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ABSTRACT

Il cisplatino (cis-DDP) ¢ un chemioterapico ampiamente utilizzato

nella cura di vari tipi di cancro. Sfortunatamente ha altresi molti effetti
collaterali come I’ototossicita, pud infatti causare danni in varie aree
dell’orecchio interno. Il danno si esplica con la perdita uditiva alle alte
frequenze, e con la morte, o mancata funzionalita, delle cellule cigliate
dell’organo del Corti, dei neuroni del ganglio spirale e delle cellule della
stria vascolare. Da studi condotti sia in vitro che in vivo ¢ stato dimostrato
che il cis-DDP ¢ in grado di indurre apoptosi alle cellule neurosensoriali
dell’orecchio interno, effetto che sta alla base della capacita antineoplastica
del cisplatino. Il meccanismo con il quale il cis-DDP causa ototossicita non
¢ stato ancora chiarito, anche se ¢ nota la sua capacita di formare legami
con il DNA bloccando il ciclo cellulare. 11 chemioterapico ¢ inoltre in grado
di indurre la formazione di radicali liberi dell’ossigeno (ROS) riducendo gli
antiossidanti cellulari.

Da tempo sono studiate numerose sostanze da utilizzare come
protezione del danno ototossico da cisplatino, in particolare si € posta molto
I’attenzione nei confronti di molecole antiossidanti. L’estratto vegetale del
Ginkgo biloba (EGb 761 o Ginkgoselect®) ¢ conosciuto per le sue capacita
di “spazzino” dei radicali liberi ed ¢ stato testato come otoprotettore solo in
vivo con esiti positivi. Uno degli scopi di questa tesi ¢ stato quello di
valutare la capacita protettiva del ginkgoselect su una linea cellulare
derivante dall’orecchio interno di topo, le OC-k3. L’estratto vegetale si ¢
dimostrato in grado di proteggere le cellule in maniera dose e tempo

dipendente, preservandole dalla morte per apoptosi.



Nell’orecchio interno, lo ione calcio (Ca*") regola la funzionalita
delle cellule cigliate e di quelle neuronali, essendo coinvolto sia nella
trasduzione meccanica dell’impulso, sia nel rilascio dei neurotrasmettitori.
Variazioni della sua concentrazione intracellulare determinano il destino
della cellula, fungendo da secondo messaggero per 1’attivazione di proteine
coinvolte nel processo apoptotico. L utilizzo di farmaci calcio-antagonisti €
studiato come altro meccanismo per proteggere le cellule dal danno
ototossico da cisplatino. La flunarizina ¢ un farmaco bloccante del calcio,
gia utilizzato per la cura di patologie dell’orecchio interno, come le
vertigini. Tuttavia ad oggi ¢ poco studiato I’effetto protettivo del danno
ototossico indotto da cisplatino. Le PC12 (cellule di feocromocitoma di
ratto) sono una linea cellulare che se trattata con NGF differenzia in
neuroni simpatetici, pertanto ¢ da sempre utilizzata come modello di studio
neuronale. In questa tesi ¢ stata valutata la tossicita del cisplatino su queste
cellule sia indifferenziate che differenziate, e la capacita protettiva della
flunarizina, allo scopo di svolgere una indagine di base sul meccanismo
d’azione di entrambe le sostanze somministrate singolarmente e in co-
trattamento. La flunarizina ¢ risultata un buon protettore nei confronti del
danno tossico del cisplatino, in quanto ¢ in grado di prevenire la morte
cellulare per apoptosi agendo sull’espressione di alcune proteine coinvolte
nella morte cellulare programmata (14-3-3p, proteinchinasi C e GAPDH).

Questi dati risultano utili per svolgere in futuro indagini mirate su
colture primarie dei neuroni del ganglio spirale.

Parole chiave: orecchio interno, OC-k3, PCI12, cisplatino, Ginkgo

biloba, flunarizina, apoptosi.

Cisplatin (cis-DDP) is a chemotherapy agent that is used as a
treatment for several types of cancer. Unfortunately it could injure several

areas of the cochlea, including outer hair cells in the Organ of Corti, the



spiral ganglion and the stria vascularis. Cis-DDP has been shown to
induce auditory sensory cell apoptosis in vitro and in vivo. The
mechanisms appear to involve the production of reactive oxygen species
(ROS) and depletion of antioxidant enzymes which can trigger cell death.

Approaches to chemoprevention include the administration of
antioxidants to protect against ROS. The Ginkgo biloba extract (EGb 761 o
Ginkgoselect®) is known to have antioxidant proprieties with a free
radicals scavenging effect, and protecting cells against apoptosis. It has
been used for otoprotection study only in vivo model, with positive effects.
One of the goal of this study was that to verify the protective effects of
ginkgoselect on a mouse inner ear cell line (OC-k3). Our data showed that
Ginkgo biloba extract protects against cisplatin-induced ototoxicity.

The calcium ion (Ca’") regulates hair and neuronal cells function in
the inner ear. It’s involved in the mechanical signal transduction, and
release of neurotransmitters. Changes in its intracellular concentration
determines the cell’s fate. It’s a second messenger that regulates the
activation of proteins involved in apoptosis. Calcium channel antagonist
drugs was studied as another mechanism to protect cells from cisplatin
ototoxicity. Flunarizine is a calcium blocker drug, currently used to treat
diseases of the inner ear, such as vertigo. There are very few data on
flunarizine protective effect against cisplatin damages. The PC12 cell (rat
pheochromocytoma cell line) within several days of NGF exposure,
differentiate in sym-pathetic neurons, it’s therefore always used as a
neuronal model. In this thesis we have been evaluated the cisplatin toxicity
on these cells, undifferentiated and differentiated, and the ability of
flunarizina to protect cells, in order to conduct a basic survey focused on
the mechanism of both drugs. In sum, flunarizina is a good protector
against the cisplatin toxicity, it’s able to preventing apoptosis by acting on

expression of proteins involved in programmed cell death (14-3-3p, protein



kinase C and GAPDH). Present results are of great interest to conduct
further investigations on spiral ganglion primary neurons cultures.
Key words: inner ear, OC-k3, PCI2, cisplatin, Ginkgo biloba,

flunarizine, apoptosis.
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1 INTRODUZIONE

Molti farmaci comunemente utilizzati per la cura di varie patologie sono
efficaci nel debellare le malattie, ma sono altresi causa di effetti collaterali
legati al tipo di principio attivo, alla posologia della somministrazione
(quantita e durata) oltre che all’eta e sensibilita del paziente. Nella cura del
cancro in particolare si utilizzano chemioterapici integrati alla chirurgia e
radioterapia. Gli antineoplastici ideali dovrebbero essere in grado di
uccidere in modo selettivo solo le cellule tumorali. Solo pochi farmaci
attualmente disponibili sono in grado di seguire questo criterio, la maggior
parte provoca danni a tessuti e organi fra i quali 1 piu colpiti sono il fegato e
1 reni; alcuni causano alterazioni nell’orecchio interno portando nei casi piu
gravi alla perdita dell’udito. Frequentemente, certi effetti collaterali sono
reversibili una volta interrotta la terapia, oppure riducibili con 1’utilizzo di
protettori; altre volte invece, diventa estremamente difficile il ripristino
delle condizioni iniziali soprattutto per organi che non hanno capacita
rigenerativa (Katzung, 2006).

L’orecchio interno non riesce a rigenerare le cellule deputate alla
funzione uditiva, ¢ pertanto di interesse la ricerca di sostanze in grado di

prevenire la perdita di tali cellule e preservare I’udito del paziente.



1.1 ANATOMIA DELL’ORECCHIO

L’apparato uditivo ¢ composto da tre parti, 1’orecchio esterno (OE),
I’orecchio medio (OM) e l'orecchio interno (OI). L’OE ¢ formato dal
padiglione auricolare e dal condotto uditivo esterno, ¢ collegato all’OM
dalla membrana timpanica (MT). L’OM ¢ costituito dalla MT, la tuba
d’Eustacchio e una cavita (cassa del timpano) dove alloggiano 1 3 ossicini
costituenti la catena ossiculare (martello, incudine e staffa), e si connette
con I’orecchio interno attraverso le finestre rotonda e ovale. OE e OM
fungono da apparato di conduzione e amplificazione del suono proveniente
dall’ambiente esterno verso I’Ol. Quest’ultimo contiene la parte sensoriale
dell’udito (la coclea) e 1’apparato vestibolare deputato al controllo
dell’equilibrio, con 1 rispettivi nervi acustico e vestibolare (Grandori &

Martini, 1995; Rossi, 1997; Trevisi & Ricci, 1998) (Fig. 1).

ORECCHIO ESTERNO ™, ORECCHIO ORECHIO INTERNO
MEDMO

Qe g tuba di
Fustachio

Figura 1: schema dell’apparato uditivo.



1.1.1 La coclea

La coclea ¢ una struttura a chiocciola che nell’'uomo compie 2 giri e %
attorno ad una massa conica di tessuto fibroso, il modiolo. E formata da un
canale o labirinto osseo e da uno membranoso (interno al primo) che
delimita una cavita detta condotto cocleare (Fig. 2A). Visto in sezione
trasversale i1l condotto cocleare ¢ divisibile in tre parti, la scala vestibolare
(SV), la scala media (SM) e la scala timpanica (ST) (Grandori & Martini,
1995; Rossi, 1997; Trevisi & Ricci, 1998) (Fig. 2).

elicotrema 5‘- a
modiolo

scala vestibolare |

Scala
vestibolare

Organo
del Corti

scala media
o dotto
cocleare

scala
timpanica ik

| -

g P
7 ‘ . cavitd o \Scala
del modiolo Ganglio

: timpanica
spirale P

Figura 2: struttura della coclea. A: sezione trasversale della coclea; B: dettaglio del
dotto cocleare.

La scala vestibolare e quella timpanica comunicano all’apice della
coclea tramite un’apertura chiamata elicotrema (Fig 2A). La SV comunica
con I’orecchio medio attraverso la finestra ovale mentre la ST lo fa tramite
la finestra rotonda; in entrambe le scale scorre la perilinfa, pertanto il suono
viene trasmesso dall’aria (presente nell’OM) al liquido (presente nell’OI)
sotto forma di onde pressorie (Rossi, 1997) .

La scala media in sezione trasversale si presenta come un triangolo, ¢
il vero e proprio labirinto membranoso detta anche dotto cocleare, al suo
interno scorre 1’endolinfa e si trova 1’organo del Corti (ODC) (Fig. 2B). 11
dotto cocleare ¢ delimitato lateralmente dal legamento spirale, un tessuto
connettivo che lo fissa alla parte esterna del labirinto osseo della coclea,

questo legamento ¢ rivestito da tessuto altamente vascolarizzato, la stria



vascolare. Superiormente la scala media ¢ limitata dalla membrana del
Raissner che unisce il legamento spirale con la lamina spirale ossea
(porzione che sporge dal modiolo), mentre in basso ¢ presente la membrana
basilare sulla quale poggia I’ODC (Grandori & Martini, 1995; Rossi, 1997;
Trevisi & Ricci, 1998) (Fig. 3).

o i stria
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'r’" del Corti 5 |
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cellule a pilastr
membrana bazilare
cellule del cellule del Defters
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Figura 3: struttura del dotto cocleare.

All’interno del modiolo, lungo il margine di attacco della lamina
spirale scorre il canale del Rosenthal nel quale si trova un lungo ganglio

nervoso, il ganglio spirale (GS) (Trevisi & Ricci, 1998) (Fig.2).



1.1.1.1 I.’organo del Corti

Questo organo ¢ formato da cellule di sostegno e cellule sensoriali,
chiamate cellule cigliate (CC), per via della presenza di stereociglia (1
fonorecettori) all’apice cellulare. Cellule ricche di citoscheletro (i pilastri)
delimitano uno spazio triangolare, il tunnel del Corti, che percorre
longitudinalmente il dotto cocleare. Lateralmente al tunnel si trovano le
cellule cigliate distribuite in file longitudinali, e si dividono in una fila di
cellule cigliate interne (CCI) e tre file di cellule cigliate esterne (CCE)
(Grandori & Martini, 1995; Rossi, 1997; Trevisi & Ricci, 1998) (Figg. 3,
4). Le CCI e le CCE differiscono sia in numero sia per la loro forma sia per
la struttura delle stereociglia, le prime sono circa 3.400, hanno una forma a
fiasco con stereociglia allineate e disposte in 2 file, le esterne invece sono
circa 30.000, hanno una forma cilindrica e le 3 file di stereociglia formano
una “W” (Grandori & Martini, 1995; Trevisi & Ricci, 1998).

Sull’ODC poggia la membrana tettoria che prende contatto con le
stereociglia delle cellule sensoriali esterne (Figg. 3, 4). Le cellule cigliate
sono connesse al sistema nervoso centrale (SNC) da una via afferente che
porta lo stimolo acustico alla corteccia uditiva e da fibre efferenti che
trasmettono gli stimoli dal SNC all’organo del Corti (Grandori & Martini,
1995; Rossi, 1997; Trevisi & Ricci, 1998) (Fig. 4).

cellule cigliate esterne

cellula /\

cigliata / \
inti
interna \ — i fiag

fibre efferenti
s fibre afferenti

Figura 4: dettaglio delle connessioni nervose delle cellule cilgiate.



1.1.1.2 11 ganglio spirale

Nel modiolo ¢ contenuto il ganglio spirale che ¢ costituito dai corpi
cellulari dei singoli neuroni afferenti alla coclea, essi formano il nervo
uditivo il quale assieme al nervo vestibolare costituisce il nervo acustico
(VIII paio di nervi cranici) (Trevisi & Ricci, 1998).

Il ganglio spirale ¢ simile ai gangli dei nervi cerebrospinali. Dal punto
di vista ultrastrutturale, nel GS ci sono 3 popolazioni di cellule (Spoendlin
1972, 1973), le prevalenti sono quelle di tipo I (90-95%) sono le piu grandi,
sono neuroni bipolari con nucleo rotondeggiante e nucleolo ben evidente e
il citoplasma ¢ ricco di reticolo endoplasmatico rugoso, hanno terminazioni
nervose ricoperte di mielina che perdono quando arrivano in prossimita
dell’ODC (Fig. 5A). Le cellule di tipo II sono solo il 5% e sono piu piccole,
singole o in gruppi lungo tutta la spirale della coclea, sembrano essere
neuroni pseudo-unipolari e sono considerate amieliniche con il citoplasma
ricco di neurofilamenti (Fig. 5B). Il tipo I (1%) ¢ simile al tipo I ma
manca di guaina mielinica (Grandori & Martini, 1995; Rossi, 1997; Trevisi

& Ricci, 1998)

Figura 5: esempi di due tipologie di neuroni. A) neurone bipolare; B) neurone pseudo-
unipolare o a T.

Le fibre nervose provenienti dal ganglio spirale prendono contatto con

le cellule cigliate dell’ODC in quantita maggiore verso le CCI (95%) il



restante 5% innerva le CCE (Spoendlin, 1972). Le cellule cigliate interne
vengono innervate da piu fibre nervose e cio ¢ importante per discriminare i
suoni, mentre nel caso delle cellule cigliate esterne una fibra nervosa puo
innervare piu cellule, questo permette di avere una migliore sensibilita nel
segnale. Le fibre dei neuroni di tipo I innervano principalmente le CCI, le
cellule di tipo II invece innervano le CCE, infine, le cellule di tipo III
collegano fra loro diverse cellule cigliate interne (Grandori & Martini,
1995; Rossi, 1997; Trevisi & Riccei, 1998).

I neuroni del ganglio spirale sono la prima tappa della via acustica

afferente che termina a livello della corteccia uditiva, nel telencefalo.

1.1.2 Trasduzione e trasmissione del suono

Le vibrazioni provenienti dall’orecchio medio vengono trasmesse
attraverso la staffa sulla finestra ovale causando onde di pressione con
frequenza correlata ai suoni che le hanno generate. Tali onde si propagano
lungo la scala vestibolare raggiungendo ’apice cocleare e passando nella
scala timpanica per poi dissiparsi quando raggiungono la finestra rotonda,
durante questo “percorso” mettono in movimento il dotto cocleare
inducendo la membrana basale e I’ODC a vibrare (Grandori & Martini,

1995; Rossi; 1997; Trevisi & Ricci, 1998; Campbell 2004) (Fig. 6).
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Figura 6: trasmissione del suono dall’orecchio esterno a quello interno.

La membrana tettoria sotto questo tipo di stimolo viene spinta in
basso e in alto causando il movimento delle stereociglia delle CC, questo
comporta la deformazione della loro membrana plasmatica con aumento
della permeabilita cellulare agli ioni sodio. Il risultato ¢ la depolarizzazione
della cellula cigliata con il conseguente rilascio di neurotrasmettitori che
giungono alle fibre nervose del ganglio spirale che le innervano; in questo
modo un impulso meccanico viene trasdotto in uno elettrico, un potenziale
d’azione che viene inviato alla corteccia uditiva (Grandori & Martini, 1995;
Campbell, 2004).

Quindi I’onda pressoria condotta dall’aria viene trasformata in impulsi
nervosi percepiti dal telencefalo come suoni. Un’alterazione morfologica e/
o funzionale presente ad uno o piu livelli della catena di trasmissione del

suono comporta una compromissione della capacita uditiva.



1.2 OTOTOSSICITA’

Una diminuzione unilaterale o bilaterale della capacita uditiva viene
definita ipoacusia. Quando ci sono delle alterazioni a livello dell’orecchio
esterno ¢ medio si parla di ipoacusie di trasmissione o di conduzione, sono
invece chiamate in generale neurosensoriali quando interessano 1’orecchio
interno (ipoacusie cocleari) e deficit nelle vie nervose e nei centri cocleari
(ipoacusie retro-coclerari). Le ultime due tipologie vengono considerate
ipoacusie recettive la terza invece ¢ detta di percezione. Si possono, inoltre,
avere delle ipoacusie miste (Rossi, 1997; Ekborn, 2003).

Si conoscono, inoltre, fenomeni chiamati acufeni (o tinnito) che
riguardano una eccessiva stimolazione di un punto qualsiasi della via
acustica dal Corti sino alle aree corticali e sono delle percezioni sonore in
assenza di stimolazioni dei recettori cocleari (rumori di fondo) (Rossi,
1997).

La perdita uditiva lieve o grave, colpisce il 10% della popolazione
mondiale e puo essere dovuta a fattori congeniti e ereditari che riguardano
principalmente 1’eta infantile, o a fattori acquisiti che interessano anche
I’adulto, tra quest’ultimi rientrano le forme tossiche endogene e esogene.
L’ipoacusia tossica esogena ¢ dovuta a fattori che generano stress, come il
rumore, le infezioni e principalmente 1 farmaci ototossici. Quest’ultimi
sono sostanze che provocano la perdita o disfunzione delle cellule uditive
(cellule cigliate e neuroni). Il danno ototossico pud essere reversibile o
irreversibile. Tra le sostanze ototossiche ci sono gli antibiotici 1 diuretici,
gli antimalarici, gli antinfluenzali, gli antineoplastici e altre sostanze come
la nicotina, il cloroformio etc. (Rossi, 1997).

Tra gli antineoplastici che causano ototossicita si colloca il cisplatino.



1.3 CISPLATINO

1.3.1 Storia del cisplatino

Il cisplatino (cis-Diamminedichloroplatimum (II) o cis-DDP) ¢ un
citostatico complesso metallo inorganico che fu sintetizzato da Perone nel
1845. Solo dopo 120 anni fu scoperta casualmente la sua attivita biologica,
quando studiando la crescita batterica in un campo elettrico, si vide che gli
elettrodi al platino inibivano la divisione di Escherichia coli e ne
inducevano una crescita in forma filamentosa. Fu cosi scoperta una nuova
classe di agenti antitumorali in grado di inibire la divisione ma non la
crescita cellulare (Rosenbreg et al. 1965; Katzung 2006).

Esso ¢ il primo antitumorale al platino introdotto in clinica, 1 primi
risultati furono pubblicati nel 1972 da Rossof et al.. Il cis-DDP ¢ una delle
piu potenti droghe chemioterapeutiche; ¢ molto attivo in un ampio spettro
di neoplasie, tra cui 1 tumori polmonari, dell’esofago e dello stomaco, del
capo e del collo, del tratto genitourinario (testicolo, ovaio e vescica)
(Eastman, 1991; Rosenberg 1999; Katzung 2006).

Spesso ¢ utilizzato a basse dosi somministrate piu volte al giorno,
assieme alla radioterapia con la quale da effetti sinergici e con limitati

effetti collaterali sistemici (Marcu et al., 2003).

1.3.2 Struttura e chimica del cisplatino

Il cisplatino ¢ una piccola molecola costituita da uno ione platino centrale
circondato da quattro ligandi, due gruppi amminici e due cloridrici; quando
queslt’ultimi sono disposti in posizione cis la molecola ha attivita
chemoterapica, se sono in posizione trans non ha attivita (Goodsell, 2006)

(Fig. 7A).



L’uptake cellulare del cisplatino non ¢ ancora ben conosciuto, ma
sembra che questa molecola entri nella cellula, in parte, passivamente per
diffusione attraverso 1 canali transmembrana e in parte per diffusione
facilitata attraverso un sistema di trasporto di membrana non ancora
identificato (Gately & Howell, 1990). A seguito della diffusione entro la
cellula, 1 due atomi di cloro presenti nel cis-DDP vengono sostituiti da due
molecole di acqua, generando una molecola carica positivamente ¢ molto
reattiva, detta complesso monoidrato (Fig. 7B). Quest’ultima ¢ la forma
citotossica, in quanto ¢ in grado di interagire con siti nucleofilici come
proteine cellulari, la membrana fosfolipidica, 1 microfilamenti del
cistoscheletro, molecole contenenti gruppi tiolici, ’RNA e il DNA cellulare

e mitocondriale (Andrews & Howell, 1990) (Fig. 7C).
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Figura 7: A- conformazione cis del cisplatino( preso da Goodsell, 2006); B- Struttura
del cisplatino prima e dopo I’entrata nella cellula (presa da Mandic, 2003); C- legami
crociati tra cisplatino reattivo e filamento di DNA: (a) legami inter elica, (b) legami 1,2-
intraelica, (c) legami 1, 3-intraelica, (d) legami tra proteina e DNA (Gonzales et al.,
2001).

Il meccanismo d’azione del cisplatino non ¢ ancora ben conosciuto.
Viene considerato un analogo degli agenti alchilanti, sembra che solo 1’1%
del cis-DDP intracellulare sia in grado di interagire con il DNA nucleare

creando dei legami crociati tra ed entro il filamento di DNA e tra proteine e



DNA. La maggior parte dei complessi intra-filamento si formano tra
guanine adiacenti e tra guanine e adenine attigue e rappresentano
rispettivamente 11 65% e 1l 25% del totale der complessi formati.
(Eastmann, 1991; Perez, 1998) (Fig. 7C).

Il legame del cis-DDP con il DNA nucleare causa una inibizione della
sintesi dell’acido nucleico dose dipendente. Una delle prime forme di
citotossicita del cisplatino avvengono a carico dei mitocondri, ma anche
verso proteine con funzioni cruciali per la cellula a causa dell’elevata
affinita del chemioterapico per i gruppi sulfidrilici (Ekborn, 2003).

In passato si pensava che la citotossita del cisplatino fosse il risultato
dell’inibizione della sintesi del DNA. Tuttavia ¢ documentato che le cellule
muoiono a concentrazioni che non inibiscono la sintesi dell’acido nucleico
(Sorenson & Eastman, 1988a, 1988b). Per capire quali sono gli eventi
iniziali che legano la morte cellulare con 1 danni al DNA indotti dal
cisplatino molti studi si sono focalizzati sull’analisi e sulla caratterizzazione
di proteine in grado si riconoscere e riparare questi danni. Si conoscono
quattro famiglie di proteine:

1- NER (nucleotide excision repair protein);

2- MMR (mismatch repair protein);

3- DNA-PK (DNA-dependent protein kinase);

4- HMG (high-mobility group proteins) (Gonzales et al., 2001).

