

paziente

Per alcuni pazienti (6) € stato possibile effettuare l'analisi dell'attivita telomerasica anche sulle cellule
derivate dal lavaggio broncoalveolare (Tabella 2.1). Come si pud osservare, nonostante la bassa numerosita
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
€ una chiara positivita. La scarsa correlazione tra I'analisi della telomerasi nelle cellule derivate dal BAL e
guelle ottenuta con immunoistochimica direttamente sul frammento fissato, mette in evidenza come |l
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 potenzialita 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 potenzialita 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 lll 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 negativita TRAP che sembra legata soprattutto alla presenza di un
istotipo tumorale di tipo spinocellulare nella stadiazione Ill. 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 lI'immunoistochimica. La spiegazione piu plausibile
sarebbe da ricercarsi, a nostro awviso, 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
gueste cellule esfoliate, dove sicuramente non € piu presente attivita telomerasica. Questa ipotesi, sembra
trovare supporto nel fatto che il BAL effettuato su lesioni centrali dello stesso tipo, e quindi piu facilmente
accessibili, risulta anch’esso telomerasi-negativo. Inoltre, una possibile conferma viene dall’analisi
immunoistochimica del caso di spinocellulare a stadio Ilb incluso nello studio, dove €& stata osservata la
presenza di cellule telomerasi-positive nella porzione piu interna della massa, circondate da importanti
porzioni necrotiche periferiche. Il caso era stato classificato con una positivita ( + ) del 12% delle cellule per
guanto riguarda I'esame immunoistochimica e negativo per il BAL.

| risultati riferiti alla positivita 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’attivita
telomerasica € evidenziata da prodotti di amplificazione di frammenti elongati con 6 basi ripetute (TTAGGG).

L'intensita complessiva delle bande in ogni colonna da la misura quantitativa dell’attivita telomerasica.

++ +/- + + + + + + + + ? + + +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 2.2. Esperimento tipico di TRAP: il bandeggio corrisponde ai prodotti di amplificazione dei frammenti elongati con 6 basi ripetute
(TTAGGG) dovuti all'attivita telomerasica. L'intensita delle bande correla con I'attivita complessiva della telomerasi contenuta in 1 pg di
proteina di ogni campione.

Colonna 1: controllo vero positivo (estratto da linea tumorale MCF-7): ++

Colonna 2: paziente con blanda positivita (+/-)

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:
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La Tabella 2.2 riassume i dati relativi ai casi di stadiazione lll. Per questi 24 pazienti i dati clinici a
disposizione sono stati limitati. Infatti, & 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) € stato riportato per ogni singolo paziente. Questi pazienti, che presentavano gia
processi metastatici, andavano incontro a terapia con farmaci antineoplastici. | pazienti sono stati
raggruppati sia per sottotipizzazione (a o b) sia per lattivita telomerasica. E 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 1V, e cioé con evoluzione infausta di patologia) e la risultante

alla terapia.

Istotipo neoplasia Stadio “TRAP”
su BAL

Spinocellulare lla negativo
negativo

Adenocarcinoma Illa negativo
negativo
negativo
negativo

Adenocarcinoma b negativo
negativo

Spinocellulare lib negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

Spinocellulare b +/-
+/-
+ /-
+ /-
+ /-
+ /-

Adenocarcinoma Ilb +
+
+

Tabella 2.2. Pazienti con stadio di malattia Ill (a e b) con relativa attivita telomerasica.
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Per alcuni di questi pazienti & gia stato possibile ottenere dei dati relativi alla correlazione tra I'attivita

telomerasica e la risposta alla chemioterapia. Nella Tabella 2.3 sono riassunti i dati complessivi.

Istotipo Stadio TRAP” Chemioterapia (CT) cicli . Evoluzione
su BAL completati
Spinocellulare llla negat Oxaliplatino (65 mg/m?) 100 mg 5 Malattia stazionaria
Vinorelbina (25 mg/m?) (SD=stable desease).
entrambi gg 1-8 ogni 21 gg
Adenocarc lla negat Cisplati 2 i Risposta parziale
g gjl-sglgatlno (80 mg/m®) gg 1 ogni : (RP=partial response)
: sul mediastino. A 3 mesi
Etoposide (VP 16)(120 mg/m?) -
180mg gg 1-3, ogni 21 gg dallafine dellaCTeda |1y pazienti
Adenocarc b negat Carboplatino (400 mg) gg logni Risposta parziale (RP) sono In vita.
21 gg Vinorelbina (36.5 mg) gg 6 alla CT. Malattia .
) Risposta
Spinocellulare b negat 1°linea: Cisplatino (80 mg/m?) Risposta alla CT. } obiettiva
gg logni 21 gg PYOQ_VGS_S'QNG alla terapia.
Gemcitabina (1200 mg/m?) gg 1- 6 mediastinica _
8 ogni 21 gg (PD= progression Evoluzione
2° linea per PD: desease) di malattia a patologica
Taxotere (75 mg/m?) gg logni 21 8 mesi dalla fine della favorevole.
ag CT.
Carboplatino (400 ma) ag 1 oani .
. t A 2 Risposta completa
Spinocellulare b negal Oxallp_latnjo (65 mg/m®) 1210 mg (RC= complete
Gemcitabina (1000 mg/m°) 6 response) alla CT a10
1800mg. . mesi dalla fine del
entrambi gg 1-8 ogni 21 gg trattamento.
Spinocellulare b +/- 1°linea: Cisplatino (80 mg/m?) ) ) S
gglogni 21 gg Risposta parziale (RP) Riduzione
Gemcitabina (1200 mg/m?) gg 1- alla CT. Durante la dei ciclidi CT
8 ogni 21 gg 4 seconda linea decesso ed aumento
2° linea: Taxotere (70 mg/m?) per PD encefalica. progressivo
130 mg gg1 ogni 21 gg p dellattivita
Temozolomide (200 mg/m?) gg telomerasica.
Adenocarcinoma lb +  Cisplatino (80 mg/m® gg logni Remissione mantenuta Deceduti per
21 4 a 7 mesi dalla fine della :
99 , - PD encefalica.
Etoposide (120 mg/m?) gg 1-2-3 CT poi decesso per PD