I complessi del cisplatino sono riparati soprattutto dai NER. L’MMR
¢ un sistema di riparazione post-repplicazione che riconosce e corregge le
sequenze errate nel filamento fratello lasciando 1 complessi del cisplatino
intatti. Questo ¢ un ciclo inutile di riparazione che pud generare delle
rotture del DNA e attivare il processo di morte cellulare (Perez, 1998;
Gonzales et al., 2001).

DNA-PK ¢ un altro sistema di riparazione che serve per eliminare le
parti di doppia elica interrotte, questo sistema interagisce con le lesioni al

DNA indotte dal cisplatino (Turchi & Henkels, 1996). Le DNA-PK



vengono attivate dal legame della loro subunita Ku con il DNA, acquisendo
cosi la capacita di autofosforilarsi e di fosforilare altre proteine. In presenza
di complessi cisplatino-DNA la subunita Ku fatica a traslocare sulla doppia
elica e viene di conseguenza ridotta la attivita chinasica della proteina
(Henkel & Turchi, 1997).

Le HMG sono una famiglia di piccole proteine muntifulzionali
associate alla cromatina non istonica, esse intervengono nella regolazione
genica e nel mantenimento della struttura cromatinica. Le proteine HGM-
box hanno un’alta affinita per il DNA modificato dal cisplatino ma si
legano anche ai complessi formati tra queste due molecole proteggendoli
dagli enzimi che riparano il DNA (Zamble & Lippard, 1999; Gonzales et
al., 2001).

Anche se si considera come tappa critica dell’azione tossica del
cisplatino I’attacco al DNA genomico anche altri target intervengono nel
processo citotossico del farmaco, infatti, danneggia il DNA mitocondriale,
agisce sulla fosfatidilserina di membrana, distrugge il citoscheletro e altera
la polimerizzazione dell’actina (Jamieson & Lippard, 1999).

Tutto cid puo portatre alla morte cellulare per apopotosi o necrosi.
L’induzione dell’apopotosi sta alla base della sua funzione di antitumorale

(Dive & Hickman, 1991).

1.3.3 Tossicita del cisplatino

La somministrazione clinica del cisplatino comporta effetti collaterali, quali
la nefrotossicita, la neurotossicita e la resistenza di cellule tumorali. Difetti
nel programma apoptotico sono 1 fattori che contribuiscono maggiormente
alla resistenza al cisplatino, insieme con I’incremento dell'espulsione del
farmaco e una diminuzione del suo flusso in entrata, 1’aumento del
glutatione cellulare e dei livelli di metallotionina, I’aumento della

riparazione del DNA e I’espressione degli oncogeni (Perez, 1998).



Ad alte dosi causa nefrotossicita, tossicita a livello gastrointestinale,
neurotossicita e ototossicita (Ekborn, 2003).

Per quanto riguarda la nefrotossicita si manifesta con un aumento
della creatina e una diminuzione della clearence renale (Hutchison et al.,
1988). Studi morfologici mostrano che 1 principali effetti sono a carico dei
tubi prossimali (Dobyan et al., 1980). Ad oggi I’effetto nefrotossico viene
prevenuto preidratando il paziente e stimolando la diuresi infondendo
soluzione salina associata a mannitolo e ad altri diuretici (Finley et
al.,1985; Katzung, 20006).

A livello gastrointestinale invece, il trattamento con cisplatino
provoca come effetti collaterali, nausea, vomito e anoressia che sono
anch’essi limitabili (Ekborn, 2003).

La neurotossicita ¢ dose dipendente, si manifesta come una neuropatia
sensoriale distale la quale puo essere dolorosa ed ¢ irreversibile (Alberts &
Nobel, 1995; Quathoff & Hartung, 2002).

L’ototossicita del cisplatino ¢ dose e frequenza dipendente, si
manifesta con una perdita uditiva inizialmente alle alte frequenze per poi
progredire verso quelle della parola ed ¢ spesso accompagnata da tinnito
transiente o permanente (Rademaker-Lakhai et al., 2006). Esiste un’ampia
variabilita individuale le cui cause sono sconosciute, probabilmente
imputabili a differenze nella farmacocinetica, a fattori genetici, allo stato
metabolico del paziente (Laurell & Jungnelius, 1990), all’eta, alla
combinazione con altri farmaci e ad un debole udito gia preesistente
(Reddel et al., 1982; Bokemeyer et al., 1998).

Nell’orecchio interno il cisplatino ha principalmente effetto
sull’organo del Corti, sulle cellule del ganglio spirale e sulla stria vascolare
causando alterazioni morfologiche e morte cellulare. Nell’'uomo ¢ stata
infatti evidenziata la degenerazione delle CCE del giro basale della coclea
in alcuni casi estesa alle CCI e ai neuroni ad esse associati (Rybak et al.,

1995, 1999; Evans & Halliwell, 1999; Alam et al., 2000; Huang et al.,



2000; Watanabe et al., 2001). A livello sperimentale la tossicita del
cisplatino risulta maggiore a carico delle cellule cigliate esterne (Laurell &
Bagger-Sjoback, 1991, Kopke et al., 1997; Liu et al., 1998; Van Ruijven et
al., 2005) e della stria vascolare (Meech et al., 1998), ma sono state anche
riscontrate alterazioni istologiche a livello del ganglio spirale nel quale si
puo riscontrare una significante diminuzione del numero di cellule (Rybak
et al., 1995; Cardinaal et al.,, 2000) oltre che la perdita della guaina
mielinica nelle cellule di tipo I (Van Ruijven et al., 2005).

L’effetto tossico del cisplatino si esplica attraverso diverse vie, una di
queste implica la formazione di addotti con il DNA che bloccano la
progressione del ciclo cellulare (Huang et al., 1995; Kharbanda et al., 1995;
Jordan & Carmo-Fonseca, 2000; Kartalou & Essigmann, 2001). Nell’altra
via il cisplatino interagisce con 1 tessuti cocleari generando radicali liberi
(ROS; reactive oxygen species) (Clerici et al. 1995, 1996; Kopke et al.,
1997; Evans & Halliwell, 1999; Rybak et al., 1999; Feghali et al., 2001;
Teranishi et al., 2001) come 1’anione superossido (Dehene et al., 2001;
Banfi et al., 2004) e I’ossido nitrico (NO) che si forma ad opera dell’enzima
NOS (Nitric oxide synthase) esso ¢ legato alla coclea sia dal punto di vista
fisiologico sia patologico (Feesenden & Schct, 1998; Hess et al., 1999;
Nakagawa et al., 1999). Vari autori riportano, infatti, che in animali
riceventi dosi ototossiche di cis-DDP si aveva una riduzione del glutatione
e degli antiossidanti cellulari (superossido dismutasi, catalasi, e glutatione
perossidasi e reduttasi) con un incremento dei livelli della malonildialdeide,
un indicatore della perossidazione lipidica (Ravi et al., 1995; Rybak et al.,
2000; Sha et al., 2001). La diminuzione degli enzimi antiossidanti a livello
della coclea puo risultare dal legame del cisplatino con 1 gruppi sulfidrilici
degli enzimi, dalla riduzione del rame e del selenio che sono essenziali per
il funzionamento della superossidodismutasi e della glutatione perossidasi
(DeWoskin & Riviere, 1992), oppure dall’aumento dei ROS e dei perossidi

organici 1 quali inattivano gli enzimi antiossidanti (Pigeolet et al., 1990), ed



infine, dalla diminuzione del glutatione e del cofattore NADPH che sono
essenziali per I’attivita della glutation perossidasi e reduttasi (Somani et al.,
2001). L inibizione degli enzimi antiossidanti dovuta al cisplatino permette
causa un aumento nel flusso del calcio in entrata nelle cellule con induzione
del processo apoptotico sia sulle cellule cigliate sia sui neuroni (Clerici et
al., 1995; Bowers et al., 2002).

Entrambe le vie di azione del cisplatino portano alla morte cellulare
per apoptosi o per necrosi, ma i meccanismi molecolari con i quali il
chemioterapico altera la funzionalita delle cellule uditive non ¢ stato ancora

completamente chiarito.



1.4 L’APOPTOSI

L’apoptosi o morte cellulare programmata ¢ un processo elementare della
vita che, assieme alla proliferazione e al differenziamento mantiene
I’omeostasi di tessuti ed organi; ha quindi un ruolo importante nello
sviluppo di organismi pluricellulari, nella regolazione e nel mantenimento
della popolazione cellulare sia in condizioni fisiologiche che patologiche
(Leist & Jaattela, 2001). Il fatto che invertebrati ¢ mammiferi mostrino
molte omologie su molecole del pathway apoptotico e sulle vie di
trasduzione del segnale sta ad indicare che ¢ un meccanismo fortemente
conservato. Poiche ¢ documentato che anche durante le prime fasi della
filogenesi, non solo le piante e gli animali, ma anche gli organismi eucarioti
e procarioti hanno la tendenza a subire una morte cellulare per apoptosi,
risulta che questo processo non ¢ esclusivo degli organismi pluricellulari
(Lewis, 2000).

Alterazioni a carico di questo sofisticato processo spostano
I’equilibrio cellulare verso un’instabilita che talvolta risulta dannosa per
I’organismo, manifestandosi sotto forma di malattie degenerative o

tumorali (Bohm & Schild, 2003).

1.4.1 Storia dell’apoptosi

Nel 1842 Vogt studiando la metamorfosi di un anfibio documento per la
prima volta che le cellule muoiono durante lo sviluppo dell’individuo, in
seguito questo fenomeno venne dimostrato in molti tessuti, sia di
invertebrati, che di vertebrati (Gluecksmann, 1951; Lockshin & Zakeri,
2001). Il termine morte cellulare programmata (MCP) fu coniato nel 1965
(Lockishin & Williams, 1965a, 1965b) ed ¢ stato usato per descrivere un
tipo di morte durante la quale le cellule seguono una sequenza di tappe

geneticamente controllate che le portano ad autodistruggersi. La MCP



durante lo sviluppo si verifica in punti e tempi ben stabiliti. Inoltre, € stato
scoperto che ¢ il meccanismo piu importante per rimuovere cellule
indesiderate o potenzialmente pericolose, come cellule infettate da virus,
linfociti autoreattivi e cellule tumorali (Lockshin & Zakeri, 2001). Le
ricerche recenti sono una elaborazione degli studi di Kerr (1971), il quale
indusse I’atrofia nel fegato di un ratto legando la branca maggiore della
vena porta. Egli causo cosi la morte delle cellule epatiche con peculiari
cambiamenti morfologici come il decremento del volume cellulare, il
ripiegamento della membrana citoplasmatica, la condensazione della
cromatina vicino alla membrana nucleare e la segregazione cellulare con la
formazione di numerose vescicole contenenti gli organelli cellulari intatti.
Questo fenomeno venne inizialmente identificato come una necrosi
anomala (anche detta shrinking necrosis). Un anno dopo questo nome ¢
stato modificato in apoptosi (dal greco amo= cadere giu) in analogia con la
caduta delle foglie degli alberi e dei petali dei fiori, ci0 enfatizza il fatto che
la morte di materiale vivente € un processo necessario e integrante del ciclo
vitale di tutti gli organismi (Kerr, 1972).

Un’altra importante tappa nella ricerca sull’apoptosi ¢ stata la scoperta
della frammentazione del DNA nelle cellule indotte alla morte. Questi
frammenti, fatti migrare su un gel mostravano la tipica struttura a scala
(conosciuta come ladder), suggerendo che i1 frammenti stessi fossero dei
multipli dei nucleosomi, il legame tra questo schema a scala e 1’apoptosi fu
descritto da Wyllie et al. (1980).

Il terzo evento importante nella ricerca sull’apoptosi fu la sua
descrizione nel nematode Caenorhabditis elegans. Ellis & Horvitz (1986)
dimostrarono come durante lo sviluppo embrionale di questo animale 131
cellule su 1090 venivano eliminate. In seguito ¢ diventato evidente che
I’apoptosi era controllata da speciali geni che furono chiamati ced-3 e ced-4
che nei mammiferi sono omologhi delle caspasi e dell’ Apaf-1 (Ellis et al.,

1991).



1.4.2 Apoptosi vs necrosi

La morte cellulare programmata ¢ codificata a livello genetico e si
distingue dalla necrosi o morte cellulare accidentale sia dal punto di vista
morfologico, sia biochimico (Vermes et al, 2000).

La necrosi avviene in seguito a gravi ed irreversibili danni patologici
come I’ipossia, I’ipertermia, I’infezione virale o I’esposizione a vari agenti
tossici (Israels, 1999). Questi eventi portano inizialmente a modificazioni
reversibili quali 1l rigonfiamento delle cellule con formazione di piccole
vescicole. Se il processo continua, si arriva ad un punto di non ritorno
caratterizzato dalla dilatazione dei mitocondri e dalla formazione di grosse
vescicole. A questo segue la lisi degli organelli cellulari e del nucleo,
dovuta alla perdita dell’integrita delle membrane stesse. In conseguenza si
ha il rilascio del contenuto degli organuli nel cistosol (ATP, proteasi e
lisozimi) e la degradazione aspecifica del DNA. Infine, si ha lo scoppio
della cellula con rilascio del materiale citoplasmatico nel mezzo
extracellulare richiamando elementi della risposta infiammatoria (Majno &

Joris, 1995) (Fig. 8).



Figura 8: Fasi del processo necrotico. a) cellula normale; b) modificazioni reversibili,
¢) punto di non ritorno; d) rottura della membrana cellulare e dispersione degli organuli;
e) attivazione della risposta inflammatoria (Wyllie, 1992)

Al contrario, durante 1’apoptosi, si ha una serie di eventi ordinati e
stereotipati. Nella fase iniziale, dal punto di vista morfologico, la cellula
subisce una riduzione del volume citosolico con restringimento cellulare
(shrinkage) dovuto alla distruzione del citoscheletro. Cid comporta la
perdita delle specializzazioni di membrana con conseguente distacco dalle
cellule vicine. In seguito, mentre gli organelli cellulari rimangono intatti si
nota una condensazione della cromatina (picnosi). Nelle fasi piu tardive a
livello nucleare avviene la disgregazione del nucleolo, ¢ la frammentazione
della cromatina in porzioni di 180-200 paia di basi o multipli. La lunghezza
di tali frammenti corrisponde a quella dei tratti di DNA internucleosomale

(Granville et al., 1998) ed il taglio ¢ operato da endonucleasi attive solo



durante il processo apoptotico (Enari et al., 1998). Infine, i granuli di
cromatina degradata si spostano verso la periferia del nucleo raggiungendo
la membrana plasmatica, dove vengono circondati da evaginazioni della
membrana stessa che conferiscono alla cellula un aspetto a bolle (blebbing).
Queste bolle si staccano dal corpo cellulare costituendo 1 cosi detti corpi
apoptotici che vengono fagocitati dai macrofagi o da cellule vicine, senza
che ci sia una reazione inflammatoria (Wyllie, 1992; Bohm & Schild, 2003;
Mandic, 2003) (Fig. 9).
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Figura 9: fasi del processo apoptotico.

Il processo apoptotico richiede alti livelli di ATP, a seconda di quanto
ATP ¢ presente all’interno della cellula ¢ possibile sapere se essa morira per

apoptosi o per necrosi (Eguchi et al., 1997; Leist et al., 1997).

1.4.3 Fasi dell’apoptosi

Il processo apoptotico viene diviso in quattro fasi, una iniziatrice o di
induzione, una esecutrice, una di riconoscimento e una di fagocitosi. La
prima fase ha inizio con DP’arrivo di segnali, interni o esterni alla cellula

(mediati da recettori), altri fisici o genotossici (I’espressione di oncogeni



etc.). In questa fase i segnali sono individuati dalla cellula che, come
risposta, attiva vie multiple di trasduzione e amplificazione del segnale.
Prende cosi inizio la fase esecutrice, durante la quale la macchina
apoptotica agisce secondo diversi obbiettivi portando a morte la cellule
mediante ’attivazione di diverse proteine tra le quali le caspasi (cysteinyl
aspartate prtoteinases). Infine, intervengono dei sistemi di riconoscimento
ed eliminazione delle cellule apoptotiche (Bohm & Schild, 2003; Mandic,
2003; Guenzi, 2006).

Nelle prime fasi dell’apoptosi la membrana cellulare subisce delle
alterazioni funzionali; la fosfatidilserina (phosphatidylserine= PS) che
normalmente ¢ localizzata sulla superficie interna della membrana
citoplasmatica, viene esposta all’esterno (meccanismo a “Fip-Flop”) e puo
essere riconosciuta con ’utilizzo dell’annessina-V in grado di legarla (Fig.
10). La PS ¢ uno dei vari segnali che, le cellule adiacenti o altre con
capacita fagocitaria, riconoscono per distruggere 1 corpi apoptotici. La
perdita di ioni K" attraverso la membrana citoplasmatica insieme al taglio
enzimatico del citoscheletro causa lo shrinkage cellulare. Simultaneamente
aumenta D’entrata di ioni Ca®", importanti per I’attivazione degli enzimi

della catena apoptotica (Bohm & Schild, 2003).
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Figura 10: fasi iniziali dell’apoptosi; meccanismo a “Flip-Flop” con esposizione

della fosfatidilserina (PS) sulla membrana citoplasmatica.



1.4.4 Le vie del processo apoptotico

Nella fase iniziatrice I’apoptosi ¢ regolata da due tipi di vie, una estrinseca
(recettoriale) e una intrinseca (mitocondriale e del reticolo endoplasmatico)
che sono reversibili e regolabili fino a quando non convergono alla
attivazione delle caspasi, le principali esecutrici della morte cellulare

(Bohm & Schild, 2003; Mandic, 2003; Guenzi, 2006).

1.4.4.1 Via estrinseca o recettoriale

La via estrinseca comporta 1’attivazione di specifici recettori di membrana
chiamati recettori di morte, appartenenti alla famiglia del Tumor Necrosis
Factor Receptor (TNFR) tra 1 quali si conoscono il Fas (anche conosciuto
come CD95 o Apo-1), il TNF-R1, TRAIL-R1 e il TRAIL-R2 ¢ infine il
DR3, il DR4, il DRS5, e il DR6 (Sartorius et al., 2001; Ashkenazi, 2002).
Questi recettori possiedono diversi domini, quello extracellulare ricco di
cisteina, quello di transmembrana e infine, quello citoplasmatico,
quest’ultimo chiamato dominio di morte (Death Domain= DD). Al legame
specifico recettore-ligando segue la trimerizzazione del recettore ed il
reclutamento di proteine adattatrici (Fas-Associated Death Domain=
FADD, TNFR-Associated Death Domain=TRADD e FLICE-Associated
Huge protein= FLASH) presenti nel citoplasma e che si vanno a legare ai
DD formando un complesso chiamato DISC (Deth-Inducing Sgnaling
Complex) (Bohm & Schild, 2003; Mandic,2003). Attraverso dei domini
effettori di morte (Death Effector Domai = DED) presenti sulle molecole
adattatrici, il DISC puo legare proteine, come la procaspasi-8 per
interazione omotipica DED-DED. La procaspasi-8 viene attivata
proteoliticamente a caspasi-8 la quale ¢ cosi in grado di attivare altre
proteine tra le quali la casapasi-3; quest’ultima ¢ indispensabile per
I’esecuzione della morte cellulare programmata (Krammer, 2000; Bohm &

Schild, 2003; Gewies, 2003; Mandic, 2003) (Fig. 11).
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Figura 11: via estrinseca dell’apoptosi. DD= Death domanin, DED= Death Effector
Domain. (Gewies, 2003).

1.4.4.2 Via intrinseca mitocondriale

La via mitocondriale integra e propaga dei segnali di morte, alcuni dei quali
si originano entro la cellula in conseguenza al danneggiamento del DNA,
ad uno stress ossidativo, allo shock termico, all’eliminazione di fattori di
crescita, alla somministrazione di un chemioterapico o di radiazioni UV.
Anche la via estrinseca puo convergere sul quella mitocondriale, indicando
una interazione tra i due pathway (Kaufmann & Earnshaw, 2000; Wang,
2001; Mandic, 2003; Fumarola & Guidotti, 2004).

Il mitocondrio ¢ un organello con due compartimenti ben definiti; la
matrice ¢ circondata da due membrane, una interna (MI) e una esterna
(ME) che delimitano uno spazio intermembrana contenente varie molecole
come I’ATP sintetasi e le componenti della catena respiratoria. In
condizioni fisiologiche queste molecole creano un potenziale di
transmembrana (PT) o gradiente elettrochimico. Molte delle condizioni che
inducono apoptosi intervengono sul mitocondrio alterando il PT oltre che la
permeabilita delle membrane dell’organulo in questione. Cid comporta

I’induzione di una cascata di eventi, con formazione di pori sulla ME e



conseguente rilascio nel citoplasma di proteine pro-apoptotiche presenti
nello spazio tra le due membrane mitocondriali (Bernardi et al., 1999;
Loeffler & Kroemer, 2000), oltre che al rilascio di ioni Ca*" dalla matrice
mitocondriale (Zoratti & Szabo, 1995). Tra le proteine rilasciate vi € anche
il citocromo-C, che normalmente ¢ localizzato sulla porzione esterna della
MI e nello spazio intermembrana, ha una importante funzione nella catena
di trasporto degli elettroni durante la produzione di ATP. Una volta
rilasciato nel citoplasma diverse molecole di citocromo-C si legano a sette
molecole di Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor); assieme ai
dATPs reclutano altrettante molecole di procaspasi-9 tramite dei domini
CARD (caspasi recriuting domain) e formano un complesso chiamato
apoptosoma, il quale attiva la caspasi-9 (Li et al. 1997; Zou et al., 1997),
quest’ultima ¢ a sua volta in grado di attivare la caspasi-3 e indurre di
conseguenza la morte cellulare (Slee et al., 1999; Van de Craen et al., 1999;

Bohm & Schild, 2003) (Fig. 12).
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Figura 12: via intrinseca ed estrinseca del processo apoptotico. (Apoptosis and disease:
a life or death decision. EMBO Rep. 2004 Jul; 5(7): 674-678. Epub 2004 Jun 25).



Assieme al citocromo-C il mitocondrio rilascia altre proteine che sono
in grado di mediare 1’apoptosi, alcune in maniera caspasi indipendente.Tra
queste si conoscono il fattore AIF (apoptosis-inducing factor) il quale
trasloca al nucleo e media la frammentazione del DNA in frammenti di
50kb (Susin et al., 1999) e la endonucleasi G la cui funzione non ¢ ancora
stata chiarita (Li et al., 2001a). Tra caspasi-dipendenti si conoscono la
proteina Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of caspasi/
direct IAP-binding protein with low pl) che previene I’inattivazione della
caspasi-3, della -7 e della -9 operata dalle IAP (proteine inibenti 1’apoptosi)
inibendo le TAP stesse (Verhagen et al., 2000; Srinvasula et al., 2001;
Breckenridge & Xue 2004) ed infine la serin proteasi HtrA2/Omi che ha un
meccanismo simile alla Smac/DIABLO (Suzuky et al., 2001; Verhagen et
al., 2002).

Per quanto riguarda la convergenza delle due vie ¢ documentato che la
caspasi-8 attivata nella via estrinseca media il taglio di una proteina
citosolica, il Bid. Dopo il taglio, Bid trasloca sulla membrana mitocondriale
favorendo il rilascio del citocromo C e la successiva attivazione della
caspasi e quindi la via intrinseca (Luo et al., 1998 Gross et al. 1999) (Fig.
12).

1.4.4.3 Via intrinseca del reticolo endoplasmatico

Il reticolo endoplasmatico (RE) ¢ anch’esso coinvolto nel processo
apoptotico. Normalmente il RE regola la sintesi, il ripiegamento e il
trasporto delle proteine, inoltre, interviene nella regolazione dei livelli di
calcio citoplasmatico e nella risposta cellulare a vari tipi di stress. Pertanto
agenti o sostanze che vanno ad alterare queste sue caratteristiche funzionali
scatenano una serie di processi enzimatici che portano il RE ad uno stato di
stress che, se prolungato nel tempo, pud condurre alla morte della cellula
per attivazione della caspasi-12 (Nakagawa et al. 2000; Rao et al., 2002).

Quest’ultima, ¢ presente nel RE sottoforma di procaspasi-12 e per essere



attivata deve subire il taglio da parte di proteasi presenti sulla membrana
del reticolo, inoltre, un aumento dei livelli di calcio intracellulare causa
I’attivazione e la mobilitazione delle calpaine che vanno ad attivare la
caspasi-12. Questa a sua volta attivera la caspasi-3 e altre caspasi come la -
7 e la -9 dando il via alla successiva cascata di eventi apoptotici (Nakagara

et al. 2000; Rao et al., 2002; Orrenius, 2003) (Fig. 13).
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Figura 13: schema della via intrinseca del reticolo endoplasmatico. (Boyce & Yuan,
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1.5 MOLECOLE COINVOLTE NEL PROCESSO
APOPTOTICO

Dipendentemente dallo stimolo apoptotico, il processo di morte prevede
I’attivazione di uno o piu pathway nei quali intervengono numerose
molecole segnale. Si conoscono due grandi famiglie di proteine implicate in
questo processo, quella delle caspasi e quella del Bel-2 (B-cell lymphoma
gene 2) (Breckenridge & Xue, 2004; Shiozaki & Shi, 2004; Ward et al..
2004; Kim, 2005; Lindsten et al., 2005). Oltre a queste due grandi categorie
ve ne sono altre che hanno la funzione di modulare la morte cellulare
programmata con effetto pro- o anti-apoptotico, inoltre, intervengono anche

altri fattori come per esempio lo ione Ca*".

1.5.1 Le caspasi: le esecutrici centrali

Durante il processo apoptotico la maggior parte dei cambiamenti
morfologici e biochimici della cellula sono ad opera delle caspasi. Queste
molecole sono una famiglia di proteasi citosoliche che presentano e nel sito
attivo (chiamate anche cistein-proteasi). Le caspasi sono evolutivamente
conservate, gia a partire dal nematode Caenorhabditis Elegans tino
all’'uomo (Marks & Berg, 1999).

Questi enzimi tagliano il substrato proteico, dopo un residuo di acido
aspartico. La specificita di substrato ¢ data da una sequenza di quattro
residui amminoterminali presenti nel sito di taglio (Gorman et al., 1998;
Strasser et al., 2000).

Le caspasi sono divise in due categorie, le prossimali o iniziatrici
(caspasi-1, -2, -4, -5 -8, -9, -10, -12 e -14) e quelle terminali o effettrici
(caspasi-3, -6, -7, 11, -13) (Bohm & Schild, 2003; Mandic, 2003). Queste

cistein proteasi sono regolate a livello post-traduzionale, in modo che esse



possano essere velocemente attivate al bisogno. Dapprima sono sintetizzate
in una forma zimogena inattiva, chiamata ‘“pro-caspasi”, la quale ¢ una
singola catena costituita da tre domini, un pro-dominio N-terminale, un
dominio p20 considerato 1’unita maggiore e un’unita minore in peso

molecolare chiamato dominio p10 (Hengartner, 2000) (Fig. 14a).
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Figura 14: meccanismi di attivazione delle caspasi. a) attivazione per taglio
proteolitico; b) attivazione da contatto; ¢) attivazione per associazione con altre proteine
(Hengartner, 2000).

La forma attiva ¢ formata da due eterodimeri p20/p10 legati a dare un
tetramero con due siti attivi. Esistono diverse modalita di attivazione delle
caspasi, per taglio proteolitco, per contatto o per associazione con altre
proteine. Le iniziatrici vengono attivate per contatto, esse hanno un pro-
dominio lungo che permette loro di legarsi con le proteine adattatrici unite
al recettore di membrana, questo complesso richiama molte molecole di
procaspasi (es. la procaspasi-8), la bassa attivita biologica delle forme

zimogene unite insieme, ¢ sufficiente ad attivarle reciprocamente (Fig.



14b). Altre invece come la procaspasi-9 neccessitano dell’associazione con
altre molecole (vedi la formazione dell’apoptosoma) (Fig. 14c). Le caspasi
terminali infine, possiedono dei pro-domini corti € devono essere attivate
con taglio proteolitico (Hengartner, 2000) (Fig. 14a).

I segnali apoptotici indotti da vari stimoli convergono all’attivazione
delle caspasi iniziatrici le quali a loro volta andranno ad attivare quelle
effettrici. Quest’ultime, in particolare la caspasi-3, agiscono modificando
processi biologici di importanza vitale per le cellule, tagliando diversi tipi
di molecole. La caspasi-3 ¢ in grado di indurre la degradazione del DNA in
modo indiretto legandosi ad un inibitore delle endonucleasi (Inhibitor of
Caspase-Activated Deoxyribonuclease= ICAD) il quale ¢ normalmente
legato ad una endonucleasi attivata da caspasi (CAD). La scissione del
legame ICAD-CAD, ad opera dellea caspasi-3, rende I’endonucleasi libera
di agire e quindi di tagliare il DNA in frammenti di 180pb, o multipli interi,
evidenziabili mediante gel di agarosio, come un ladder nucleosomale (Enari
et al., 1998). Anche 1 caratteristici cambiamenti morfologici sono
conseguenza dell’azione delle cistein proteasi effettrici, infatti agiscono
anche su molecole del citoscheletro (es: astina, laminina, gelsolina e
fodrina) (Marks & Berg, 1999), su molecole segnale (es: Akt-1, PKC9), e
su enzimi di riparazione (es. poli-ADP-riboso polimerasi, PARP). Anche
I’esternalizzazzione della fosfatidilserina dipende dall’attivita delle caspasi

(Bohm & Schild, 2003).

1.5.2 La famiglia di Bcl-2

L’attivita apoptogenica del mitocondrio ¢ regolata da membri appartenenti
alla famiglia del Bcl-2, il nome ¢ legato al primo componente scoperto, il
Bcl-2, definito come un protooncogene presente sulla traslocazione

cromosomica T(14; 18) del linfoma follicolare (Tsujimoto et al., 1985).



Fino ad oggi sono stati identificati piu di 20 membri appartenenti a
questa famiglia e classificati sulla base di sequenze-elica conservate,
conosciute come domini di omologia Bcl-2 (da BH1 a BH4) (Scorrano &
Korsmeyer, 2003). In questa famiglia, oltre al Bcl-2 si conoscono numerose
proteine, con funzione pro- o anti-apoptotica. Le anti-apoptotiche
possiedono tutti e quattro i domini BH e vi fanno parte Bcl-2, Bel-X;, Bcel-
w, Bfll (o Al), BHRF e Mcl-1, inoltre, esse possiedono un dominio C-
terminale idrofobico che le ancora a diverse membrane, quella
mitocondriale, come quella del reticolo endoplasmatico e quella nucleare.
Le proteine pro-apoptotiche invece, vengono suddivise in due
sottofamiglie. La prima ¢ la Bax che possiede 1 domini BH1, BH2, e BH3 e
comprende le proteine Bax, Bak, e Bok, la seconda sottofamiglia ha la
caratteristica di possedere solo il dominio BH3, a questo gruppo
appartengono le proteine Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, Blk,
BNIP3 e Spike (Cory & Adams, 2002; Mund et al., 2003) (Fig. 15).
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Figura 15: struttura dei vari componenti della famiglia del Bcl-2. TM: dominio di
transmembrana (Martin & Vuori, 2004).



Le forme pro-apoptotiche sono normalmente presenti libere nel
citoplasma di cellule quiescenti, ma sotto stimolo possono anche legarsi
alle membrana mitocondriale o a proteine ivi presenti (Wolter et al., 1997).

Molte proteine della famiglia Bcl-2 interagiscono fra di loro creando
degli omodimeri, eterodimeri ed oligomeri agendo sia da agonisti, sia da
antagonisti per 1 loro partners. L’interazione avviene attraverso il dominio
BH3 (Gross t al., 1999). Diversi studi evidenziano come il rapporto tra
proteine pro- e anti-apoptotiche, nella formazione sia degli omodimeri sia
degli eterodimeri, determina la “sensibilita” della cellula agli stimoli
apoptotici e sembra alla base della scelta tra la sopravvivenza o la morte
cellulare (Oltvai & Korsmeyer, 1994; Yang & Korsmeyer, 1996; Nagata,
1997).

Queste proteine modulano il processo apoptotico controllando
direttamente [’attivazione delle caspasi (Strasser et al., 2000) oppure
agendo sull’integrita del mitocondrio controllando il rilascio di proteine nel
citoplasma (Wang, 2001), quest’ultima nei mammiferi sembra essere la
funzione centrale (Cory & Adams, 2002).

Importanti sono le proteine pro-apoptotiche Bax e Bak. Nella cellula
sana Bax ¢ libero nel citoplasma e Bak ¢ legato alla membrana del
mitocondrio, sotto uno stimolo apoptotico Bax cambia conformazione e si
inserisce sulla membrana mitocondriale dimerizzando con Bak e
contribuendo alla formazione di pori in modo diretto o interagendo con
altre componenti della membrana come 1 canali anionici voltaggio
diendenti (Voltage-Dependent Anion Channel= VDCA) (Antonsson et al.,
2000; Tsujimoto & Shimizu, 2000) (Fig. 16).
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Figura 16: regolazione dell’apoptosi da parte delle proteine della famiglia Bcl-2
(Gewies, 2003).

Al contrario, la proteina anti-apoptotica Bcl-2 ¢ in grado di
sequestrare 1 membri pro-apoptotici della famiglia per interazione dei
domini BH3, prevenendo cosi ’attivazione di Bax o Bak ed inibendo di
conseguenza gli eventi apoptotici a carico del mitocondrio (Fig. 16). Bcl-2,
controlla il flusso in entrata e in uscita degli ioni (come il Ca*") e di piccole
molecole e inifine, protegge le cellule dall’apoptosi inibendo il rilascio di
citocromo-C dal mitocondrio, sequestrando la proteina Apaf-1 o bloccando
I’attivazione della caspasi-9 (Yang & Korsmeyer, 1996; Minn et al., 1997,
Rosse et al., 1998; Zhivotovsky, 1998; Kim, 2005). Questa molecola come
le altre anti-apoptotiche puo interagire anche con altre proteine implicate
nel patwhay apoptotico grazie alla presenza del dominio BH4 (Wang et al.
1996; Shibasaki et al., 1997) regolando vari processi come 1’omeostasi del
calcio (Lam et al., 1994; Marin et al., 1996), la modulazione della via degli
antiossidanti (per inibire 1’induzione dell’apoptosi ad opera dei ROS)
(Hockenbery et al., 1993; Liang et al., 2000) e promuovendo il sequestro
del glutatione dal nucleo (Voehringer et al., 1998).

Una sovra espressione di Bcl2 e Bcel-X;, ¢ in grado di inibire
I’apoptosi (Reed, 1998). L’inattivazione delle proteine anti-apoptotiche puo

avvenire per fosforilazione dovuta per esempio all’azione di chemioterapici



(Haldar et al., 1995; Poruchynsky et al., 1998) o per via enzimatica; esse,
sotto uno stimolo apoptotico, vengono clivate dalle caspasi, che cosi
eliminano il dominio BH4 e rendono libero il BH3, trasformandole in pro-
apoptotiche (Cheng et al., 1997; Fujita et al., 1998, Fadeel, 1999). Il
clivaggio di Bcl-2 o di Bel-X,. puo essere operato anche dalle calpaine (Gil-
Parrado et al., 2002).

I membri della famiglia che possiedono solo il dominio BH3 sono
necessari per I’attivazione di Bak/Bax (Bouillet & Strasser., 2002) (Fig.
15). Inoltre, partecipano attivamente nelle diverse vie apoptotiche, per
esempio Bid, che normalmente ¢ presente nel cistosol, dopo 1’attivazione
della via estrinseca viene attivato dal taglio proteolitico operato dalla
caspasi-8. Il Bid troncato (t-Bid) riesce cosi ad inserirsi nella membrana
mitocondriale favorendo il rilascio del citocromo-C (Goping et al. 1998;
Cory & Adams, 2002; Scorrano et al., 2002) (Fig. 12). L’attivita della
proteina Bad invece, ¢ regolata da processi di fosforilazione e
defosforilazione (Zha et al., 1996). In assenza di segnali di sopravvivenza o
in risposta ad un flusso in entrata di ioni Ca*” Bad viene defosforilato, cosi
¢ in grado di legarsi tramite il dominio BH3 a membri anti-apoptotici della
famiglia presenti sul mitocondrio (Bcl-2/BclX.), favorendo la morte
cellulare. Quando alla cellula arrivano dei fattori trofici, Bad viene
fosforilato ed in questa fase lega la proteina 14-3-3 restando libero nel
cistosol e inattivo (Datta et al., 1997; Harada et al., 1999; Wang et al.,
1999). Bim invece ¢ normalmente presente sui microtubuli e durante

I’apoptosi trasloca sulla membrana esterna del mitocondrio (Gupta, 2001).



1.5.3 Altre proteine pro-apoptotiche e/o anti-apoptotiche

Le fasi molecolari e biochimiche dell’apoptosi sono complesse e
coinvolgono molteplici molecole che possono avere sia funzione pro-
apoptotica sia anti-apoptotica. Una migliore conoscenza di queste molecole,
del loro pathway di espressione e delle loro interazioni possono essere utili

per trovare nuove strategie terapeutiche per curare vari disturbi e patologie.

1.5.3.1 Le protein chinasi C

Tra le proteine serin/treonin chinasiche che partecipano a varie vie di
trasduzione di segnali intracellulari si colloca la famiglia delle protein
chinasi C (PKC) (Parker & Dekker, 1997); esse sono coinvolte nella
trascrizione genica, nel differenziamento, nella regolazione del ciclo
cellulare, nelle funzioni del citoscheletro, nella risposta ai fattori di crescita,
nell’interazione cellula-cellula, nella resistenza a farmaci e nell’apoptosi
(Rybczynska et al., 2000; Goekjian & Jirousek, 2001). La loro azione
regolatrice si compie fosforilando dei residui di serina/treonina su molecole
bersaglio tra le quali vi sono 1 recettori di membrana, enzimi, proteine
contrattili, altre chinasi e fattori di trascrizione (Nishizuka, 1986; Idris et
al., 2001). L’azione specifica delle varie isoforme ¢ data dalla loro
localizzazione cellulare in stretta prossimita dei substrati specifici (Mackay
& Monchly-Rosen, 2001).

La famiglia delle PKC ¢ divisibile in tre sottofamiglie ognuna con
diverse 1soforme, tale divisione ¢ data in base alla loro struttura, alla diversa
modalitd con cui queste proteine vengono attivate e regolate e dalla loro
distribuzione tessutale (Stabel & Parker, 1991; Nishizuka, 1995; Mellor &
Parker, 1998). La prima sottofamiglia ¢ quella delle protein chinasi C
convenzionali (PKCc), essa comprende le isofome a, BI, BII e v, per la loro
funzionalita necessitano della presenza di ioni Ca*" e vengono attivate dal

diacilglicerolo (DAG), dalla fosfatidilserina (PS) e dagli esteri del forbolo.



Le PKC nuove (PKCn) sono la seconda sottofamiglia formata dalle
isoforme 9, 0, € e n, le quali hanno attivita indipendente dal calcio ma
dipendente dal DAG, dalla PS e dagli esteri del forbolo. Infine, 1’ultima
sottofamiglia, le PKC atipiche (PKCa), hanno attivita indipendente sia dal
calcio che dal diacilglicerolo, la loro attivazione dipende esclusivamente
dalla fosfatidilserina, anche se ¢ documentato che molecole come lipidi (es:
ceramide) e altri co-fattori possono modulare le loro funzioni; tra le PKCa
si conoscono le isoforme {, A e 1 (Poweel et al., 1996).

Dal punto di vista strutturale tutte le PKC sono costituite da una
singola catena polipetidica che ¢ divisibile in due regioni, una regolatrice
N-terminale di 20-70kDa e una catalitica o chinasica c-teminale di 45kDa
(Newton, 1995, 1997; Nishizuka, 1995). Ogni regione ¢ costituita da diversi
domini. La porzione regolatrice contiene un dominio pseudosubstrato
autoinibitorio, un dominio C1 che grazie a due sequenze zinc-finger ricche
in cisteina ¢ in grado di legare il DAG e gli esteri del forbolo (Liu &
Heckman, 1998), infine, vi ¢ un dominio C2 che lega il calcio e gli acidi
fosfolipidici (Nishizuka, 1992, 1995; Spitaler & Cantrell, 2004). Nelle
PKCa il dominio C1 ¢ incompleto perché formato da una sola sequenza
zinc-finger, mentre il dominio C2 ¢ assente in questa sottofamiglia come
nelle PKCn (Gutcher et al., 2003). La regione catalitica invece, contiene il
dominio C3 che lega ATP e il dominio C4 che ¢ un sito di legame specifico
per il substrato ma che interagendo con il dominio di pseudosubstrato
mantiene le PKC in forma inattiva (Fig. 17) (Nishizuka, 1992, 1995;
Spitaler & Cantrell, 2004).
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Figura 17: schema della struttura delle tre sottofamiglie di PKC (Spitaler & Cantrell,
2004).

Le protein chinasi C possono essere attivate secondo due
meccanismi sequenziali, il primo ¢ la loro fosforilazione ad opera del
PDK-1 (3-phosphoinoside-dependent kinase), il secondo ¢ il legame con
il diacilglicerolo. Ognuno di questi meccanismi regola la struttura, la
localizzazzione subcellulare e la funzione delle PKC (Dempsey et al.,
2000; Newton, 2003).

Nella regolazione delle PKC il primo evento ¢ la fosforilazione
delle proteine neo-sintetizzate in tre posizioni conservate entro il
dominio catalitico, passando da un peso iniziale di circa 76kDa della
forma inattiva a quello di circa 80kDa per la proteina matura. Il primo
residuo di treonina (Thr 500) che viene fosforilato si trova nel sito attivo
del dominio C4, questo essendo carico negativamente non ¢ in grado di
autofosrilarsi pertanto subisce il processamento da parte di un’altra
chinasi, la PDK-1. Questo evento ¢ seguito dall’autofosforilazione di due
amminoacidi della porzione carbossi-terminale (Thr 641 e Ser 660) a cui
segue il rilascio nel citopalsma della proteina matura ma inattiva. Nella
forma inattiva le PKC hanno una struttura “chiusa” a causa del legame
tra 1l dominio pseudosubstrato che va ad occupare il sito catalitico del

dominio C4 (Dempsey et al., 2000; Newton, 2003).



Le PKCc e PKCn per essere attivate devono migrare sulla
membrana citoplasmatica e legarsi al DAG, anche se alcune isoforme
attive sono state documentate associate alla F-actina del citoscheletro
(Goodnight et al., 1995; Prekeris et al., 1998) o traslocate nella regione
perinucleare o entro il nucleo (Goodnight et al., 1995; Martelli et al.,
1999; Neri et al., 1999).

Nel caso delle protein chinasi C convenzionali il meccanismo di
attivazione prevede che ci sia un segnale che causi un aumento della
concentrazione dello ione Ca*" nel citoplasma. Il calcio legandosi al
dominio C2 della PKCc ne permette la migrazione verso la membrana, e
ne favorisce I’ancoraggio (Nalefski & Newton, 2001; Schaefer et al.,
2001). A questo segue il legame del DAG con il dominio CI, cid
aumenta 1’affinita della PKC per la PS dando cosi una unione forte e
stabile della proteina alla membrana (Newton, 1997). L’energia di questa
interazione causa un cambiamento conformazionale della protein chinasi
C che si “apre” e diventa attiva perché viene liberato il sito catalitico
specifico in C4, in grado cosi di interagire con i vari substrati proteici

(Dempsey et al., 2000; Newton, 2003) (Fig. 18).
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Figura 18: meccanismo di maturazione e di attivazione delle PKCc. (Spitaler &
Cantrell, 2004).



Nel caso delle PKCn non avendo il dominio C2 non riescono ad
essere indirizzate dal calcio in prossimita della membrana, pertanto esse vi
traslocheranno con molta meno frequenza delle PKCc (Schaefer et al.,
2001). L’unica forma di regolazione delle PKCa conosciuta al momento ¢
quella della fosforilazione (Standaert et al., 2001).

L’effetto dell’attivazione delle PKC ¢ isoforma specifico e dipende
dalla durata dell’attivita chinasica, dalla loro localizzazione e dai segnali
cellulari che concorrono con la sua attivita (Goekjian & Jirousek, 2001).

Le PKC sono anche molto sensibili alla presenza di ROS. I motivi zic-
finger del dominio regolatore sono ricchi di cisteine che vengono ossidate
dai perossidi (Gopalakrishna & Gundimeda, 2002); tale ossidazione
rimuove 1’autoinibizione del dominio C4 causando una attivazione anomala
della proteina. Il dominio catalitico invece, contiene cisteine reattive che
sono bersagli di molecole antiossidanti come la vitamina-E e suoi analoghi;
la riduzione di queste cisteine causa una diminuzione dell’attivita delle
PKC (Gopalakrishna & Jaken, 2000; Gopalakrishna & Gundimeda, 2002).

Per quanto concerne il coinvolgimento delle protein chinasi C nel
processo apoptotico il loro ruolo risulta controverso in quanto sono in grado
di stimolare I’apoptosi come di inibirla. In generale, le isoforme delle PKC
classiche ¢ atipiche sono considerate anti-apoptoiche, mentre quelle delle
PKCn vengono ritenute pro-apoptotiche in particolare la PKCo (Deacon et
al., 1997; Dempsey et al., 2000).

Per quanto riguarda 1’isoforma o ¢ stata documentata la sua capacita
anti-apoptotica in numerose linee cellulari come quella tumorale U937
(Whelan & Parker, 1998), le cellule di glioblastoma (Dooley et al., 1998) e
le cellule endoteliali (Haimovitz-Friedman et al., 1994), inoltre, la sua
espressione aumenta in svariati casi di tumore (Lord & Pongracz, 1995),
mentre 1’induzione dell’apoptosi da parte della ceramide sembra
defosforilare la PKCa e quindi inibire la sua attivita (Lee et al., 1996). Il

meccanismo con il quale questa proteina interviene nell’inibire 1’apoptosi



non ¢ ancora chiaro ma sembra essere in grado di agire sul Bcl-2
aumentandone I’attivita anti-apoptotica (Ito et al., 1997; Ruvolo et al.,
1998). Anche la proteina mitocondriale Raf-1 ¢ un potenziale targhet di
PKCa (Majewski et al., 1999).

Tra la superfamiglia delle PKC atipiche ¢ documentata come
I’espressione della isoforma  diminuisce nelle U937 indotte all’apoptosi da
farmaci (Pongracz et al., 1995), inoltre, nelle HL-60 in apoptosi indotta da
UV, questo isoenzima viene tagliato dalla caspasi-3 (Frutos et al., 1999).
Nel 2007, Charruyer e i suoi collaboratori dimostrano che nelle U937, la
PKCC sopprime 1’apoptosi, proteggendo le cellule da un danno provocato
dall’esposizione ai raggi ultravioletti. Una sovraespressione del gene,
sempre in cellule tumorali, produce una sopravvivenza cellulare
proteggendole dalla induzione della formazione di radicali liberi.