ogni 21 gg

Tabella 2.3. Pazienti con stadio di malattia Ill (a e b) con relativa attivita telomerasica, schema terapeutico ed evoluzione della malattia.

Dalla tabella emergono alcune interessanti correlazioni. Anzitutto, i pazienti che presentavano
assenza di attivita telomerasica sopportavano un numero di cicli terapeutici maggiore rispetto ai gruppi in cui
era evidenziabile un’attivita enzimatica, anche se modesta. La cosa piu importante perd € che i pazienti
telomerasi-negativi hanno avuto una risposta obiettiva alla terapia e sono attualmente in vita. | pazienti con
telomerasi dimostrabile nel BAL, invece, sono deceduti entro i primi 4 cicli di chemioterapia.

Come € noto, il trattamento chemioterapico ha finalita palliativa o di sottostadiazione della neoplasia e quindi
questi risultati, seppur privi di un reale significato statistico a causa della bassa numerosita del campione,
danno alcune indicazioni che, se confermate, potrebbero dare un quadro prognostico piu completo per
descrivere le aspettative di vita del paziente. Anche in questo caso, il follow up di un numero significativo di

pazienti permettera di dimostrare con maggiore chiarezza il reale contributo del dosaggio della telomerasi
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nella descrizione prognostica di pazienti in stadio avanzato. Si pud comunque supporre che la positivita

telomerasica, pit che alla diagnosi, sembra collegata alla capacita invasiva della neoplasia stessa. Elementi

che sono di ulteriore sostegno possono perd essere dedotti dall'analisi della casistica di stadiazione IV.

| casi riferiti allo stadio 1V, 33 pazienti, sono riassunti nella Tabella 2.4.

Istotipo neoplasia Dimensi(_)ne della TRAP su
lesione 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 |V raggruppati per istotipo ed attivita telomerasica nel BAL. Si noti la mancanza di correlazione tra

I'istotipo, la dimensione e l'attivita 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 attivita telomerasica misurabile e tra questi 8 erano ad
alta positivita (24 %), 9 a media positivita (27 %), e 10 a scarsa positivita (30 %).

Bisogna segnalare l'alta positivita delle neoplasie bronchiolo-alveolari (7 casi). | carcinomi bronchiolo-
alveolari sono neoformazioni polmonari maligne solitamente non facilmente diagnosticabili e di non semplice
diagnosi differenziale. La patologia, infatti, & 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 cavita alveolare disposte in singolo strato a
rivestire la parete, € verosimile ipotizzare che tali cellule, esposte e piu facilmente staccabili dalla parete
stessa, possano venire piu facilmente raccolte nel liquido di lavaggio bronco-alveolare. Questo puod spiegare
I'elevato valore di attivita telomerasica riscontrata, piu che la differente attivita 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
I'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 positivita telomerasica. Questo dato ci pare interessante poiché permette di suggerire
l'ipotesi che la neoplasia spinocellulare possa venire pit faciimente diagnosticata per la telomerasi con il
BAL, solo nelle fasi iniziali di sviluppo (stadio 1) e nelle fasi molto avanzate della patologia (stadio 1V),
piuttosto che nelle sue fasi evolutive intermedie (stadio Il e 1l1).

Da questi dati si evidenzia anche come non esista una correlazione diretta tra I'estensione anatomica del
tumore primitivo, l'istotipo e I'attivita telomerasica. Per alcuni di questi pazienti (10) e stato possibile disporre
dei dati relativi alla sopravvivenza. | 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 € stata effettuata anche I'analisi del lavaggio broncoalveolare.