L’isoforma piu conosciuta per la sua capacita di promuovere
I’apoptosi ¢ la 9, anche se in alcuni casi ¢ stata doumentata la sua capacita
anti-apoptotica (Jun et al., 1999; Wert & Palfrey, 2000; Peluso et al., 2001;
Kilpatrick et al., 2002; Zrachia et al., 2002). Molti studi associano la
crescita tumorale alla mancanza di questo isoenzima (Lu et al., 1997)
mentre una sua sovraespressione €/o attivazione ¢ associata all’arresto del
ciclo cellulare nella fase G2/M (Watanabe et al., 1992; Griffiths et al.,
1996). L’attivazione dell’isoforma & sembra partecipare al processo
apoptotico indotto da vari agenti che causano stress, tra i quali vi ¢ il
cisplatino. (Basu & Akkaraju, 1999, Basu et al., 2001). Sia il cis-DDP come
altri agenti che causano apoptosi, inducono il taglio della PKCd da parte
della caspasi-3, questo evento causa la formazione di frammenti di 40kDa
che sono altamente attivi ed in grado di amplificare la risposta apoptotica
(Basu & Akkaraju, 1999; Basu et al., 2001). Il taglio ad opera della caspasi-
3 sembra avvenire a livello nucleare (Blass et al., 2002). Allo stesso tempo
la proteina non tagliata agisce anche a monte della caspasi-3 in particolare

nei primi stadi della via intrinseca mitocondriale (Basu et al., 2001; Villalba



et al., 2001). La PKCd sembra anche intervenire nell’esposizione della
fosfatidilserina sulla porzione esterna della membrana plasmatica, ad
esempio nelle cellule Jurkat la isoforma 6 attivata e/o tagliata dalla caspasi-
3 provoca un aumento del meccanismo a “flip-flop” (Frasch et al., 2000).
Le PKCa, C e 0 sono espresse nella maggior parte dei tessuti € sono
state considerate avere una funzione chiave di sensori molecolari, in grado
di regolare I’apoptosi promuovendola in cellule danneggiate o inibendola
sotto condizioni favorevoli alla sopravvivenza (Cross et al., 2000; Dempsey

et al., 2000).

1.5.3.2 Gruppo delle MAPK

Oltre alle PKC, nelle vie che regolano la morte cellulare e la sopravvivenza
partecipano anche delle altre proteine serin/treonin chinasiche appartenenti
alla famiglia delle MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases). Queste
proteine comprendono tre sottofamiglie, quella delle ERK (Extracellular
Signal-Regulate Kinase), quella del JNK (c-Jun NH,-terminal Kinase) e
quella della p38 (stress activated protein kinase 2). Le MAPK per essere
attive devono essere a loro volta fosforilate secondo una specifica cascata
di eventi catalizzata da altre MAPK (Wada & Penninger, 2004). Molti
lavori evidenziano che 1’apoptosi indotta dalla produzione di ROS prevede
I’attivazione delle MAPK (Feuerstein & Young, 2000; Yoshizumi et al.,
2001).

Nel gruppo delle ERK si contano otto isoforme (ERK-1, -2, -3, -4, -5, -
6, -7 e -8) (Yoon & Seger, 2006), le piu studiate sono le ERK1/2 (41-
42kDa). L’attivazione di queste proteine viene avviata tramite segnali che
giungono ai recettori tirosin-chinasici presenti sulla membrana
citoplasmatica (McKay & Morrison, 2007). Questi segnali, vengono in
parte incanalati attraverso la cascata Rafl-MEK1/2, le quali fosforilano e
quindi attivano le ERK1/2 (p-ERK1/2) (Marshall, 1995; Murphy & Blenis,
20006).



In funzione della linea cellulare di studio, il tipo di stimolo e la durata
dell’attivazione, le ERK sono in grado di intervenire in diverse risposte
biologiche come la proliferazione, il differenziamento e la morte cellulare
agendo principalmente da molecole pro-apoptotice ma anche come anti-
apoptotiche (Choi et al., 2004; Zhuang & Schellmann, 2006).

Il loro ruolo nel processo apoptotico si esplica in risposta a vari stimoli
stressori, come quelli che inducono ipossia (Buckley et al., 1999), quelli
dovuti alla sottrazione di fattori di crescita (Erhardt et al., 1999) al
trattamento con acqua ossigenata o altri agenti ossidanti (Wang et al., 1998)
e con chemioterapici (Anderson &Tolkovsky, 1999). In merito al
trattamento con 1l cisplatino in molti casi ¢ stata documentata la capacita
anti-apoptotica delle ERK (Hayakawa et al., 1999; Person et al., 1999; Cui
et al., 2000; Novak, 2002; Kim et al., 2005), mentre altrettanti studi
evidenziano un effetto opposto (Wang et al., 2000; Jung et al., 2002;
Woessmann et al., 2002; Choi et al., 2004). La caspasi-3 ¢ in grado di
tagliare e inattivare Raf-1, un attivatore a monte della via delle ERK, questo
comporta una inibizione della attivita protettiva di quest’ultime (Widmann
et al., 1999a). Secondo Zhuang & Schnellmann (2006), le ERK agiscono
invece, a monte della via mitocondriale regolando Bax e p53 e
sopprimendo i segnali di sopravvivenza. La capacita di attivare o inibire
I’apoptosi da parte delle ERK sembra legata alla durata della loro
fosforilazione, se lo stimolo che arriva alla cellula causa una rapida e breve
attivazione di queste proteine esse hanno una funzione protettiva (Guyton et
al., 1996; Aikawa et al., 1997), se invece [l’attivazione ¢ tardiva e
prolungata esse mediano il pathway dell’apoptosi (Jimenez et a., 1997;
Wang et al., 2000).

I1 JNK e la p38 regolano I’espressione genica promuovendo 1’apoptosi
in risposta a stress chimici e ambientali e segnali infiammatori (Brenner et
al., 1997, Wang et al., 1998) sono altresi stimolate da farmaci e da

chemioterapici come il cisplatino (Kharbanda et al., 1995; Liu et al.1996;



Osborn & Chamers, 1996). Nei mammiferi ci sono tre geni JNK1, JNK2 e
JNK3 che codificano per le isoforme di JNK. II JNK1 e il JNK2 sono
espressi in gran parte dei tessuti, mentre i1l JNK3 ¢ presente solo nel
cervello, nel cuore e nel testicolo. Ogni gene codifica per proteine di 46-
55kDa (Davis, 2000).

Il INK viene attivato tramite forsforilazione (p-JNK) ad opera di due
enzimi, il MKK4 e il MKK7, mentre la sua azione si esplica principalmente
fosforilando dei fattori di trascrizione (Davis, 2000).

Questa proteina ¢ in grado di promuove I’apoptosi fosforilando e
attivando la p53, ma il maggior targhet della via di segnale del JNK ¢
I’attivazione del fattore di trascrizione AP-1 ad opera del c-Jun. Il p-JNK si
lega col dominio N-terminale al quello di attivazione del c-Jun,
fosforilandolo, quest’ultimo cosi attivato aumenta la trascrizione di AP-1
(Pulveree et al., 1991; Smeal et al., 1991). La via pro-apoptotica JNK/AP-1
sembra promuovere 1’apoptosi aumentando I’espressione di proteine pro-
apoptotiche come Bak (Fan & Chambers, 2001) e la trascrizione e
attivazione del FasL (Xia et al., 1995). Il JNK ¢ normalmente presente a
livello citoplasmatico, ma per regolare 1 fattori di trascrizione deve
traslocare nel nucleo (Mizukami et al., 1997; Aplin et al., 2002) oppure,
puo migrare sul mitocondrio dove attiva proteine pro-apoptotiche come
Bad (Donovan et al., 2002) e Bax (Mandal et al., 2001) e inattiva il Bcl-2
(Kharbanda et al., 2000), inoltre, induce il rilascio di proteine pro-
apoptotiche come Smac/Diablo (Chauban et al., 2003). Per la traslocazione
al nucleo o al mitocondrio del JNK ¢ indispensabile la sua fosforilazione
(Eminel et al., 2004). La caspasi-3 ¢ in grado di agire a monte del JNK
attivando le chinasi specifiche per questa proteina, amplificandone il
segnale (Cardone et al., 1997).

La produzione di ROS altera I’attivita del JNK, in quanto un aumento
dei livelli intracellulrari di radicali liberi dell’ossigeno causa una maggiore

fosforilazione e quindi la sua attivazione (Vlahopoulos & Zoumpourlis,



2004), che puo essere, in alcuni sistemi mediata dal calcio intracellulare
(Inanami et al., 1999a, 1999b) e in altri no (Wilson et al., 1996).

Anche per il JNK come per le ERK alcuni autori associano la sua
attivazione in risposta al trattamento con il cisplatino in alcuni casi come un
evento protettivo, anche se il suo ruolo principale € pro-apoptotico (Zanke
et al., 1996; Hayakawa et al., 1999; Davis, 2000). La durata dell’attivazione
del JNK come quella della p38 ad opera del cisplatino sono determinanti
per la sopravvivenza o [’apoptosi cellulare, infatti, una prolungata
attivazione di entrambe le proteine comporta danni ingenti e la morte
cellulare (Mansouri et al., 2003; Yang et al., 2003) mentre un’attivazione
transiente media 1 segnali di sopravvivenza (Chen & Tan, 2000).

Nella via di attivazione del JNK sembrano coinvolte anche diverse
isoforme di PKC che agiscono in modo cellula e stimolo dipendente

(Hagemann & Blank, 2001).

1.5.3.3 Proteine della famiglia 14-3-3

Le 14-3-3 sono una famiglia di proteine multifunzionali altamente
conservate e espresse in tutti gli eucarioti. Sono conosciute per la loro
capacita di legare una grande varieta di proteine, sono stati documentati piu
di 70 ligandi che comprendono le chinasi, le fosfatasi, le proteine
recettoriali, alcune proteine strutturali e fattori di trascrizione. I1 loro nome
deriva dalla loro migrazione caratteristica in un gel elettroforetico (Fu et al.,
2000).
Principalmente si trovano localizzate libere nel citoplasma, alcune sono
state documentate anche associate alla membrana citoplasmatica o
all’interno di organelli cellulari come I’apparato del Golgi (Celi set al.,
1990; Tang et al., 1998).

Nei mammiferi si conoscono sette geni che codificano sette isoforme,
le 14-3-3-B, -y, -&, -1, -0, -1/0 e -{. (Ichimura et al., 1988; Martin et al.,

1993). Strutturalmente queste proteine del peso di circa 30kDa sono



costitute da nove alfa eliche organizzate in una maniera antiparallela che
dona loro una forma a coppa con una superficie concava altamente

conservata in tutte le isoforme e una esterna variabile (Fu et al., 2000) (Fig.

19).

Figura 19: rappresentazione schematica della struttura dei dimeri creati dalle proteine
della famiglia 14-3-3. (Berg et al., 2003)

Queste proteine hanno la capacita di creare omo e eterodimeri tramite
la loro parte amminoterminale, questi dimeri delimitano un foro centrale di
6-8A (Jones et al., 1995). Esse contengono diversi domini utili per
I’interazione con 1 cationi divalenti, per la fosforilazione e I’acetilazione e
per il taglio proteolitico. La maggior parte dei ligandi delle 14-3-3 devono
essere fosforilati prima dell’interazione con queste proteine, sono state
infatti, definite delle regioni consenso che riconoscono dei motivi
fosfoserinici di legame (Muslin et al., 1996; Pawson & Scott, 1997; Yaffe
et al., 1997). La necessita di legarsi con molecole che sono state fosforilate
permette un controllo del legame 14-3-3/ligando da parte di chinasi e
fosfatasi implicate nei networks cellulari. In realta ¢ documentato come le

14-3-3 possano interagire anche con proteine non fosforilate (Fu et al.,

2000).



Questa grande varieta di molecole con cui interagiscono ha suggerito
come le 14-3-3 intervengano in vari processi biologici vitali, come la
mitogenesi, il controllo del ciclo cellulare, segnali di sopravvivenza,
I’adsione cellulare, la plasticita neuronale e 1’apoptosi. Nel processo
apoptotico ¢ dimostrato che le 14-3-3 interagiscono con proteine
direttamente coinvolte come Bad (Zha et al., 1996), o altre che partecipano
in maniera piu indiretta come Raf-1 (Salomoni et al., 1998), Ie
proteinchinasi C (Reyland et al., 2000), il fosfatidilinositolo-3-fosfato
(Toker, 2000) e le MAPKKK1 (mitogen-activate proteine kinase kinase
kinase 1) (Widmann et al., 1999b). Masters & Fu (2001) dimostrano come,
in molte cellule, il legame tra le 14-3-3 e il ligando ¢ un mediatore di un
segnale anti-apoptotico il quale ¢ in parte indirizzato al mantenimento
dell’integrita mitocondriale. Le 14-3-3 agirebbero a monte del Bcl-2 ma a
valle o in modo indipendente dai segnali di sopravvivenza chinasi Akt
dipendenti. Inoltre I’uso di inibitori delle 14-3-3 in cellule trattate con
cisplatino, le rende piu sensibili all’azione apoptotica dell’anitineoplastico
Masters & Fu (2001). Probabilmente le 14-3-3 fungono da fattori di
sopravvivenza generici con la funzione di aumentare 1 segnali pro-
sopravvivenza e sopprimere il pathway apoptotico (Fu et al., 2000). La loro
funzione ¢ strettamente controllata attraverso la regolazione del livello di
espressione di queste proteine e le modificazioni post-trascrizionali come la
loro fosforilazione (Fu et al., 2000). Per esempio nelle cellule del tumore al
colon-retto una sovraespressione dell’isoforma & causa un arresto del ciclo
cellulare nella fase G2 cosa che non avviene nel caso delle 14-3-3
(Hermeking et al., 1997). Inoltre, ¢ dimostrato che un aumento
dell’espressione delle varie isoforme di 14-3-3 inibisce 1’attivita specifica
delle PKC nelle cellule umane tumorali Jurkat-T (Hausser et al., 1999;
Meller et al., 1996). Infine, molti ricercatori sostengono che una
sovraproduzione di 14-3-3 rende le cellule resistenti all’apoptosi (Chan et

al., 1999; Zhang et al., 1999; Xing et al., 2000; Masters & Fu, 2001; Chen



et al., 2006). Le 14-3-3 possono essere fosforilate dalle PKC (-a, -B, -y, -0,
e -0) (Autieri &Carbone, 1999; Van der Hoeven et al., 2000) questo
fenomeno causa per le isoforme B e { un aumentano della loro capacita di
inibire I’attivita delle protein chinasi C (Aitken et al., 1995). Anche il JNK
¢ in grado di fosforilare le 14-3-3 riduceno la loro affinita per Bad,
quest’ultimo viene liberato nel citoplasma e reso quindi in grado di

esplicare la sua attivita apoptotica (Sunayama et al., 2005).

1.5.4 1l ruolo del calcio nel processo apoptotico

In tutti i tipi cellulari lo ione Ca** & un secondo messaggero molto
importante per la trasduzione dei segnali intracellulari (Somlyo & Somlyo,
1994). Variazioni nella concentrazione del calcio hanno una importanza
cruciale in molti processi vitali come nell’apoptosi. (McConkey et al, 1989;
Orrenius et al. 1992). Un incremento incontrollato della concentrazione di
calcio a livello citosolico ([Ca*']c) causa un danneggiamento e la morte
cellulare, questo fenomeno viene riscontrato anche in situazioni patologiche
come danni ischemici e patologie al fegato (Kass & Orrenius, 1999).

La [Ca*]c ¢ tenuta sotto controllo e a bassi livelli in modo che ogni
cellula, tessuto o organo possa esprime la propria funzione (Somlyo &
Somlyo, 1994; Ghosh & Greenberg, 1995). Esistono dei sistemi che
permettono il mantenimento di un gradiente di concentrazione del Ca**
entro la cellula; la membrana cellulare di per s¢ ¢ impermeabile al calcio
fungendo da barriera, ma su di essa sono anche presenti delle pompe per
I’escrezione attiva dello ione, in grado di regolarne I’entrata e I’uscita.
Infine, gli organelli cellulari come il reticolo endoplasmatico e 1 mitocondri
sono dei veri e propri sistemi di stoccaggio del calcio (Borle, 1981). Un
incremento della [Ca®]c pud essere ottenuta da un rapido e transiente

rilascio dello 1one dalle riserve intracellulari, o da un lento flusso in entrata



dallo spazio extracellulare, quest’ultimo ¢ considerato il meccanismo piu
importante (Poelaert & Roosens, 2000).

Nel caso della morte cellulare programata un moderato aumento della
[Ca*"]c ¢ causa dell’attivazione delle endonucleasi calcio dipendenti che
tagliano i1l DNA (Ghibelli et al., 2006); ma ¢ altresi risaputo che tale
aumento puo agire sia come evento pro- che anti-apoptotico (Reuter, 1996).
Come detto in precedenza nella via apoptotica del RE il calcio ¢ implicato
nell’attivazione della caspasi-12 ad opera delle calpaine (Chen et al., 2001).
Inoltre, lo ione Ca** sembra essere una molecola targhet per 1’azione anti-
apoptotica del Bcl-2 (Lam et al., 1994; He et al., 1997). Un aumento della
[Ca*]c, causa I’attivazione di proteine citosoliche calcio dipendenti come
le calpaine che agiscono a monte della catena apoptotica attivando Bax
(Wood et al., 1998) o Bid (Chen et al., 2001; Mandic et al., 2002) e
partecipando allo smantellamento del citoscheletro (Yoshida et al., 1995).

Cerella et al. (2007) hanno studiato le variazioni della concentrazione
dello ione calcio sia a livello del reticolo endoplasmatico ([Ca®'Jre) sia
citosolico su cellule umani tumorati, U937 e Jurkat. Hanno dimostrato che
dal momento della induzione dell’apoptosi per arrivo di segnali esterni alla
cellula, come shock termico o stress ossidativi, si osservano tre variazioni
di queste concentrazioni che segnano delle tappe fondamentali del processo
apoptotico.

La prima variazione che Cerella et al. (2007) documentano si osserva
tra 0-2h dal trattamento ed ¢ data da un aumento della [Ca*]c e una
riduzione della [Ca® Jre. Questo evento sembra essere dovuto ad una scarsa
capacita del RE di riciclare lo ione, ci0 causa una riduzione nella capacita
di risposta cellulare come se nella cellula venisse indotta una condizione di
standby con effetto anti-apoptotico. Pertanto questa prima fase ¢ vista come
un tentativo della cellula di rimediare al danno. La seconda fase ¢
caratterizzata da un aumento della concentrazione di calcio nel RE e una

[3

diminuzione di quella citosolica che segna la “volonta” della cellula di



entrare in apoptosi. Cio indica che un aumento della [Ca**]z sensibilizza le

cellule all’apoptosi e che quindi per partire, la morte cellulare programmata

necessita di un serbatoio come il RE ricco di calcio che funga da donatore

dello ione in caso di necessita di questo secondo messaggero. Il terzo

segnale coincide con I’apoptosi ed ¢ dato da una riduzione del calcio nel

RE e un aumento della [Ca*"]c probabilmente dovuto ad un collasso della

calcio-ATPasi di membrana. Le cellule che hanno “deciso”di andare in

apoptosi necessitano di un ulteriore imput che trasformi questa propensione

in un segnale molecolare di trasduzione dell’apoptosi (Fig. 20).
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Figura 20:variazioni dello ione Ca*" durante ’apoptosi indotta da fattori di stress

(Cerella et al., 2007)

Dulon et al. (1991) documentano che anche il trattamento con il

cisplatino induce un aumento della [Ca*]c.

Pertanto una manipolazione del calcio intracellulare o 1’utilizzo di

molecole che interferiscono con questo ione (es. farmaci calcio antagonisti)

possono rappresentare dei sistemi di controllo dell’apoptosi.



1.5.5 11 GAPDH

Tutti gli organismi sono esposti ad uno stress ossidativo ad opera dei ROS,
sia durante il normale corso del metabolismo aerobico sia per esposizione
ad agenti che generano radicali. Le specie reattive dell’ossigeno possono
provocare svariati danni a carico delle macromolecole cellulari portando
anche alla morte per apoptosi (Gutteridge & Halliwell, 2000; Curtin et al.,
2002).

Le cellule per proteggersi da questi danni mettono in atto dei
meccanismi di difesa che coinvolgono enzimi antiossidanti e scavenger dei
radicali liberi (Temple et al., 2005).

In vari sistemi cellulari la gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi
(Glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase=GAPDH) ¢ considerata un
molecola targhet, che funge da sensore in condizioni di stress ossidativi
(Chuang et al., 2005). I1 GAPHD ¢ un enzima glicolitico che ¢ espresso in
tutti gli organismi sia procarioti sia eucarioti. Normalmente interviene nel
processo di  conversione della gliceraldeide-3-fosfato in  2,3-
bifosfoglicerato. La molecola ¢ formata da quattro monomeri identici
ognuno dei quali ha un sito catalitico con un residuo di cisteina (Sinover,
1999). La normale funzione del GAPDH ¢ quella di intervenire nei
meccanismi di generazione dell’energia cellulare, ma ci sono evidenze in
merito ad un suo coinvolgimento in svariate attivita indipendenti dalla
glicolisi, tra le quali vi ¢ ’apoptosi (Berry & Boulton, 2000; Hara et al.,
20006).

Il suo ruolo nel processo apoptotico ¢ stato inizialmente documentato
nelle cellule cerebrali gangliari dove la morte cellulare programmata era
associata con 1’aumento dell’espressione di una proteina di 38kDa
identificata poi con il GAPDH (Ishitani et al., 1998).

La localizzazione subcellulare e i livelli di espressione dell’enzima

sono differenti per le linee non neuronali rispetto a quelle neuronali. Questa



molecola nella maggior parte di linee cellulari ¢ normalmente presente a
livello citosolico dove compie la sua attivita glicolitica, mentre durante il
processo apoptotico trasloca al nucleo. La sua localizzazione citoplasmatica
¢ stata documentata in molte linee cellulari non sottoposte ad apoptosi tra le
quali vi sono le COS-7 (Tajima et al., 1999), le S49, le PC12, le HEK- 293,
le cellule epiteliali e le cellule cerebrali gangliari (Sawa et al., 1997;
Ishitani et al., 1998; Shashidharan et al., 1999). In una linea cellulare di
neuroblastoma (NB41A3) il GAPDH ¢ stato documentato anche nel nucleo
di cellule sane, 24h dopo I’induzione dell’apoptosi il livello di espressione
dell’enzima nel nucleo aumentava. Cio indica che la presenza di questa
molecola nel nucleo non ¢ un fattore di induzione dell’apoptosi, ma quello
che lega il GAPDH alla morte cellulare programmata ¢ la sua migrazione a
livello nucleare (Dastoor & Dreyer, 2001).

Molte cellule nelle quali avviene la traslocazione del GAPDH nel
nucleo non presentano i cambiamenti morfologici tipici dell’apoptosi,
probabilmente perché questa migrazione ¢ uno dei primi eventi che si
hanno prima di raggiungere il punto di non ritorno oltre il quale la morte
cellulare non puo piu essere fermata. Un ulteriore aumento dell’espressione
del GAPDH, osservato nelle cellule in apoptosi, procede parallelamente
alla frammentazione nucleare, anche se 1’enzima non sembra dare legami
con il DNA (Dastoor & Dreyer, 2001).

Anche durante lo stress ossidativo il livello di espressione del
GAPDH aumenta (Dastoor & Dreyer, 2001). Questo enzima funge da
molecola bersaglio per 1’ossido nitrico (NO) formatosi in seguito ad uno
stimolo apoptotico (Brune & Lapetina, 1996; Hara et al., 2006) e viene
regolato da varie molecole, le protein chinasi C, I’EGF chinasi (Epidermal
Growth Factor) e da protein chinasi II Ca*/calmodulina dipendente
(Ashmarina et al., 1988; Reiss et al., 1996). La traslocazione a livello
nucleare del GAPDH viene inibita dal Bcl-2 (Allen et al., 1998; Chao &
Korsmeyer, 1998). Inoltre, Chen et al. (1999) mostrano che in cellule



indotte all’apoptosi con AraC si osserva un aumento dell’espressione del
GAPDH a seguito dell’ativazione della p53. Una probabile funzione
dell’enzima potrebbe essere quella di chaperonina che agisce come
molecola pro-apoptotica a valle del Bcl-2 e della p53. La sua migrazione
nel nucleo in combinazione con altri fattori pud essere considerata come un

evento chiave durante I’apoptosi (Dastoor & Dreyer, 2001).



1.6 UTILIZZO DI COLTURE CELLULARI PER STUDI DI
TOSSICITA’ E PROTEZIONE

Il meccanismo molecolare con il quale il cisplatino induce I’apoptosi sulle
cellule uditive dell’ODC ¢ studiato da molti anni e annovera svariate ipotesi
che non hanno ancora chiarito completamente come esso agisca. Le
ricerche sono state rese difficili dalla limitata disponibilita di tessuto
nell’orecchio interno, dalla presenza di diversi tipi di cellule entro la coclea
e dalle problematiche legate ai modelli di studio in vivo (Wu et al., 2001).
Culture organotipiche della coclea permettono di mimare in vitro I’effetto
che una sostanza ototossica puo avere sull’animale in vivo ma, oltre alla
difficolta nell’estrazione di un organo estremamente piccolo, la richiesta di
numerosi espianti per ogni replica sperimentale limitano 1’utilizzo di questa
tecnica.

Per ovviare a tute le problematiche etiche e pratiche sono state create
delle colture cellulari. Le cellule cigliate e 1 neuroni del ganglio spiarle, gia
dal neonato sono in uno stadio differenziato terminale e quindi non in grado
di proliferare n¢ in vivo né in vitro. Queste limitazioni sono state superate
dall’utilizzo di colture cellulari immortalizzate o derivate da topi
transgenici (Immortomouse™) (Rivolta et al., 1998; Kalinec et al., 1999).
In questa tesi, per studiare la tossicita e la protezione di alcune sostanze a
carico dell’orecchio interno sono state utilizzate due linee cellulari, una

linea epiteliale (OC-k3) I’altra neuronale (PC12).



1.6.1 Le OCK-3

Le OC-k3 sono una delle quattro linee cellulari ottenute da Kalinec et al.
nel 1999. Queste cellule derivano dall’orecchio interno di topo
immortalizzato, esse codificano per una proteina virale termosensibile,
I’antigene-T (Tag) dell’SV40 (Simian Virus 40). Grazie alla proteina Tag
sensibile alle variazioni di temperatura, quando le OC-k3 sono mantenute
in condizioni permissive (temperatura di 33°C e terreno aggiunto con
interferone-y) esse hanno un aspetto fusiforme, hanno una elevata capacita
replicativa e possono essere staccate e riseminate per almeno 50 volte senza
perdere le loro caratteristiche (Fig. 21A). Quando, invece, vengono
trasferite in condizioni non permissive (temperature di 39°C e assenza in
interferone-y) Tag viene denaturata e la proliferazione viene virtualmente
sospesa, le cellule diminuiscono di numero e cambiano il loro aspetto
morfologico (diventano simil-epiteliali) e il loro pattern di espressione

proteica (Kalinec et al., 1999) (Fig 21B).
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Figura 21: immagini di OC-k3 al microscopio a contrasto di fase. A) cellule con
capacita replicativi, cresciute in condizioni permissive; B) cellule che hanno bloccato la
proliferazione per spostamento in condizioni non permissive. (Kalinec et al., 1999).

Nelle quattro linee ottenute da Kalinec D’espressione proteica ¢
differente ma tutti i cloni esprimono una proteina presente esclusivamente
nell’orecchio interno, la OCP2 (Organ of Corti Protein 2). Le OC-k3 sono

positive per la nestina (marker cellulare dei precursori neuroepiteliali)



inoltre, sono 1’unica linea con caratteristiche epiteliali ben definite. Infatti,
esprimono simultaneamente dei marker tipici delle cellule sensoriali uditive
(come la miosina VIla e il recettore a-9 dell’acetilcolina) e marker delle
cellule di supporto (come la connessina 26), ma non esprimono quelli per
cellule neuronali o gliali. Per questo motivo sono considerate un buon
modello di studio in vitro delle cellule cigliate dell’ODC, infatti, sono state
gia da tempo utilizzate per studi sulla otossicitd di farmaci quali la
gentamicina e il cisplatino (Bertolaso et al., 2001, 2003; Previati et al.,
2004, 2007).

Nel caso particolare del cis-DDP ¢ dimostrato come nei confronti
delle OC-k3 abbia un effetto apoptotico dose e tempo dipendente
caratterizzato da frammentazione nucleare, integrita della membrana
mitocondriale e assenza di attivita endonucleasica del DNA, inoltre, causa
la produzione di ROS intracellulari e una diminuzione del GSH
probabilmente legato all’attivazione delle PKC (Bertolaso et al., 2001). Il

meccanismo con il quale esso agisca non ¢ ancora ampiamente chiarito.



1.6.2 Le PC12

Le linee cellulari che esprimono proprieta neuronali sono usate come
modello per studiare il sistema nervoso nelle singole cellule e a livello
molecolare. Alcune linee sono state ricavate dal neuroblastoma umano o
murino (McMorris et al., 1973; Kolber et al., 1974) e da tumori del sistema
nervoso centrale di ratto (Schubert et al., 1974).

Nel 1976 Greene & Tischler isolarono e stabilizzarono una linea
cellulare di feocromocitoma di ratto (PC12), un tumore delle cellule
cromaoffini del surrene. Quando sono mantenute nel loro terreno di coltura
hanno un forma rotonda o poligonale e tendono a crescer in gruppo Le
PC12 hanno numerose proprieta, crescono in adesione fino a 70
generazioni dal loro isolamento senza subire dei cambiamenti dal punto di

vista genotipico e fenotipo (Fig. 22).

Figura 22: morfologia delle PC12 vista al microscopio a contrasto di fase. A) cellule
indifferenziate ; B) cellule differenziate. (Scale bar=100um). (Greene & Tischler, 1976).

Se vengono trattate con 50ng/ml di NGF (Nerve Growth Factor) le
PC12 differenziano in cellule nervose, dopo sette giorni di esposizione al
fattore di crescita la capacita replicativa si interrompe € cominciano a
formarsi dei processi neuronali. Il numero, la lunghezza e la densita dei
neuriti cresce nelle due settimane successive al trattamento. Dal punto di
vista morfologico i neuroni formati sono simili a quelli delle colture

primarie di neuroni simpatetici, emanano dei neuriti della lunghezza di 500-



1000um e formano delle vescicole sinaptiche ed eccitabilita elettrica
(Biales et al., 1976; Greene & Tischler, 1976; Tischler & Greene, 1978)
(Fig. 22).

L’effetto dell’esposizione all’NGF ¢ reversibile, in quanto se viene
eliminato il fattore di crescita dal terreno, dopo 24h circa 1 % della
popolazione di PC12 differenziate perdono 1 neuriti ma non I’integrita del
corpo cellulare. La capacita replicativa riprende dopo tre giorni
dall’eliminazione dell’NGF, inoltre, se nuovamente esposte al fattore di
crescita sono in grado di riformare i neuriti entro 24h (Greene & Tischler,
1976).

Dal punto di vista ultrastrutturale le PC12 contengono delle inclusioni
dense di forma rotonda, ovoidale e a volte irregolare, della dimensione di
40-350nm; nel ratto queste inclusioni sono state documentate a livello delle
cellule cromoaffini del surrene (Coupland, 1965a, 1965b).

Le PCI2 sintetizzano e immagazzinano quantita apprezzabili di
neurotrasmettitori, come la noraepinefrina e la dopamina, ma non
I’epinefrina. Inotre, possiedono canali del calcio di tipo N (Plummer et al.,
1989) e di tipo T (Garber et al., 1989), ¢ sono in grado di rilasciare
vescicole esocitotiche in maniera calcio dipendente (Greene & Tischler,
1976).

Per tutte le loro caratteristiche sono considerate un buon modello di
studio delle cellule neuronali e pertanto possono essere utilizzate per
sperimentare 1’effetto di sostanze ototossiche sui neuroni e sui loro
precursori.

In letteratura sono presenti pochi lavori sull’effetto citossico di alcune
sostanze sulle PC12 indifferenziate. Piga et al. (2005) dimostrano la
tossicita di varie sostanze ossidanti, mentre I’unico lavoro che prende in
considerazione il cisplatino ¢ quello di Lee et al. (1998). Quest’ultimi
documentano una tossicita dose-tempo dipendente del cis-DDP e ipotizzano

che il pathwy apoptotico implichi una regolazione del Bcl-2.



Al contrario, sono molto studiati gli effetti citossici di alcune sostanze
sulle PC12 differenziate. L’effetto del cisplatino ¢ ben documentato, e
riguarda principalmente la induzione della riduzione o perdita dei neuriti

(Klein et al., 2007).



1.7 PROTEZIONE DAI DANNI OTOTOSSICI INDOTTI
DAL CISPLATINO

Da un punto di vista clinico sono utilizzabili tre differenti strategie per il
trattamento protettivo durante la terapia con il cisplatino. La prima
procedura prevede una protezione sistemica prima o dopo la
somministrazione del chemioterapico, anch’esso per via sistemica. Questa
strategia pero pud essere causa di una interazione tra 1 due farmaci che
potrebbe o falsare 1’azione del cisplatino oppure aumentarne gli effetti
collaterali. Il secondo tipo di trattamento ¢ locale, con iniezioni
intraperitoneali di dosi elevate di cis-DDP e somministrazione intravenosa
del protettore. Infine, il terzo trattamento ¢ sistemico con il chemioterapico
e locale per il protettore (Guastalla et al., 1994; Samant et al., 1999).
Quest’ultimo metodo ¢ considerato essere il migliore, anche se testato solo
sperimentalmente, perché viene eliminato il problema della interazione
sistemica e permette di avere una scelta piu libera del tipo di sostanza da
usare come protezione e dei tempi di somministrazione. Test svolti su
animali mettono in evidenza come iniezioni locali del protettore a livello
dell’orecchio medio possono ridurre 1’ototossicita indotta dal cis-DDP (Li
et al., 2001Db).

Il cisplatino induce ototossicita portando alla morte cellulare per
apoptosi, sia agendo sul DNA, sia inducendo la produzione di radicali liberi
entro la cellula, sia attraverso 1’aumento della concentrazione delle ione
Ca™ a livello citoplasmatico. Pertanto le sostanze da utilizzare come
protettori dovrebbero essere in grado di penetrare nell’orecchio interno
L’effetto protettivo dovrebbe essere esercitato attraverso il sostegno del
sistema antiossidante, bloccando 1’aumento del calcio intracellulare o
interferendo in un qualche modo a uno o piu livelli nella via di induzione

del processo apoptotico.



1.7.1 11 Ginkgo biloba

Una delle vie con cui si esplica ’azione ototossica del cisplatino €, come
dettto in precedenza, attraverso I’induzione della produzione di ROS entro
le cellule uditive, riducendo gli antiossidanti e inducendo le cellule alla
morte per apoptosi. L’utilizzo di sostanze antiossidanti nella prevenzione
del danno uditivo indotto dal cis-DDP ¢ oggetto di molti studi. In modelli
animali, come 1l ratto e la cavia sono stati somministrati a livello locale
degli agenti antiossidanti come la p- o la L-metionina (Ekborn et al., 2002;
Li et al., 2002), il trolox (Teranishi & Nakashima, 2003) e la tiourea
(Ekborn et al., 2003) che sono in grado di proteggere ’ODC dalla perdita
delle cellule cigliae esterne e/o della acutezza uditiva indotta dal cisplatino.
La L-N-acetilcisteina dimostra una buona capacita protettiva anche sui
neuroni uditivi (Feghali et al., 2001).

Da diversi anni tra questa moltitudine di compisti ad effetto
antiossidante si ¢ fatta strada una sostanza utilizzata da piu di 5000 anni
nella medicina tradizionale cinese, I’estratto vegetale di Ginkgo biloba. La
prima pubblicazione riguardo 1’utilizzo dell’albero del ginkgo per scopi
medici risale la 1505 A. C. in un testo di Liu Weh-Tai & Ben Cao Pin Hue
Jing Yaor (De Feudis & Drieu, 2000).

Il G. biloba ¢ un albero considerato un fossile vivente esistente da piu
di 200 milioni di anni. L’estratto delle foglie di questa pianta ¢ preparato in
modo rigoroso e standardizzato ed ¢ chiamato “EGb 761 esso contiene il
24% di flavonoidi, il 6% di terpenoidi (ginkgolidi A, B, C, J e bilobalide), il
5-10% di acidi organici e meno dello 0,5% di pro-antocianidine (Drieu,
1986; De Feudis & Drieu, 2000; Katzung, 2006).

L’estratto delle foglie del G. biloba ¢ ampiamente usato nella
fitomedicina europea per curare numerose malattie e disfunzioni come
quelle cardiache, quelle vascolari e degli arti inferiori, le allergie, 1 primi
sintomi dell’ Alzheimer, della demenza vascolare, disturbi dell’udito e il

tinnito di origine vascolare (Sierpina et al., 2003; Smith et al., 2005; Hilton



& Stuart, 2009). Una delle proprieta piu importanti di questo estratto ¢
quella antiossidante, esso ha la funzione di scavenger dei radicali liberi.
Infatti, ¢ documentata la sua capacita di proteggere il cervello e il sistema
nervoso (oltre che altri tessuti e organi) dai danni causati dai ROS e di
conseguenza dall’apoptosi. (Bastianetto et al. 2000a, 2000b, Maclennan et
al., 2002; Smith & Luo, 2004; Wang et al., 2006).

La maggior parte degli studi sperimentali svolti su animali o su
colture cellulari sono principalmente incentrati sull’effetto antiossidante
dell’EGb 761 sui neuroni sottoposti a vari tipi di stress, € sono per lo piu
legati allo studio di malattie neurodegenerative come 1’Alzheimer
(Bastianetto et al., 2000a, 2000b; Guidetti et al., 2001; Maclennan et al.,
2002; Massieu et al., 2004; Smith & Luo, 2004; Kang et al., 2007). Solo
Oztiirk et al. (2004) documentano la capacita protettiva del’EGb 761 nei
confronti dell’azione neurotossica del cisplatino.

I lavori che si occupano dell’utilizzo dell’estratto del G. biloba nella
prevenzione di patologie a carico dell’orecchio interno riguardano
principalmente il suo utilizzo nel trattamento clinico dei disturbi vestibolari
come la malattia di Ménier, le neuropatie vestibolari, le vertigini e il
differenziamento del nervo vestibolare (Darlington et al., 1997; Diamond et
al., 2000). Per quanto riguarda il danno ototossico indotto dal cisplatino ci
sono alcuni lavori in vivo che dimostrano che il EGb 761 ha una azione
protettiva, sia riducendo la perdita uditiva, sia preservando I’organo del
Corti dalla morte delle cellule cigliate esterne (Fukaya & Yashuta, 1998;
Xu et al., 2004; Huang et al., 2007). L’unico dato in merito all’utilizzo
dell’estratto vegetale come protettore nei confronti dell’azione ototossica

del cisplatino in vitro ¢ stato pubblicato da Astolfi et al. (2008).



1.7.2 La Flunarizina

Il calcio ha un ruolo importante nell’orecchio interno, regola la funzionalita
delle cellule cigliate, in quanto ¢ coinvolto sia nella trasduzione meccanica
dell’impulso all’apice cellulare sia nel rilascio dei neurotrasmettitori alla
base (Blanchet et al.,, 1996; Dulon et al., 1998; Yamoah et al., 1998).
Inoltre, ¢ importante anche per la funzionalitd neuronale, in quanto un
aumento della concentrazione di calcio a livello citoplasmatico ([Ca*']c)
indotto da vari insulti ¢ la causa maggiore di morte neuronale per apoptosi
o necrosi (Choi, 1988; Meldrum & Garthwaite, 1990; Nicotera et al., 1992;
Lipton & Rosenberg, 1994; Dowd, 1995; Trump & Berezesky, 1995).

Il trattamento con il cisplatino induce anche un aumento [Ca®']c
(Dulon et al., 1991) che ¢ anch’esso correlato con il processo apoptotico
(Rizzuto et al., 2003; Cerella et al., 2007). Pertanto uno dei possibili sistemi
per bloccare o prevenire 1’apoptosi potrebbe essere quello di utilizzare delle
sostanze in grado di interagire con questo ione o bloccarne I’entrata e
I’uscita nella cellula.

La flunarizina ((E)-1-[bis(4-fluorophenyl)methyl]-4-(3-phenyl-2-
propenyl) piperazine) ¢ un derivato della piperazina e appartiene al gruppo
dei farmaci bloccanti del calcio o calcio antagonisti (Van Nueten &

Vanhoutte, 1984) (Fig. 23).
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Figura 23: struttura chimica e tridimensionale della flunarizina (Van Nueten &
Vanhoutte, 1984).



Questo farmaco ¢ in grado di agire sui canali voltaggio dipendenti di
tipo-T (CACNalG e CACNall) e di tipo-L, 1 quali permettono 1’entrata del
calcio entro la cellula, ma la flunarizina ¢ anche in grado di bloccare
I’attivita dell’istamina H1 (Santi et al., 2002; Katzung, 2006). In generale i
farmaci calcio antagonisti agiscono sulla parte interna della membrana
plasmatica legandosi in maniera piu efficace ai canali delle membrane
depolarizzante, diminuendo la loro frequenza di apertura in risposta alla
depolarizzazione. Questo comporta un calo della corrente di calcio entrante.
I tessuti nei quali questo tipo di canali svolgono un ruolo predominante (es.
1 neuroni e le principali ghiandole secretorie) sono meno influenzati dai
farmaci calcio antagonisti rispetto alla muscolatura cardiaca e liscia. Quindi
la funzionalita dei neuroni non viene alterata a meno che questi farmaci non
siano utilizzati in dosi massicce (Katzung, 2006).

Clinicamente la flunarizina ¢ stata ampiamente utilizzata per trattare
la malattia di Meeniére (Thai-Van et al., 2001) le vertigini (Olesen et al.,
1988) le emicranie (Spierings, 1998; Katzung, 2006), 1’epilessia
(Greenberg et al., 1987), il tinnito (Murai et al., 1992) e anche come agente
neuroprotettivo nei trattamenti di malattie post-cerebrovascolari, infarti
cerebrali e emorragie cerebrali (Kuroki et al., 1996). Normalmente la
flunarizina ¢ ben tollerata ma dati clinici riportano casi di depressione o
sintomi extrapiramidali legati a trattamenti cronici con questo farmaco
(Chouza et al. 1986; Briicke et al. 1995).

A livello sperimentale 1’effetto protettivo della flunarizina ¢ stato
largamente studiato soprattutto a livello neuronale, sia in vivo in diversie
specie di mammiferi, sia in vitro, su varie linee cellulari tra le quali
troviamo le PC12 differenziate ¢ 1 DRG (dorsal root ganglion). Questi
lavori riguardano in particolare [’effetto protettivo nei confronti
dell’eliminazione del siero (Schierle & Brundin, 1999) o dell’NGF (Eichler
et al., 1994; Dyspersin et al., 1999) e degli stress ossidativi (Goncalves et
al., 1999).



Al contrario poche ricerche sono state indirizzate allo studio della
flunarizina come protettore del danno indotto dal cisplatino sulle cellule
cigliate dell’ODC (So et al, 2005, 2006, 2008), e soprattutto nessun lavoro
¢ stato effettuato sulla otoprotezione dal cisplatino a livello neuronale.

Molte sono le ipotesi sul meccanismo con il quale la flunarizina
esplichi la sua azione protettiva. Molti autori affermano che oltre a bloccare
i canali del calcio essa ¢ altresi in grado di bloccare I’entrata di ioni Na* con
diminuizione della depolarizzazione dei neuroni (Pauwels et al., 1999), altri
affermano che ¢ in grado di inibire la perossidazione lipidica (Elimadi et
al., 1998; Takei et al., 1994; So et al., 2004) e la formazione di megacanali
sulla membrana mitocondriale. Rich & Hollowell (1990) documentano che
la flunarizina, essendo una molecola lipofilica, si concentra a livello delle
membrane dei mitocondri prevenendo I’accumulo di calcio e il
deterioramento del processo di sintesi dell’ATP. Inoltre, ¢ studiata la
capacita di questo farmaco di interagire con le membrane fosfolipidiche
inibendo il rilascio del calcio ad opera del PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate) (Seiler et al., 1987) e prevenendo la riorganizzazione lipidica
della membrana plasmatica agendo sulla transizione di fase della PS
(Vogelgesang et al., 1988; Thomas & Verkleij, 1990; Vogelgesang
&Scheuftler, 1990; Eichler et al. 1994).

La capacita d’azione multipla della flunarizina suggerisce che questa
molecola ¢ in grado di interferire in diversi stadi, sia dell’apoptosi sia della

necrosi (Takei et al.,1994; Elimadi et al., 1998)



1.8 SCOPO DELLA TESI

L’ototossicita indotta dal cisplatino ¢ da tempo oggetto di molti studi, in
quanto il meccanismo con il quale agisce questo chemioterapico non ¢
ancora ben definito. La perdita uditiva indotta dal cisplatino comporta la
morte per apoptosi delle cellule uditive (sia epiteliali sia neuronali) che a
causa della loro incapacita rigenerativa, una volta perse non possono essere
piu sostituite. Pertanto, risulta di grande interesse trovare molecole in grado
di proteggere 1’orecchio interno da questi danni.

Lo scopo di questa tesi ¢ appunto quello di testare due sostanze,
I’estratto vegetale di Ginkgo biloba (ginkgoselect) e la flunarizina
rispettivamente sulle OC-k3 e sulle PC12 trattate con cisplatino.

La scelta del ginkgo come sostanza protettiva ¢ dovuta alle sue ben
conosciute proprieta antiossidanti utili per contrastare la capacita del
cisplatino di indurre la produzione dei ROS e la riduzione degli
antiossidanti cellulari. Questo composto ¢ stato testato sulle OC-k3 in
quanto queste cellule ci permettono di mimare quello che accade a livello
delle cellule cigliate dell’organo del Corti. In letteratura sono riportati dati
positivi in merito a studi di otoprotezione in vivo con G. biloba su animali
esposti al cis-DDP ma non ci sono molti dati su studi in vitro. Quindi ¢ stata
in primis valutata la tossicita del cisplatino e quella eventuale del
ginkgoselct, per poi verificare se quest’ultimo era protettivo nei confronti
del chemioterapico.