Come si puo osservare, le prospettive di vita dei pazienti che non presentavano attivita telomerasica
(telomerasi — e +/-) sono decisamente superiori. Purtroppo, la scarsa numerosita 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 attivita 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. | dati sono riassunti nella Tabella 2.5.
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Istotipo neoplasia Stadio “TRAP” Chemioterapia (CT) Cicli Evoluzione
su BAL completati
Ca Spinocellulare v Vinorelbina (25 mg/mz) gg 1-8 ogni 21gg No risposta ma PD.Decesso
9 a 9 mesi dalla diagnosi.
Adenocarcinoma v Gempltal:_)lna (1350 mg) Risposta parziale (RP) e
Oxaliplatino (88 mg) 8 malattia stazionaria (SD).
entrambi gg 1-8 ogni 21 gg Attesa ristadiazione.
Ca a Grandi cellule v +/- Cisplatino (80 mg/m®) gglogni 21 gg Risposta parziale (RP). PD
Gemcitabina (1200 mg/m?) gg 1-8 ogni 21 gg dopo 3 mesi dalla fine del
8 trattamento e decesso del
paziente.
Ca a Grandi cellule v +/- Cisplatino (80 mg/m?) gg logni 21 gg Assenza di risposta. PD
Gemcitabina (1200 mg/m?) gg 1-8 ogni 21 gg 6 con decesso a 8 mesi dalla
diagnosi.
- . . 2 .
Adenocarcinoma \% - ]._Ilﬂ._Clsplatlno (88 mg/m*) gg l ogni 21 gg Completati 6 cicli di 1a
Vinorelbina (25 mg/m°®) gg 1—82 ogni 21 gg linea, 6 di 2alinea e 8 di 3a Riduzione
2°linea : Cisplatino (80 mg/m“) gg 1 ogni 21 linea. PD da marzo 2003. progressiva
Gemcitabina(1350 mg) gg 1-8 ogni 21 gg 20 Attualmente in vita. del n°di
3°linea : Taxotere (75 mg/m?) gg 1 ogni 21 gg AT
Vinorebina per os (25 mg/m?) 99 1-8 ogni 21 gg cicli di CT
4°linea :Vinorelbina (25 mg/m?) gg 1-8 ogn 21gg effettuati
- - > - ed aumento
Ca Spinocellulare v + Vinorelbina (25 mg/m’) gg 1-8 ogni 21 gg 2 Paziente decedto. progressivo
Ca a Grandi cellule \% + 1°linea :Cisplatino (80 mg/mz) g9 1 ogni 21 gg PD alla ristadiazione dell atthlta_l
Gemitabina (1200 mg/m®) gg 1-8 ogni 21 gg 3 qumd|15| inizia iat telomerasica.
ofi \/i ; _ ; monoterapia palliativa.
2°linea: Vinorelbina (25 mg/m®) gg 1-8 ogni 21 Decesso a 6 mesi dalla
99 diagnosi.
Adenocarcinoma v + Vinorelbina (25 mg/m?) gg 1-8 ogni 21 gg PD. Decesso a 6 mesi
2 dalla diagnosi
Ca Bronchiolo - v ++ Vinorelbina (25 mg/mz) gg 1-8 ogni 21 gg PD rapida e decesso a 1
alveolare 1 mese dalla diagnosi.
f . 2
Ca a Grandi cellule % ++ Gemcitabina (1000 ng/m ) PD rapida e decesso a 1
Oxaliplatino (65 mg/m°) 1 mese dalla diagnosi.

Entrambi gg1-8 ogni 21 gg

Tabella 2.5. Tabella riassuntiva degli schemi di terapia farmacologica adottata. Correlazione tra istotipi tumorali stadio 1V, attivita
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 pit completo dei pazienti. Come si pu0 osservare, essi
possono essere suddivisi in 4 gruppi, in base all'attivita telomerasica nel BAL. Quelli telomerasi-negativi ( -,
5/10) hanno dimostrato una capacita 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 positivita. Questo tipo di
patologie a stadiazione IV ha prognosi infausta, e la sopravvivenza media € assai ridotta. La terapia
farmacologica non assume per questi pazienti un significato terapeutico.

Se si prende in considerazione la positivita telomerasica, si pud 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 pit lunga.
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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 attivita 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 & stato possibile seguire I'evoluzione ed il quadro
chemioterapico a cui sono andati incontro, non ci permette di chiarire I'importanza dei singoli fattori
considerati nello studio. Sembrerebbe esserci una correlazione diretta tra I'evoluzione del livello di attivita
telomerasica e I'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 piu 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.

| 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 &€ che con una casistica

pil ampia sara 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, nel’lambito delle patologie polmonari le numerose varieta
istotipiche rendono ulteriormente complesso I'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 attivita telomerasica correla con la
presenza di cellule sicuramente tumorali nel campione biologico. Questo marker diagnostico specifico, &
stato quindi scelto per valutare la possibilita di accrescere I'accuratezza diagnostica.

| 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. | dati ottenuti con I'analisi immunoistochimica dell’enzima,
contribuiscono notevolmente alla sua specificita 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'attivita 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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