In parallelo ¢ stata testata la flunarizina, un farmaco bloccante del
calcio, per verificare se con queste sue proprietda ¢ in grado di bloccare
I’apoptosi indotta dal cisplatino. In letteratura sono riportati dati in merito
all’otoprotezione della flunarizina sulle cellule cigliate ma non ce ne sono
relativi alla componente neuronale dell’organo del Corti. Per questo motivo

sono state scelte le PC12, su queste cellule sono stati svolti test di tossicita



e di protezione in primis sulle cellule indifferenziate con I’obbiettivo di
svolgere una indagine di base per poi eseguire le stesse prove in modo
mirato sulle stesse cellule differenziate in neuroni. Quindi ¢ stata d’apprima
valutata la tossicita dei due farmaci e in seguito ¢ stato indagato il pathway
di espressione di alcune proteine coinvolte nel processo apoptotico per
capire in che modo la flunarizina possa agire nei confronti del cis-DDP.
Sulla base dei dati raccolti sulle PC12 indifferenziate sono stati svolti tests
di tossicita e di protezione anche sulle PC12 indifferenziate.

Gli esperimenti svolti in questa tesi serviranno come punto di partenza
per ampliare le nostre conoscenze sui meccanismi d’azione del cisplatino e
per potere in futuro svolgere ricerche in modo sempre piu mirato sia sulle
cellule cigliate sia sui neuroni del ganglio spirale e di sperimentare sistemi

di protezione dal danno ototossico.



2 MATERIALI E METODI

2.1 COLTURE CELLULARI

2.1.1 Le OCK3

Le OCk-3 sono state coltivate in adesione in condizioni permissive di 33°C
e 10% di CO,, in terreno completo costituito da:

» DMEM (Dulbecco Modified Eagles’s Medium; Gibco BRL,
Gaithersburg, MD, U.S.A.);

= 10% FBS (Fetal Bovine Serum; Gibco BRL);

* 1% L-Glutammina (Gibco BRL);

= 50U/ml di interferone y (IFN, Genzyme, Cambridge, MA, U.S.A.).

Per 1l mantenimento della coltura cellulare il terreno € stato cambiato

ogni 2 giorni, ¢ le cellule a confluenza sono state staccate con Tripsina

EDTA 0,25% (Gibco, BRL) a 37°C per 1min.

2.1.2 Le PC12 indifferenziate

Le PC12 sono state coltivate ¢ mantenute in adesione a 37°C e 5% di CO,,
in terreno di coltura completo composto da:

= DMEM;

= 10% FBS;

= 5% HS (Horse Serum; Gibco BRL);

= 1% PS (Peniccillina-Streptomicina, Gibco BRL);

* 1% L-Glutammina 2mM.
Il terreno ¢ stato rinnovato ogni due giorni; le cellule sono state staccate

con Tripsina EDTA a 37°C per 30 secondi.



2.1.3 Le PC12 differenziate

Dopo aver lasciato aderire le PC12 in terreno completo per 24h, ¢ stato
completamente sostituito il terreno con quello incompleto cosi composto:

= DMEM :

= 1% FBS;
= 0,5% HS ;
= 1%PS;

» 1% L-Glutammina;

* 50ng/ml di NGF (Nerve Growt Factor-SIGMA).
Ogni 2 giorni parte del terreno € stato sostituito con terreno incompleto
pulito. Dopo 6 giorni le cellule erano differenziate e quindi pronte per

essere trattate.



2.2 PROVE DI TOSSICITA’ E DI PROTEZIONE

Sia sulle OC-k3 e sia sulle PC12 1 test tossicologici con il cisplatino sono
stati eseguiti utilizzando una soluzione madre di Cisplatino Mayne Pharma
Italy di 100mg/100ml.

In tutte le prove di seguito descritte sono stati preparati dei campioni di
controllo che consistevano in cellule non trattate. Inoltre, tutti gli
esperimenti sono stati ripetuti almeno tre volte e ogni volta tutti 1 campioni

sono stati preparati e trattati in triplicato.

2.2.1 Esperimenti svolti sulle OCK3

Sulle OC-k3 ¢ stata testata la tossicita delle seguenti sostanze, aggiunte
direttamente al terreno di coltura:

* il cisplatino somministrato alle seguenti concentrazioni 5-13-50-100-

200-300uM per tempi variabili dalle 24h alle 48h.

* Tlestratto vgetale di Ginkgo biloba (Ginkgoselect®, Phytosome®-

Indena), utilizzato alle concentrazioni di 6,25-12,5-25-50-100-150-200-

300ug/ml, partendo da una soluzione madre di 40mg/ml di ginkgoselect

disciolto in 50% di DMSO (dimetilsolfossido, SIGMA) e 50% di acqua.
In seguito sono state eseguite prove di protezione che consistevano nel pre-
trattare le cellule con il ginkgoselect e dopo 2h o 24h aggiungere il
cisplatino al terreno. Sono state, inoltre, eseguiti test nei quali dopo il pre-
trattamento tutto il terreno veniva sostituito con terreno nuovo mancante di
ginkgoselect e in seguito veniva aggiunto il cisplatino. In queste prove di
protezione ¢ stata anche valutata 1’eventuale tossicita del DMSO. Nelle
varie analisi la concentrazione del dimetilsolfossido non superava mai lo
0,5% che ¢ limite massimo consentito di solvente organico utilizzabile per
non danneggiare le celule.

Sia per 1 test di tossicita sia per quelli di protezione sono state valutate:



1) la vitalita cellulare con le conte cellulari e I’utilizzo del citofluorimetro;
2) il processo apoptotico sia con la tecnica del DNA ladder sia con il kit
per I’annessina sia valutando gli aspetti morfologici con la colorazione

DAPI e Falloidina.

2.2.2 Esperimenti eseguiti sulle PC12 indifferenziate

Per quanto riguarda le PC12 indifferenziate oltre al cisplatino testato alle
concentrazioni utilizzate sulle OC-k3 e per tempi che andavano dalle 24h
alle 72h ¢ stata valutata anche la tossicita della Flunarizina (SIGMA) alle
concentrazioni 1-5-10-20-30uM. La soluzione madre con concentrazione
pari a 6mM ¢ stata preparata solubilizzando il farmaco in DMSO e acqua
(1:1).

Nelle prove di protezione le cellule sono state pre-trattate con
flunarizina per 30 minuti e allo scadere del tempo ¢ stata aggiunto il
cisplatino. Anche in questo caso ¢ stata valutata anche 1’eventuale tossicita
del DMSO che nelle diverse prove non superava mai lo 0,5% del volume
finale.

Sulle PC12 trattate con cisplatino o con flunarizina e sulle prove di
protezione sono state eseguite le seguenti indagini:
1) analisi della vitalita cellulare con le conte cellulari e I'utilizzo di saggi
colorimetrici;
2) studio del processo apoptotico con la tecnica del DNA ladder, con il kit
per I’annessina, valutando gli aspetti morfologici con la colorazione DAPI
e falloidina;
3) studio del pathway apoptotico con il wester blott e

I’tmmunocitochimica.



2.2.3 Esperimenti svolti sulle PC12 differenziate

Sulle PC12 differenziate 1 test sono stati eseguiti solo dopo 6 giorni di
trattamento con NGF. Le prove di tossicita sono state eseguite con
cisplatino 5-13-50uM, e con flunarizina 1-5-10-20uM, inoltre, sono stati
eseguiti dei test di co-trattamento, pre-trattando con flunarizina per 30
minuti ¢ aggiungendo in seguito il cisplatino. Gli esperimenti sono stati
eseguiti senza eliminare ’NGF dal terreno e per un tempo massimo di 24h.

Le analisi svolte sono state i test di vitalita con saggio colorimetrico e

analisi morfologica con DAPI e Falloidina.

Tutte le analisi elencate nei paragrafi precedenti verranno spiegate in

dettaglio di seguito



2.4 STUDIO DELLA VITALITA’ CELLULARE

2.4.1 Conte cellulari

Questo tipo di tecnica consiste nel conteggio manuale del numero di cellule
vive per ogni campione, ed ¢ stata utilizzata per effettuare uno screening
iniziale sulla tossicita delle sostanze in esame.

Le cellule (OC-k3 e PCI12 indifferenziate) sono state seminate su
piastre da 24 pozzetti alla concentrazione di 100.000 cellule/ml; venivano
lasciate aderire al fondo e dopo 24h si trattavano secondo le modalita
descritte precedentemente per ogni linea cellulare.

Allo scadere dei tempi di trattamento (al massimo 72h), da ogni
pozzetto venivano staccate le cellule e si prelevano due aliquote da 10ul
sulle quali ¢ stato eseguito il conteggio del numero di cellule vive nel
campione utilizzando la camera di Burker al microscopio a contrasto di fase
(Nikon Eclipse TS100) con ingrandimento 10X.

Da ogni campione sono state eseguite 8 letture (una per ogni
quadrante di cui € composta la camera). Dai dati raccolti ¢ stata ricavata la
media. Il valore medio ¢ stato moltiplicato per il fattore di diluizione di 10*
per ottenere il numero medio di cellule vive per ml di campione.

Questo dato ¢ stato graficato e sottoposto ad analisi statistica.

2.4.2 Saggio colorimetrico

Questo tipo di esame permette di valutare la vitalita cellulare aggiungendo
direttamente al terreno di coltura un sale ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt=
MTS) che viene convertito dalle cellule vitali in un composto colorato e
solubile nel terreno di coltura, il formazano. La quantita di formazano

prodotta ¢ direttamente proporzionale al numero di cellule vive. Questa



metodica ¢ veloce e ci ha permesso di eliminare problemi relativi al
distacco delle cellule dal pozzetto, al rischio di perdere del campione e,
inoltre, essendo la lettura effettuata da uno strumento veniva ridotto
’errore.

Questo test € stato svolto sia sulle PC12 indifferenziate per verificare
1 dati dei conteggi, sia sulle PC12 differenziate per le quali le altre
metodiche per lo studio della vitalita sono risultate non adeguate.

Le cellule dopo essere state seminate in piastre da 96 pozzetti alla
concentrazione di 1000-5000 cellule/100ul/pozzetto, sono state lasciate
aderire per 24h dopo di che si € proceduto al trattamento come specificato
precedentemente. Nel caso delle PC12 differenziate le cellule sono state
trattate dopo 1 6 giorni di differenziamento. Scaduto il tempo di trattamento
ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 20ul di una miscela composta da MTS
(CellTiter 96® AQueous MTS Reagent Powder, Promega) e PMS (Sigma)
in rapporto 20:1. Dopo 4h di incubazione a 37°C, ¢ stata effettuata una
lettura a 492nm con il lettore di piastre (SIRIO, SEAC S. R. L., Firenze).

Il valore di assorbanza ottenuto per ogni campione, espresso come
densita ottica (OD= optical density), ¢ stato analizzato e sottoposto a

indagine statistica.

2.4.3 Citofluorimetro

Il citofluorimetro a flusso ¢ uno strumento che ci ha permesso di svolgere
indagini sulla vitalita e sulla mortalita cellulare esaminado un numero di
eventi di molto superiore (dai 10.000 eventi in su) rispetto alle tecniche fin
qui descritte. Quindi ci ha fornito dei dati piu attendibili e precisi.

Questa tecnica ¢ ideale per [’analisi di cellule che vivono in
sospensione, ma con qualche accorgimento si riescono ad ottenere buoni
risultati anche con quelle in adesione, molto importante ¢ che una volta

distaccate, per favorire la separazione delle singole cellule occorre



mescolare bene la sospensione cellulare durante i vari passaggi dell’analisi.
Con le OC-k3 non sono stati riscontrati problemi nell’utilizzo di questa
metodica, mentre con le PC12 indifferenziate e differenziate in neuroni
sono sorte grosse difficolta. Le prime tendevano a rimanere troppo
aggregate anche una volta distaccate dalla fiasca, per le seconde il distacco
causava dei traumi che falsavano la lettura. Pertanto questa tecnica ¢ stata
utilizzata solo sulle OC-k3.

[ campioni sono stati preparati seminando le cellule in piastre da 6
pozzetti alla concentrazione di 150.000 cellule/pozzetto. Dopo 24h sono
state trattate come descritto per le singole linee cellulari. Per ogni
esperimento sono stati anche preparati dei pozzetti contenenti cellule non
trattate che sono state utilizzate per settare lo strumento come verra
spiegato di seguito.

Al termine del trattamento (24h e/o 48h) le cellule sono state staccate
con Tripsina EDTA (30 secondi a 37°C) e in seguito, la sua azione
disgregante veniva Dbloccata riutilizzando il terreno  prelevato
precedentemente dai corrispettivi pozzetti, in modo da non eliminare le
eventuali cellule che erano finite in sospensione a causa del trattamento. Le
cellule staccate sono state raccolte e posizionate negli appositi tubi per
I’analisi citofluorimetrica e mantenuti in ghiaccio.

Ai campioni ¢ stato aggiunto ioduro di propidio (PI, SIGMA) alla
concentrazione finale di 2ug/ml, per circa 10 minuti al buio, poi ¢ stata
eseguita D’analisi al citofluorimetro (FACS-Calibur, Becton Dickinson)
valutando come parametri la SSC/FSC (side scatter/ forward scatter) e la
fluorescenza emessa dalle cellule marcate con il PI (FL2-H). Lo ioduro di
propidio € un intercalante del DNA, normalmente le cellule vive, che hanno
quindi le pompe di membrana intatte, sono in grado di espellerlo; quando la
cellula viene danneggiata o muore non riuscendo piu a eliminare il PI lo
incorpora nel nucleo, grazie a questo fenomeno ¢ possibile distinguere le

cellule vie da quelle morte.



Lo strumento ¢ stato settato utilizzando un campione non trattato tale
e quale come controllo negativo, chiamato BIANCO, ed un secondo al
quale ¢ stato aggiundo aggiunto lo 0,1% di NP40 (SIGMA) e 2pg/ml di PI,
quest’ultimo campione costituisva un controllo positivo per la fluorescenza,
in quanto NP40 ¢ un detergente che uccide tutte le cellule e il PI colora solo
1 nuclei delle cellule morte.

Per ogni campione sono state calcolate, la percentuale di cellule vive e
quella di cellule morte con il programma Cell Quest Pro (Becton
Dickinson), questi dati sono stati sottoposti ad analisi statistica ¢ la

mortalita ¢ stata graficata.



2.6 STUDIO DELL’APOPTOSI

2.6.1 Analisi morfologia dell’apoptosi con annessina-V

Per documentare se le cellule trattate con cisplatino andavano in contro ad
apoptosi, a quali concentrazioni questo processo aveva inizio e se le
sostanze protettive erano in grado di rallentare o bloccare la morte cellulare
programmata ¢ stato utilizzato il Kit con I’Annessina V (Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit, abcam). Questa molecola ¢ in grado di legare la
fosfatidilserina (PS) esposta sulla membrana citoplasmatica delle cellule in
apoptosi colorandole in verde. Assieme all’annessina ¢ stato utilizzato il PI
che colorava in rosso 1 nuclei delle cellule morte o di quelle che avevano la
membrana cellulare alterata e non erano pertanto piu in grado di espellere il
colorante. Quindi le cellule in apoptosi si coloravano in verde nelle fasi
inizialidel processo e anche in rosso durante 1’avanzamento dell’apoptosio,
mentre quelle in necrosi presentavano solo 1 nuclei rossi .

I campioni sono stati preparati seminando in piastre da 6 pozzetti
80.000 cellule/pozzetto facendole aderire su vetrino coprioggetto. Per
favorire I’adesione le cellule sono satate lasciate aderire per un giorno e in
seguito sono state trattate come indicato per le varie linee cellulari, per 24h
e/o 48h.

Allo scadere del tempo di trattamento veniva raccolto il per una
eventuale analisi della sospensione, alle cellule su vetrino invece ¢ stato
aggiunto il tampone completo di PI e annessina-V. Dopo 5 minuti, durante 1
quali il campione ¢ stato mantenuto al buio, ogni vetrino veniva posizionato
su un vetrino portaoggetto e osservato al microscopio ottico a fluorescenza.
L’analisi delle cellule rimaste in sospensione ¢ stata eseguta solo sulle
PC12 indifferenziate, il surnatante ¢ stato centrifugato a 1000rpm per 5
minuti, il pellet con le cellule ¢ stato in seguito trattato come visto in

precedenza per quelle in adesione. Un’aliquota da 50pul ¢ stata posta su un



vetrino porta oggetto, chiuso con il coprioggetto e anch’esso osservato al

microscopio a fluorescenza (Nikon Eclipse TE2000-U).

2.6.2 Analisi morfologica con falloidina e dapi

Con questo tipo di analisi ¢ stato indagato lo stato del citoscheletro e del
nucleo, per valutare se 1 vari trattamenti causavano delle alterazioni
morfologiche alle cellule. Questa metodica ¢ stata eseguita su tutte le linee
cellulari oggetto di questo studio.

Le cellule sono state seminate alla concentrazione di 100.000
cellule/pozzetto in piastre da 6 pozzetti entro 1 quali erano stati messi dei
vetrini coprioggetto precedentemente lavati con alcool. Dopo 24h sono stati
eseguiti 1 trattamenti. Per le PC12 differenziate ¢ stato seminato un numero
massimo di 50.000 cellule/pozzetto anch’esse su vetrino, e dopo 24h ¢ stato
indotto il differenziamento, protratto per 6 giorni a cui ¢ seguito il
trattamento. Allo scadere delle 24h e/o 48h di trattamento e/o co-
trattamento le cellule sono state fissate per 30 minuti in paraformaldeide
4% (PFA, SIGMA), le PC12 differenziate invece sono state fissate solo per
10 minuti. Successivamente le cellule sono state lavate con PBS 1X (Gibco,
BRL). La prima colorazione ¢ stata effettuata con Falloidina-TRITC
(SIGMA) alla concentrazione di 100ng/ml per 2h per colorare il
citoscheletro. Dopo un lavaggio in PBS 1X ¢ seguita la seconda colorazione
con DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) (SIGMA) alla concentrazione di
1,09 pg/ml per 20 minuti per colorare 1 nuclei. In seguito 1 vetrini sono stati
montati su vetrino portaoggetto con Glicerolo (SIGMA) al 20% e osservati

al microscopio ottico a fluorescenza.

2.6.3 Studio della fase tardiva con il DNA ladder

Con il DNA ladder ¢ possibile documentare la fase tardiva dell’apoptosi

durante la quale viene frammentato il DNA nucleare. Pertanto ci ¢ servita



per verificare se il cisplatino induceva la frammentazione del nucleo alle
varie concentrazioni testate.

Le OC-k3 e le PC12 indifferenziate sono state seminate e trattate con
le medesime modalita viste in precedenza per la vitalita al citofluorimetro, i
campioni dopo un massimo di 72h dal trattamento o co-trattamento sono
stati raccolti, lavati con PBS 1X e centrifugati a 1000rpm per 5 minuti. Il
pellet ¢ stato risospeso in 0,5ml di buffer di lisi a pH=8, composto da:

- 1% SDS (sodio dodecil solfato, SIGMA);

-Tris-HCI 100mM (SIGMA);

-EDTA 25mM (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt
dihydrate, SIGMA);

-NaCl 100mM (SIGMA);

- Img/ml di proteinasi K (SIGMA);

Il tutto ¢ stato incubato overnight at 50°C. Il giorno successivo 1
campioni sono stati trattati con 10mg/ml di RNAasi-A (ribonucleasi-A,
SIGMA) per 2h a 37°C. Il DNA gnomico ¢ stato quindi estratto da ciascun
campione seguendo il protocollo del QIAamp Blood Extraction Kit
(Qiagen, Milan, Italy) e risospeso in 100ul di acqua DNAsi e RNAsi free.
Infine, il prodotto di estrazione ¢ stato risoluto su gel di agarosio.

La dimensione dei frammenti ¢ stata controllata mediante confronto
con lo standard di DNA a peso molecolare noto (GeneRuler 1Kb DNA
Ladder, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germany).

Le foto dei gel sono state eseguite mediante lo strumento Gel Doc

XR system (Bio-Rad, Milan, Italy).



2.6.4 Valutazione dell’espressione proteica

Lo studio delle proteine coinvolte nel processo apoptotico € stato eseguito
solo sulle PC12 indifferenziate e con due tipi di metodiche, una che ci ha
permesso di valutare queste proteine dal punto di vista quantitativo

(Western blot) e 1’altra dal punto di vista qualitativo (Immunocitochimica).

2.6.4.1 Western Blot

Le PCI2 sono state seminate su piastre petri di 10cm di diametro alla
concentrazione di 10° cellule e lasciate crescere quasi a confluenza; in
seguito sono state trattate con cispaltino 13uM, o con flunarizina 10uM o
con entrambe (pre-trattando con flunarizina per 30 minuti). I tempi di
somministrazione delle sostanze in esame erano di 57-15”-30”-1°-5’-15’-
30°-45°-1h-2h-3h-24h-48h-72h. Un campione di controllo ¢ stato
mantenuto non trattato.

Allo scadere dei tempi di trattamento le cellule sono state staccate con
tripsina EDTA e bloccate con il loro terreno precedentemente conservato.
La sospensione cellulare ¢ stata centrifugata a 1.000rpm per 10 minuti, ed ¢
stato mantenuto solo il pellet il quale veniva risospeso e lavato con PBS 1X
e nuovamente centrifugato. Il surnatante ¢ stato eliminato e al pellet veniva
aggiunto il buffer per lisare le cellule (Lysys Buffer) completo degli
inibitori delle proteasi. Dopo 15 minuti a 4°C i campioni sono stati
centrifugati a 13.000rpm per 15 minuti a 4°C ed ¢ stato recuperato il
surnatante.

Le proteine presenti nel lisato cellulare venivano quantificate con il
BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Il test e stato eseguito su
piastre da 96 pozzetti a fondo piatto, e la lettura veniva eseguita a 562nm.

La curva di taratura ¢ stata determinata con BSA (Albumin from

bovine serum) fornita nel kit ed utilizzata a quantita note (1ug, 2ug, Sug,

10pg, 25ug e 50ug).



Per ogni campione sono state preparate delle aliquote alla
concentrazione di 30ug di proteine per 20ul alle quali veniva aggiunto il
Lane Marker Sample buffer SML 5X (Celbio). I campioni sono stati bolliti
per 3-5 minuti, lasciati raffreddare a temperatura ambiente, infine sono stati
caricati e risolti in gel di acrilammide (Stacking 4%; Running 10-12,5% in
funzione della dimensione delle proteine da analizzare).

Come riferimento ¢ stato utilizzato il marcatore di peso molecolare
ColorBurst™ Electrophoresis Marker (SIGMA).

La corsa elettroforetica ¢ stata svolta con un sistema di elettroforesi
verticale maxigel PerfectBlue™ (PEQLAB, Biotechnologie Gmbtt) a
corrente costante.

Le proteine separate su gel venivano trasferite su di una membrana di
PVDF (Hydrophobic polyvinylidene difluoride, Amersham Hybond™-P,
Biosciences, GE) con I’apparecchiatura Semi-Dry Elektroblotter
PerfectBlue (PEQLAB, Biotechnologie Gmbtt) a corrente costante per
massimo 2h.

Per I’immunorivelazione la membrana, previa attivazione in metanolo,
¢ stata incubata con soluzione di saturazione al 5% di latte in TBST 1x
(TBS + 0.05% di Tween 20, SIGMA), per 30 minuti a temperatura
ambiente (T. A.) in agitazione.

Successivamente sono stati eseguiti tre lavaggi con TBST 1X per
almeno 5 minuti I’uno a T.A. in agitazione.

L’anticorpo primario Abl (Santa Cruz) ¢ stato diluito nella soluzione
di saturazione al 3% di latte in TBST 1X, le concentrazioni e i tempi di
incubazione sono riportati in Tabella 1.

Dopo tre lavaggi da 5 minuti in TBST 1X la membrana ¢ stata
incubata con I’anticorpo secondario coniugato con la perossidasi AbII-HRP
(SIGMA) diluito in soluzione di saturazione al 5% di latte in TBST 1X. Per

concentrazioni € tempi di incubazione si veda la Tabella 1.



Il complesso AbI-AbII-HRP ¢ stato rivelato con il Luminolo (Western
Blotting Luminol Reagent, Santa Cruz) mediante esposizione su lastra

fotografica (Kodak BioMax Light Film, SIGMA).



Tabella 1: Concentrazione e tempo di incubazione degli anticorpi primari e
secondari utilizzati nell'immunorivelzione .

Le bande sono state quantificate con il programma Image-J 139u
(Wayne Rasband National Institute of Health, USA) e 1 valori ottenuti sono
stati dove necessario, corretti con 1’ausilio della banda a 60kDa ottenuta
con la colorazione della membrana con rosso Ponceau. I dati di densita
ottica integrata ricavati dal programma sono stati trasformati in percentuale,

portando a 100% il campione di controllo.



2.6.4.2 Immunocitochimica
Le PC12 sono state seminate su vetrini portaoggetto in piastre da 6 pozzetti,
alla concentrazione di 200.000 cellule/pozzetto e sono state lasciate aderire
per circa 24h. Successivamente sono state trattate come con cisplatino e
flunarizina come visto nel capitolo precedente per tempi variabili da 5 a
72h. Per ogni prova sono stati preparati anche due campioni non trattati che
servivano, uno come controllo per I’esperimento e 1’altro come controllo
per la reazione immunocitochimica (come spiegato piu avanti).

Al termine del trattamento le PC12 sono state lavate con PBS 1X e
fissate con PFA 4% per 30 minuti a T. A.. Dopo un lavaggio in PBS 1X si ¢
proceduto all’immunorivelazione.

Le cellule sono state permeabilizzate con una soluzione di PBS 1X ¢
Tween-20 allo 0.1% per 15minuti a T. A. in agitazione.

Seguivano due lavaggi in PBS 1X da 5 minuti I’uno.

In seguito sono stati bloccati 1 siti aspecifici con il Blocking Buffer
(B. B.) (Tabella, 2) in C. U. a 37°C per 30 minuti. Seguiva il trattamento
con I’anticorpo primario (Abl, Santa Cruz,) diluito in PBS 1X con I’1% di
siero usato per il B. B. e si lasciava agire ovenight in camera umida (C. U.)
a 4°C (per le specifice degli Abl utilizzati si veda la Tabella 2). In un
vetrino di controllo non ¢ stato messo 1’Abl ma solo PBS all’1% di siero,
tale campione ci ha permesso di valutare 1’aspecifico dovuto all’anticorpo
secondario.

Dopo due lavaggi in PBS 1X da 5 minuti I’uno in agitatore, le cellule
sono state incubate con I’anticorpo secondario (AbII, SIGMA) legato al
fluorocromo FITC (fenilisotiocianato), diluito in PBS 1X ed incubato in
C.U. per 45 minuti T. A. al buio (per le concentrazioni anticorpali si veda la
Tabella 2).

Seguivano due lavaggi in PBS 1X e infine sono stati colorati i nuclei

cellulari con DAPI 1,09uM per 10 minuti a T. A., al buio.



Dopo lavaggio in PBS 1 vetrini con le cellule sono stati montati su
vetrini coprioggetto con glicerolo al 20%.

I campioni sono stati osservati al microscopio ottico a fluorescenza e
le immagini sono state elaborate con il programma MetaMorph 6.1

(Universal Imaging Corporation).

Tabella 2: Anticorpi primari, anticorpi secondari e sieri utilizzati per I’indagine
immunocitochimica e relative concentrazioni.



2.7 INDAGINE STATISTICA

Al fine di valutare la significativita dei dati raccolti, ogni esperimento ¢
stato ripetuto per almeno tre volte. I dati ricavati dai vari esperimenti sulla
vitalita e dalla quantificazione dell’espressione proteica con il western blott
sono stati analizzati con il programma InStat 3.5 (Graph Pad Software). Si ¢
scelto d’analizzare i1 dati con un intervallo di confidenza del 95% e si ¢
operata un analisi della varianza univariata (ANOVA). Una probabilita
d’errore d’analisi (p value= P), inferiore allo 0,05% ¢ stata ritenuta

significativa.



3 RISULTATI

I risultati ottenuti in questi tre anni di studio sono decritti di seguito

trattando separatamente le due linee cellulari OC-k3 e PC12.

3.1 ESPERIMENTI SVOLTI SULLE OC-k3

3.1.1 Studio delle tossicita’ del cisplatino

Per documentare la tossicita del chemioterapico sulle OC-k3 ¢ stata
eseguita una indagine preliminare della vitalita con 1’utilizzo della semplice
conta cellulare. Le cellule per questo studio sono state trattate con
concentrazioni di cisplatino (cis-DDP) pari a 5-13-50-100-200-300uM per
tempi di trattamento di 24h, 48h e 72h, ed ¢ stato ricavato un dato di vitalita
espresso in numero di cellule vive per millilitro (N° cellule vive/ml).

I risultati ottenuti hanno evidenziato che la vitalita cellulare delle OC-
k3 trattate con il chemioterapico era significativamente inferiore a quella
del controllo (NT= non trattato) gia a partire dalla concentrazione SuM (che
era la piu bassa tra quelle utilizzate) e per tutti 1 tempi analizzati (P<0,05 a
24h; P<0,001 a 48 e 72h). Per ogni tempo di trattamento 1’effetto tossico
del cis-DDP aumentava al crescere della concentrazione (Fig. 24).

Osservando ’effetto delle vaire dosi di cisplatino testate, era possibile
notare come la tossicita aumentava con il trascorrere del tempo. Infatti, gia
a 48h risultava significativa la diminuzione della vitalita nei campioni
trattati con cis-DDP 5uM (P<0,01) rispetto alla stessa a 24h. La differenza
diventava estremamente significativa dopo 72h di trattamento (P<0,001).
Inoltre, ¢ emerso come a 24h, per tutte le concentrazioni analizzate, si
avevano ancora un buon numero di cellule vive, anche se prossimo allo

zero per dosi superiori alla 100uM. Invece, a 48h non sono state trovate



cellule vive a partire dai campioni trattati con cisplatino 100uM, mentre a

72h questa condizione si verificava gia alla dose S0uM (Fig. 24).
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Figura 24: andamento della vitalita cellulare di OC-k3 trattate con cisplatino. Dati
raccolti con 1 conteggi cellulari. *: significativita valutata entro ogni tempo di
trattamento, calcolata rapportando il dato di ogni concentrazione al valore del non
trattato (NT) (*: P<0,05; ***: P<0,001); e: significativita valutata per ogni
concentrazione in confronto al valore corrispondente delle 24h (ee:P<(0,01; eee:
P<0,001).

Sulla base dei dati raccolti dal conteggio 1’indagine al citofluorimetro
¢ stata ristretta ad un numero minore di concentrazioni di cisplatino (5-13-
50-100uM) e a tempi di trattamento di 24h e 48h, in quanto dosi e tempi
superiori erano risultati estremamente tossici per le OC-k3. In questo caso ¢
stata valutata la mortalita cellulare, espressa in percentuale di cellule morte
sulla popolazione totale.

L’analisi ha confermato I’effetto tossico del cis-DDP ma in questo
caso I’aumento significativo della mortalita si aveva a partire dalla dose di
cisplatino 50uM dopo 24h (P<0,01) e 13uM dopo 48h (P<0,001) con una
mortalita rispettivamente pari al 28% e 38%. Aumentando la
concentrazione del chemioterapico cresceva la mortalita raggiungendo
valori massimi del 59% a 24h e del 70% a 48h alla dose 100uM. Per tutte le

concentrazioni testate la mortalita a 48h risultava superiore a quella



misurata dopo 24h, ’aumento diventava significativo a partire dalla dose
13uM (P<0,01) ed estremamente significativo per concentrazioni superiori

(50 e 100pM; P<0,001). (Fig. 25).
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Figura 25: mortalita ottenuta con I’indagine al citofluorimetro sulle OC-k3 trattate con
cisplatino. *: siginificativita valutata entro ogni tempo confrontando il dato di ogni
concentrazione rispetto al valore del non trattato (OuM) (** P<0,01; *** P<0,001) e:
significativita calcolata confrontando i due tempi di trattamento per ogni concentrazione
(ee:P<0,01; ee®e: P<0,001).

Da questi dati ¢ quindi emerso che il cis-DDP ha un effetto tossico
dose e tempo dipendente e che la concentrazione utile ai fini di uno studio
di protezione ¢ risultata essere la 13uM per la quale si aveva un mortalita
pari al 20% dopo 24h di trattamento e al 40% dopo 48h. A concentrazioni

superiori la mortalia € risultata troppo alta.



3.1.2 Analisi della tossicita’ del ginkgoselect

Pima di studiare il possibile utilizzo del ginkgoselct (ginkgo) come sostanza
protettiva, ¢ stata valutata la sua eventuale tossicita sulle OC-k3. La
mortalita cellulare ¢ stata testata al citofluorimetro per concentrazioni di
ginkgo pari a 6,25-12,5-25-50-100-300pug/ml e per 24h e 48h.

Dai dati raccolti ¢ emerso che il ginkgoselect non era tossico per le
OC-k3 alle concentrazioni e tempi testati, in quanto la mortalita non si
diversificava mai da quella del non trattato (campione Opg/ml),

mantenendosi sempre a livelli prossimi al 7-8% (Fig. 26).
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Figura 26: analisi citofluorimetrica della mortalita indotta dal ginkgoselect sulle OC-k3.

Pertanto ¢ stato ritenuto possibile utilizzare questa sostanza per test di

protezione dal cisplatino.



3.1.3 Studio della protezione del ginkgoselect

Per documentare se I’estratto di Ginkgo biloba era in grado di proteggere le
OC-k3 dall’azione tossica del cisplatino le cellule sono stata pretrattate con
varie concentrazioni di ginkgoselect (6,25-12,5-25-50-100-150-200-300ug/
ml) per 2h allo scadere delle quali ¢ stato aggiunto il cisplatino 13uM e
lasciato agire per 24h e 48h. In parallelo ¢ stata valutata la possibile
tossicita del solvente, 11 DMSO, alla concentrazione massima consentita
(0,5%).

Lo studio della mortalita effettuato al citofluorimetro ha evidenziato
come il DMSO 0,5% non era tossico per le OC-k3 sia dopo 24h sia dopo
48h di trattamento in quanto la mortalitd non si discostava di molto da

quella del non trattato (Fig. 27).
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Figura 27: studio della protezione del ginkgoselect su OC-k3 trattate con cisplatino
13uM dopo pretrattamento di 2h. Analisi citofluorimetrica. *: significativita valutata
rispetto al non trattato (**: P<0,01); e: significativita calcolata rispetto al cisplatino (ee:
P<0,01).

Dopo 24h il ginkgo non era in grado di proteggere le cellule
dall’azione tossica del cisplatino, infatti per tutte le concentrazioni di
estratto usate nel pre-trattamento, non ¢ stata notata una differenza

significativa della mortalita rispetto a quella dovuta al solo cis-DDP. Al



contrario, dopo 48h di co-trattamento si ¢ potuto notare che alle
concentrazioni di ginkgoselect pari a 100pg/ml e 150pug/ml la mortalita del
cisplatino era significativamente ridotta rispettivamente del 12,5% e del
13,9% (P<0,01) (Fig. 27).

In seguito, ¢ stato ripetuto I’esperimento portando il tempo di pre-
trattamento a 24h e il co-trattamento ¢ stato valutato dopo 48h. In questo
caso ¢ stata testata la mortalita alla concentrazione pari a 300ug/ml e
DMSO 0,5% somministrati per 72h (24h di pre-trattamento + 48h di co-
trattamento).

Come mostrato in figura 28 sia il DMSO sia il gingko 300pg/ml
causavano una mortalita significativa sulle OC-k3. Anche in questo caso il
ginkoselect si era dimostrato in grado di proteggere le OC-k3 dal cisplatino,
ma, rispetto a quello documentato in precedenza con un pre-trattamento di
24h, si aveva una diminuzione della mortalita significativa per tutte le
concentrazioni dell’estratto utilizzate. La massima protezione ¢ stata
documentata alla dose di ginkgoselect di 150ug/ml per la quale si osservava

un recupero della vitalita pari al 22,5% (P<0,001) (Fig. 28).
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Figura 28: mortalita delle OC-k3 trattate per 48h con cisplatino 13uM dopo
pretrattamento di 24h con ginkgoselect. *: significativita relativa al non trattato (**:
P<0,01); e: significativita rispetto al valore di mortalita del cisplatino 13uM (ee:
P<0,01).



Una ulteriore prova ¢ stata eseguita testando I’effetto protettivo nei
confronti dell’azione tossica del cis-DDP 50uM sia pre-trattando per 2h, sia
per 24h. Da questi esperimenti non erano emersi risultati significativi, e cio
confermava il fatto che questa dose di cisplatino era troppo tossica per le
OC-k3. Infine, per verificare se per avere un effetto protettivo, il
ginkoselect doveva essere presente nel terreno in contemporanea con il
cisplatino sono state ripetute le prove di protezione, con una variante, dopo
il pre-trattamento con I’estratto il terreno vecchio veniva sostituito con
quello pulito aggiunto del cis-DDP 13uM. I risultati hanno evidenziato che
in queste condizioni il ginkgoselect non era piu in grado di proteggere le

OC-k3.



3.1.4 Studio del processo apoptotico

Per studiare se I’effetto prottettivo del ginkgoselect si esplicava
interferendo con 1’apoptosi indotta dal cisplatino sono state eseguite
indagini morfologiche (annessina-V e falloidina-DAPI), inoltre, ¢ stata

studiata la fase tardiva del processo con il DNA ladder.

3.1.4.1 Analisi morfologica dell’apoptosi con annessina V

Le OC-k3 sono state pre-trattate per 24h con le concentrazioni di
ginkgoselect che dalle prove di protezione erano risultate essere quelle con
la maggior capacita protettiva (100pug/ml o 150pg/ml); in seguito, € stato
aggiunto e lasciato agire il cisplatino 13uM per 48h. Sono stati preparati
anche dei controlli, uno con cellule non trattate, altri con OC-k3 trattate
solo con cis-DDP 13uM (incubate per 48h) o con le concentrazioni di ginko
usate nel co-trattamento per 72h (simulando le 24h di pre-trattamento piu le
48h di co-trattamento).

Dalle immagini raccolte ¢ emerso come sia le cellule non trattate, sia
quelle trattate con il solo ginkgoselect si mantenevano in buono stato, ben
adese alla fiasca e molto numerose (Figg. 29A, E, I); la maggior parte delle
cellule erano annessina negative, indice che non erano in apoptosi,
raramente sono state osservate anche cellule positive al poropidio,
giustificabili dal fatto che normalmente una piccola percentulale della
popolazione cellulare muore (Figg. 29B, F, L).

Analizzando il campione trattato con il cisplatino si notava che le
cellule in adesione erano meno numerose rispetto al non trattato e tutte
presentavano una colorazione verde dovuta all’annessina-V, molte avevano
anche il nucleo rosso per internalizzazzione del propidio, a dimostrazione
che il processo apoptotico era in atto (Figg. 29C, D).

Nei campioni co-trattati, le OC-k3 erano piu numerose rispetto a

quelle trattate con il solo cisplatino, inoltre, non risultavano positive



all’annesina-V e al PI se non in casi rari. Il pre-trattamento con
ginkgoselect 150pg/ml dava risultati leggermente migliori rispetto al
100pg/ml e comunque molto simili alla condizione del campione non

trattato (Figg. 29G, H, M, N).

Figura 29: valutazione morfologica dell’apoptosi sulle OC-k3. A, B: cellule non
trattate; C, D: cellule trattate con cisplatino 13uM per 48h; E, F: cellule trattate con
ginkgoselect 100pg/ml per 72h; G, H: cellule pre-trattate con ginkgoselect 100pug/ml per
24h e in seguito trattate con cisplatino 13uM per 48h; I, L:cellule trattate con
ginkgoselect 150pg/ml per 72h; M, N: cellule pre-trattate con ginkgoselect 150pg/ml
per 24 h, poi con cisplatino 13uM per 48 h. (A, C, E, G,I, M: immagini a contrasto di
fase; B, D, F, H, L, N: color combine, in rosso il propidio e in verde 1’annessinaV-FITC.

Ingrandimento 40x).



3.1.4.2 Indagine morfologica dell’apoptosi con falloidina e DAPI

Lo stato del citoscheletro e dei nuclei ¢ stato indagato trattando le OC-k3
nello stesso modo visto nel il paragrafo precedente (vedi 3.1.4.2).

Le cellule non trattate presentavano un citoscheletro in buono stato e i
nuclei integri (Figg. 30A, B), lo stesso ¢ stato osservato per le OC-k3
trattate con ginkgoselect 100 e 150ug/ml (Figg. 30E, F, I, L).

Figura 30: valutazione morfologica dello stato del citoscheletro e dei nuclei delle OC-
k3. A, B: cellule non trattate; C, D: cellule trattate con cisplatino 13uM for 48h; E, F:
cellule trattate con ginkgoselect 100 pg/ml 72 h; G, H: cellule pre-trattate con
ginkgoselect 100 pg/ml 24h e in seguito trattate con cisplatino 13uM per 48h; I, L:
cellule trattate con ginkgoselect 150ug/ml 72h; M, N: cellule pre trattate con
ginkgoselect 150pg/ml per 24h, poi con cisplatino 13 pM per 48h. (A, C, E, G, I, M:
immagini a contrasto di fase; B, D, F, H, L,N: color combine, in rosso la falloidina-
TRITC, in blu il DAPI. Ingrandimento 40X).

Il trattamento con il cisplatino 13uM causava, invece, alterazione
tipiche dell’apoptosi, le fibre di actina del citoscheletro (colorate in rosso)
si presentavano disorganizzate e redistribuite in prossimita del nucleo, tanto
da indurre un cambiamento di forma della cellula, che da allungata diveniva
simil-rotondeggiante. I nuclei si presentavano lievemente picnotici per via
della condensazione della cromatina e in alcuni casi ¢ stata documentata la

divisione del nucleo in corpi globosi rotondeggianti (Figg. 30C, D).



Quando le OC-k3 vanivano co-trattate con ginkgoselect e cis-DDP lo
stato del citoschetro veniva preservato e mantenuto in condizioni molto
simili a quelle del non trattato, inoltre, 1 nuclei si presentavano per la

maggior parte integri e senza picnosi (Figg. 30G, H, M, N).

3.1.4.3 Valutazione della fase tardiva con il DNA ladder

Lo studio della fase tardiva dell’apopotosi ¢ stato eseguito su OC-k3 pre-
trattate con ginkgoselect (25, 50, 100, 150, 200 e 300 pg/m) per 2h o 24h e
poi trattate con cisplatino 13uM per altre 48h. Inoltre, ¢ stato documentato
anche I’effetto del solvente del ginko, il DMSO allo 0,5% per 48h e 72h.

In tutti 1 campioni esaminati non € mai stata osservata la formazione di
frammenti di DNA tipica della fase tardiva dell’apoptosi, indice che alle
condizioni sperimentali testate la morte cellulare avveniva senza

frammentazione del genoma (Fig. 31).
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Figura 31: studio della frammentazione del DNA in OC-k3 trattate con cisplatino e
ginkgoselect. Linea 0: pesi molecolari; linea 1: cellule non trattate; linee da 2 a 7: celule
pre-trattate con ginkgoselect (rispettivamente a 25, 50, 100, 150, 200 e 300ug/ml) per
2h, poi con cisplatino 13 pM per 48h; linee dalla 9 alla 14: cellule pre-trattate con
ginkgoselect (rispettivamente a 25, 50, 100, 150, 200 e 300pg/ml per 24h poi con
cisplatino 13uM per 48h; linee 8 e 15: celule trattate con DMSO 0.5% rispettivamente
per 48h e 72h; linea 16: cellule trattate con cisplatino 13uM per 48h.



3.2 ESPERIMENTI SVOLTI SU PC12 INDIFFERENZIATE

3.2.1 Studio della tossicita del cisplatino

Con le conte cellulari € stata inizialmente eseguita una indagine generale
per valutare la tossicita del cisplatino sulle PC12. Le cellule sono state
trattate con cis-DDP alle concentrazioni di 5-13-50-100-200-300uM per
24h, 48h e 72h.

Analizzando 1 dati ¢ emerso che in confronto con il campione di
controllo (NT= non trattato), il trattamento con il cisplatino causava una
forte riduzione del numero di cellule vive. Questa diminuzione della vitalita
era significativa gia per la dose 5uM (P<0,01) e diveniva maggiore al
crescere della concentrazione di cis-DDP. Questo evento si verificava per
tutti 1 tempi testati (Fig. 32).

Ponendo I’attenzione alla variazione della vitalita cellulare nel tempo,
si ¢ notato che se per il campione di controllo il numero di cellule vive
aumentava significativamente, mentre per i campioni trattati avveniva
esattamente il contrario. Per ogni concentrazione testata la diminuzione
tempo dipendente ¢ risultata altamente significativa tra 24h vs 48h e 24h vs
72h (P<0,001). Le uniche dosi di cisplatino per le quali la vitalita delle
PC12 si manteneva a buoni livelli nelle 72h di trattamento erano la SuM e
la 13uM. Dalla concentrazione 50uM in poi si aveva una diminuzione della
vitalita nel tempo molto piu significativa, tanto da avere dopo 48h e 72h
una mortalita pressocche totale alle alte dosi di cis-DDP (100-200-300uM)
(P<0,001) (Fig. 32).
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Figura 32: andamento della vitalita cellulare in PC12 trattate con cisplatino. Dati
raccolti con i conteggi cellulari. *: significativita valutata entro ogni tempo di
trattamento, calcolata rapportando il dato di ogni concentrazione al valore del non
trattato (NT) (***: P<0,001); e: significativita valutata per ogni concentrazione in
confronto al valore corrispondente delle 24h (ee: P<0,01; eee: P<0,001).

Le stesse prove sono state ripetute limitando i1 tempi di trattamento ad
un massimo di 48h e valutando la vitalita cellulare con un metodo
colorimetrico. L’analisi ha confermato la tossicita dose e tempo dipendente
del cisplatino. Diversamente da quello osservato con le conte cellulari il
calo della vitalita cominciava ad essere significativo, rispetto al valore del
non trattato, a partire dalla concentrazione 100uM dopo 24h (P<0,05%) e
dalla 50uM dopo 48h (P<0,05). Per entrambi i tempi la tossicita cresceva
aumentando le dosi di cis-DDP diventando altamente significativa a 48h
(P<0,01 per la dose 100uM; P<0,001 per le concentrazioni 200uM e
300uM) (Fig. 33).

Anche per quanto riguardava la tempo dipendenza dell’azione tossica
del cisplatino, si cominciava a notare una differenza significativa tra la
vitalita a 24h e quella a 48h a partire dalla dose S50uM (P<0,05) per poi
diventare altamente significativa a concentrazioni maggiori (P<0,01 per la
dose 100uM; P<0,001 per le concentrazioni 200uM e 300uM). Come nei
conteggi anche con il saggio colorimetrico ¢ risultato che le concentrazioni
pari e superiori alla 50uM erano molto tossiche per le PC12, soprattutto

dopo 48h di trattamento. Infatti, alla dose di cisplatino 100uM dopo 48h di



trattamento si aveva una riduzione delle vitalita di circa il 50% (Fig. 33),
mentre, per le concentrazioni SuM e 13uM si aveva una vitalita ridotta

rispettivamente del 6% e 12% a 24h e del 8% e 17% a 48h
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Figura 33: andamento della vitalita cellulare in PC12 trattate con cisplatino. Dati
raccolti con il saggio colorimetrico con ’'MTS. L’assobanza ¢ espressa come densita
ottica (OD). *: significativita valutata entro ogni tempo di trattamento, calcolata
rapportando il dato di ogni concentrazione al valore del non trattato (OuM) (*: P<0,05;
*%: P<0,01; ***: P<0,001); e: significativita valutata per ogni concentrazione in
confronto al valore corrispondente delle 24h (e: P<0,05; ee:P<0,01; eee: P<0,001).

Pertanto sulla base dei dati raccolti si ¢ scelto di utilizzare come
concentrazioni per i test di protezione la SuM la 13uM che sono risultate le
dosi limite oltre le quali la tossicita diventava troppo alta, ¢ stata anche

testata la protezione nei confrovi della concentrazione di cisplatino S0uM.



3.2.2 Analisi della tossicita della flunarizina

Per poter sciegliere la concentrazione ideale di flunarizina da utilizzare
negli esperimenti di protezione dal cisplatino ¢ stata d’apprima valutata la
tossicita di questa sostanza sulle PC12. La vitalita cellulare ¢ stata testata
con il saggio colorimetrico per concentrazioni di flunarizina pari a 1-5-10-
20-30uM per 24h e 48h. Inoltre, ¢ stata valutata 1’eventuale tossicita del
solvente (il DMSO) alla concentrazione massima consentita (0,5%).

Il trattamento con il DMSO 0,5% non ha mostrato nessun effetto
tossico sulle PC12. La flunarizina ¢ risultata tossica per le cellule a
concentrazioni superiori alla 10uM, infatti alla dose 20uM e 30uM si aveva
una riduzione della vitalita pari rispettivamente al 25% e 36% a 24h e del
13% e 52% a 48h. La mortalita indotta dalla flunarizina 30uM a 48h
risultava significativa (P<0,05) (Fig. 34).
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Figura 34: andamento della vitalita cellulare in PC12 trattate con flunarizina. Dati
raccolti con il saggio colorimetrico con ’'MTS. L’assobanza ¢ espressa come densita
ottica (OD). *: significativita valutata entro ogni tempo di trattamento, calcolata
rapportando il dato di ogni concentrazione al valore del non trattato (OuM) (*: P<0,05).

La dose 10uM ¢ risultata quella ideale per prove di tossicita in quanto

sia a 24h sia a 48h la vitalia delle PC12 trattate con questa concentrazione



di flunarizina si mantenevano vitali come le cellule non trattate, inoltre era
la dose massima utilizzabile, oltre la quale sarebbe diventata tossica per le

cellule.

3.2.3 Saggio di protezione della flunarizina

Le prove di protezione sono state effettuate pre-trattando le PC12 con
flunarizina 10uM per 30 minuti ed in seguito € stato aggiunto cisplatino
SuM o 13uM o 50 uM per 24h e 48h.

I dati di ogni co-trattamento sono stati confrontati con quelli relativi
alla corrispondente dose di cisplatino. Dai risulati raccolti ¢ stato possibile
notare come il pre-trattamento con flunarizina 10uM proteggeva le PC12
dall’azione tossica del cis-DDP per tutte e tre le concentrazioni testate,

anche se 1 dati non sono risultati significativi (Fig. 35).
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Figura 35: vitalita delle PC12 nelle prove di protezione con flunarizina 10uM e varie
concentrazioni di cisplatino. Dati raccolti con il saggio colorimetrico con MTS. NT=
non trattato.

Il pre-trattamento con flunarizina determinava, nei confronti del
cisplatino SuM, un recupero della vitalita pari al 19% ma solo dopo 48h di

co-trattamento. Quando invece, venivano co-trattate le cellule con



cisplatino 13uM si osservava un aumento della vitalita cellulare pari al 11%
dopo 24h e al 18% dopo 48h, portando per entrambi i tempi la vitalita agli
stessi livelli del non trattato. Se veniva effettuato i1l co-trattamento con
cisplatino 50uM il recupero risultava pari al 9% a 24h e al 27% a 48h ma in
entrambi 1 casi non si ripristinavano le condizioni del controllo, rispetto al
quale si aveva ancora un riduzione della vitalita di circa il 18% per
entrambi 1 tempi.

Pertanto I’effetto protettivo della flunarizina risultava piu efficace nei
confronti del cisplatino 13uM in quanto riusciva a bloccare completamente

la sua azione tossica cosa che non accadeva nei confronti della dose SOuM.

3.2.4 Studio morfologico del processo apoptotico

Dopo aver studiato la tossicita del cisplatino, si € voluto documentare se la
morte cellulare avveniva per apoptosi e in che modo la flunarizina era in
grado di proteggere le PC12.

L’indagine morfologica e stata eseguita sia con l’utilizzo del test

dell’annessina-V sia valutando le alterazioni del citoscheletro e del nucleo.

3.2.4.1 Apoptosi indotta dal cisplatino

Le PC12 sono state trattate con diverse dosi di cis-DDP (13-50-100-
200uM) per 48h.

Con il test dell’annessina-V le PC12 nel campione di controllo
(cellule non trattate), risultavano numerose € in buono stato ed erano
annessina e propidio negative (Fig. 36A, B). Il trattamento con cisplatino
13uM causava una riduzione del numero di cellule adese alla fiasca, alcune
delle quali erano PI positive, indice, di mortalita. La maggior parte della
popolazione cellulare aveva 1 contorni marcati con annessina-FITC, ad

indicare che il processo apoptotico era in atto (Fig. 36C, D).



Figura 36: valutazione morfologica dell’apoptosi indotta dal cisplatino sulle
PC12 dopo 48h di trattamento. A, B: non trattato; C-L: trattati con cisplatino (C, D:
13uM; E, F: 50uM-le frecce indicano la marginalizzazione delle cromatina, la testa di
freccia indica la frammentazione del nucleo; G, H: 100uM-la freccia indica la
formazione di vescicole; I, L: 200uM-Ia freccia indica la frammentazione della
cromatina). A, C, E, G, I: immagini a contrasto di fase; B, D, F, H, L: color combine, in
rosso il propidio e in verde I’annessina-V. Ingrandimento 40X.



Quando le PC12 venivano trattate con cis-DDP 50uM si notava una
ulteriore diminuzione delle cellule in adesione, tanto da trovarne in numero
maggiore in sospensione. Le PCI2 adese si presentavano ristrette, tutte
annessina positive € molte con i1 nuclei colorati in rosso, questi fattori erano
indice di un processo apoptotico avanzato, ed alcune cellule erano
probabilmente morte per necrosi. Soprattutto le PC12 in sospensione,
presentavano la cromatina condensata con un principio di
marginalizzazzione, mentre in rari casi ¢ stata osservata una
frammentazione del nucleo in corpi rotondeggianti (Fig. 36E, F).

Trattando le cellule con cisplatino 100uM e 200uM se ne osservavano
pochissime rimaste adese e quasi tutte in sospensione. Alla dose 100uM
sono state documentate cellule con estroflessioni tipiche della fase
terminale dell’apoptosi (blebbing) (Fig. 36G, H). Il trattamento con cis-
DDP 200uM causava la frammentazione della membrana, i nuclei erano
propidio positivi, la struttura cellulare era compromessa e probabilmente le
cellule erano morte per necrosi (Fig. 361, L).

Studiando il citoscheletro si ¢ potuto notare che le PC12 di controllo
presentavano 1 filamenti di actina integri e ben distribuiti entro le cellule.
Cio conferiva loro una forma leggermente schiacciata permettendo di
aderire bene alla fiasca e di aggregarsi I'un I’altre. Le PC12 apparivano
come rivestiste di aghi, poiché queste cellule sono in grado di crescere in
multistrato, dovevano avere un citoscheletro che permettesse la formazione
di legami “tridimensionali” intercellulari. (Fig 37A, B).

Il trattamento con cisplatino 13uM causava un alterazione del
citoscheletro 1 cui filamenti cominciavano ad accorciarsi tanto che le cellule
iniziavano ad assumere una forma rotondeggiante e a distaccarsi piu

facilmente le une con le altre (Fig. 37C, D).
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Figura 37: analisi dello stato del citoscheletro e dei nuclei su PC12 trattate per 48h con
cisplatino. A, B: non trattato; C-L: trattati con cisplatino (C, D: 13uM; E, F: 50uM; G,
H: 100uM; I, L: 200uM). A, C, E, G, I: immagini a contrasto di fase; B, D, F, H, L:
color combine, in rosso la falloidina e in blu il DAPI. Ingrandimento 60X.



All’aumentare della concentrazione di cisplatino (50-100-200uM) si
osservava un peggioramento dello stato del citoscheletro, la marcatura si
presentava sempre piu a ridosso del nucleo (Fig. 37E-L), questo fenomeno
era associato con il restringimento cellulare che a dosi elevate (100-200uM)
comportava la quasi totale scomparsa del citoplasma (Fig. 37G-L). Le
alterazioni documentate causavano una incapacita delle cellule di restare
adese alla fiasca e di aggregarsi fra di loro.

La colorazione dei nuclei con il DAPI ha evidenziato in alcuni casi la
condensazione della cromatina soprattutto a dosi elevate di cisplatino (50-
100-200uM) e in casi rari ¢ stata documentata la frammentazione del

nucleo.

3.2.4.3 Valutazione della capacita protettiva della flunarizina

L’apoptosi ¢ stata inseguito analizzata su PC12 pre-trattate per 30 minuti
con flunarizina 10uM e in seguito con cisplatino (13uM o 50uM) per 48h.
La scelta delle concentrazioni su cui documentare la morte cellulare
programmata ¢ nata sulla base dei dati raccolti precedentemente con lo
studio della vitalita. Oltre al campione non trattato sono stati messi come
riferimenti le PC12 trattate con le due dosi di cisplatino e quelle trattate con
la flunarizina.

L’indagine con I’annessina-V ha evidenziato che che la flunarizina
10uM non danneggiava le cellule che si mantenevano ben numerose e,
come quelle del controllo, non esprimevano 1 marker apoptotici (Fig. 38A-
D).

Se il trattamento con il ciplatino (ad entrambe le dosi testate) causava
mortalita con riduzione del numero di cellule in adesione e induzione
dell’apoptosi, il pre-trattamento con flunarizina portava dei miglioramenti
su tutti e due 1 fronti. Nel caso del co-trattamento con flunarizina e
cisplatino 13uM le cellule non si coloravano né in verde, né in rosso tanto

da assumere una aspetto del tutto paragonabile al non trattato (Fig. 38G, H).



Nel co-trattamento con cis-DDP 50uM (Fig. 38M, N), si notava un
cospicuo aumento delle cellule in adesione anhce se risultavano tutte
positive all’annessina-V e alcune al PI, avvicinandosi molto alla situazione

descritta per il trattamento con il solo cisplatino 13uM (Fig. 38E, F).
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Figura 38: studio morfologico dell’apoptosi con annessina-V su PC12 pre-trattate con
flunarizina 10uM per 30 minuti e successivamente trattate con cisplatino 13uM o 50uM
per 48h. A, B: non trattato; C, D: trattati con flunarizina; E, F: trattati con cis-
DDP13uM; G, H: co-trattamento con flunarizina e cisplatino 13uM; I, L: trattamento
con cis-DDP 50uM-la freccia indica la marginalizzazione della cromatina; M, N: - con
flunarizina e cisplatino 50uM- la freccia indica la formazione di blebbing.(A, C, E, G, 1,
M: immagini a contrasto di fase; B, D, F, H, L, N: color combine, in rosso il propidio e
in verde I’annessina-V. Ingrandimento 40X).

Studiando lo stato del citoscheletro si € potuto notare che le cellule
trattate con flunarizina 10uM presentavano un aspetto simile a quello del
campione non trattato (Fig. 39A-D).

Ad entrambe le concentrazioni di cisplatino testate (13uM e 50uM) le
cellule subivano una disorganizzazione del citoscheletro tale da provocare
un cambiamento di forma con distacco dalla fiasca e passaggio in
sospensione di alcune cellule, questi danni erano maggiori per la dose
50uM (Fig. 39E, F, I, L). Quando venivano effettuati i co-trattamenti, si

notavano dei lievi miglioramenti. Se per le cellule co-trattate con



flunarizina e cis-DDP 13uM si osservava un citoscheletro in buone
condizioni, abbastanza vicine al non trattato (Fig. 39G, H), per quello co-
trattate con cisplatino 50uM il miglioramento era piu lieve. Quest’ultime
avevano il cistoscheltro alterato e principalmente concentrato in prossimita
del nucleo, ma rispetto al trattamento con il solo cis-DDP 50uM venivano
mantenuti piu legami con le cellule adiacenti e il restringimento cellulare

sembrava meno evidente (Fig. 39L, M).

Figura 39: analisi dello stato del citoscheletro e dei nuclei su PC12 pre-trattate con
flunarizina 10uM per 30 minuti e successivamente trattete con cisplatino 13uM o 50uM
per 48h. A, B: non trattato; C, D: trattati con flunarizina; E, F: trattati con cis-
DDP13uM; G, H: co-trattamento con flunarizina e cisplatino 13uM; I, L: trattamento
con cis-DDP 50uM; M, N: co-trattamento con flunarizina e cisplatino SOuM.(A, C, E,
G, I, M: immagini a contrasto di fase; B, D, F, H, L, N: color combine, in rosso la
falloidina in blu il DAPI. Ingrandimento 60X).

Questi dati concordavano con quello osservato con le prove di vitalita
mettendo in luce il fatto che la flunarizina aveva una efficacia di protezione
maggiore nei confronti del cisplatino 13uM rispetto al 50uM. Anche se era
in grado di mantenere le cellule in condizioni molto prossime allo stato del
controllo la flunarizina non sembrava tuttavia in grado di conferire una

protezione totale nei confronti dei danni a carico del citoscheletro.



3.2.5 Analisi dell’apoptosi con il DNA ladder
Le PCI2 trattate con cisplatino a varie dosi (5-13-50-100-200uM) per 48h

sono state analizzate con la tecnica del DNA ladder.
Dallo studio effettuato ¢ emerso che per le concentrazioni di cisplatino
e 1 tempi testati non si osservava la frammentazione del DNA tipica della

fase tardiva dell’apoptosi (Fig. 40)

Figura 40: studio della frammentazione del DNA in PC12 trattate con varie dosi
di cisplatino per 48h. Linea 0: pesi molecolari; linea 1: cellule non trattate; linee da 2 a
6: celule trattate con cisplatino (rispettivamente a 5, 13, 50, 100 e 200uM).

Questo dato indicava che le PC12 morivano senza frammentare il
nucleo.



3.2.6 Studio dell’espressione di proteine coinvolte nel processo
apoptotico

Sulla base dei dati raccolti sia dallo studio della vitalia, sia dall’analisi
morfologica dell’apoptosi, si ¢ deciso di indagare 1’espressione di proteine
implicate nel processo apoptotico in cellule trattate con cisplatino 13uM,
con flunarizina 10uM e con entrambe le sostanze (co-trattamento). Le PC12
sono state trattate per tempi variabili da 5 secondi a 72h e su queste sono
state eseguite indagini quantitative (western blot) e qualitative
(immunocitochimica).

Le immagini dei western blott, riportate di seguito per ogni proteina
studiata, sono le piu rappresentative dell’andamento medio (ottenuto dalla
quantificazione delle bande di espressione di almeno tre prove) 1 cui dati

sono riportati nei grafici.

3.2.5.1 ERK1/2 e JNK

L’indagine eseguita sia sulla fosforilazione delle ERK sia del JNK ha
evidenziato che alla concentrazione di cisplatino 13uM, per i tempi testati,

le proteine in esame non venivano mai attivate (Fig. 41).
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Figura 41: PC12 trattate con cisplatino 13uM per I’intervallo di tempo 5-72h. Bande
di espressione delle ERK1/2 e del INK1 e le corrispettive forme fosforilate. NT=non
trattato.



3.2.5.2 PKCa

L’andamento dell’espressione della PKCa, in PC12 trattate con cisplatino
13uM, sembrava essere bifasico. Dopo 5 secondi di esposizione al farmaco
si aveva gia un aumento della proteina, la cui espressione raggiungeva un
picco massimo dopo 30 secondi di trattamento per restare ad alti livelli fino
a 30 minuti a cui seguiva un graduale calo della proteina fino a 1h. Quando
I’eposizione al farmaco arrivava a 2h la PKCa raggiungeva il secondo
picco di espressione piu alto del precedente. In seguito, la proteina calava
nuovamente fino a raggiungere il valore del campione di controllo a 48h e
il piu basso in assoluto dopo 72h (Fig. 42A, D).

Il trattamento con flunarizina non causava delle variazioni
dell’espressione della PKCa che si manteneva piu o meno ai livelli del non
trattato (NT), se non per un lieve picco riscontrato dopo 3h di trattamento
(Fig. 42B, D).

Quando veniva eseguito il co-trattamento si notava che la flunarizina
era in grado di bloccare I’aumento di espressione della proteina indotto dal
trattamento con il cisplatino. Infatti, dopo 5 secondi di co-trattamento, il
livello della PKCa aumentava nello stesso identico modo osservato per il
cis-DDP, ma gia dopo 15 secondi si aveva una riduzione dell’espressione
della proteina che veniva mantenuta a livelli prossimi a quello del
campione NT. Si osservava dopo lh di esposizione un ulteriore lieve
aumento della PKCa corrispondente a quello documentato per il cis-DDP,
ma anche in questo caso si osservava un successivo calo della proteina fino
a raggiungere livelli bassissimi quasi prossimi allo zero dopo 72h (Fig.
42C, D).

Quindi il pre-trattamento con flunarizina tendeva ad abbassare 1 livelli

di espressione della PKCa.
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Figura 42: andamento dell’espressione della proteina PKCa nel tempo in PC12 trattate
con cisplatino13uM (A), flunarizina 10uM (B) o co-trattatte (C). le linne 1
rappresentano la proteina, le linee 2 sono i rispettivi ponceau. D: grafico della
quantificazione delle bande. La quantita di proteina € espressa in percentuale rispetto al
valore del non trattato (NT) che ¢ stato assunto come il 100%.

Studiando la localizzazione della proteina che nel campione di
controllo si presentava diffusa a livello citoplasmatico, ¢ stato notato che
dopo 15 secondi di trattamento con cisplatino la PKCa cominciava a
localizzarsi a ridosso della membrana citoplasmatica. Questo fenomeno ¢
stato osservato sia dopo 30 secondi sia dopo 30 minuti diventando piu
marcato con il trascorrere del tempo. Fino a 1h dal trattamento si osservava

questa localizzazione della PKCa che successivamente andava via via



scomparendo fino a 24h quando si presentava diffusa omogeneamente nel

citoplasma (Fig. 43).

Secondario

Figura 43: time course dell’espressione della PKCa in PC12 trattate con cisplatino
13uM e co-trattate (flunarizina 10uM per 30 minuti e in seguito cisplatino 13uM). In
verde si nota la marcatura dovuta al secondario FITC. NT=non trattato. Ingrandimento
40X.

Il trattamento con sola flunarizina non determinava mai la
migrazione della PKCa alla membrana. Mentre quando avveniva il co-
trattamento si avevano eventi simili a quelli osservati nel caso delle PC12
esposte al cisplatino. Infatti, la localizzazione di membrana cominciava gia
dopo 15 secondi e aumentava con il passare del tempo, ma a differenza di
quello osservato in precedenza, nei campioni co-trattati questo evento si
aveva fino a circa 30 minuti, dopo 1 quali la proteina ritornava lentamente

ad essere diffusa nel citoplasma (Fig. 43).



3.2.5.3 PKC{

L’espressione della PKCC in cellule trattate con cisplatino 13uM sembrava
avere una andamento crescente fino alle 24h. Il trattamento con cis-DDP
causava un aumento lento e abbastanza graduale dell’espressione proteica
che raggiungeva il suo primo valore massimo dopo 15 minuti (con una
piccola punta di espressione dopo 30 secondi). L’alto livello di espressione
veniva mantenuto fino a 30 minuti per poi diminuire gradualmente ma
restando sempre a valori piu elevati rispetto al controllo (NT). La seconda
fase di crescita cominciava dopo 1lh, la proteina lentamente e in modo
graduale raggiungeva il seconto picco di espressione, il piu alto in assoluto
dopo 24h di trattamento. Seguiva una progressiva riduzione a 48h e 72h
(Fig. 44A, D).

Quando alle PC12 veniva somministrata flunarizina 10uM non si
osservavano grosse variazioni del livello di espressione della PKCC che si
aggirava attorno al valore del campione NT per tutti 1 tempi testati (Fig.
44B, D).

La PKC{ nei campioni sottoposti a co-trattamento seguivano un
andamento analogo a quello osservato per i1 quelli trattati con sola
flunarizina (Fig. 44C, D).

Anche in questo caso, come per la PKCa il pre-trattamento con
flunarizina aveva la tendenza ad abbassare i1 livelli di espressione della

PKCC con un’effetto che va piu efficace nei confronti di quest’ultima.
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Figura 44: andamento dell’espressione della proteina PKC( nel tempo in PC12 trattate
con cisplatino13uM (A), flunarizina 10uM (B) o co-trattatte (C). Le linne 1
rappresentano la proteina, le linee 2 sono i rispettivi ponceau. D: grafico della
quantificazione delle bande. La quantita di proteina ¢ espressa in percentuale rispetto al
valore del non trattato (NT) che ¢ stato assunto come il 100%.

Lo studio qualitativo dell’espressione delle PKC( ha evidenziato come
nelle PC12 di controllo la proteina era espressa nel citoplasma ma
localizzata in prossimita della membrana nucleare (Fig. 45).

Quando le cellule erano trattate con cisplatino la localizzazione
diveniva sempre piu prossima al nucleo e questo fenomeno era massimo
dopo 3h di esposizione e osservabile fino a 72h dove si notava la marcatura

molto vicina e in alcuni casi anche nucleare (Fig. 45).



Secondario

Figura 45: time course dell’espressione della PKCC in PC12 trattate con cisplatino
13uM, flunarizina 10uM e co-trattate. In verde si nota la marcatura dovuta al secondario
FITC,; la freccia indica la marcatura nucleare. NT=non trattato. Ingrandimento 40X.

Nell PC12 sottoposte a trattamento con flunarizina e a co-trattamento si
osservava un comportamento simile. La proteina restava localizzata nel
citoplasma per lo piu in prossimita del nucleo ma non si osservava mai un
aumento della localizzazione, dopo 24h di trattamento oltre ad osservare

una drastica diminuzione della marcatura questa diveniva per lo piu diffusa

nel citosol (Fig. 45).



3.2.5.4 PKCd

L’ultima isoforma di PKC studiata era la 6. L’andamento dell’espressione
di questa proteina nelle PC12 trattate con cisplatino era di tipo bifasico,
caratterizzato da un primo picco dopo 5 secondi di esposizione al
chemioterapico. Il livello della proteina scendeva fino ad un minimo
registrato dopo 5 minuti per poi risalire lentamente fino a raggiungere il
secondo picco dopo 2h (livello massimo di espressione della proteina). Nei
tempi successivi si osservava una ulteriore diminuzione anch’essa graduale
con livelli mimimi a 72h e di molto al di sotto del valore calcolato per il
campione non trattatati (NT) (Fig. 46A, D).

Le cellule trattate con flunarizina 10uM erano soggette ad una forte
diminuzione del livello delle PKCS rispetto al valore del campione NT,
questo fenomeno avveniva subito dopo 5 secondi e continuava fino a 1
minuto. Poi, I’espressione della proteina si riportava ai livelli del non
controllo e si manteneva tale fino a 48h, tempo oltre il quale il suo valore
diminuiva nuovamente fino a scomparire dopo 72h (Fig. 46B, D).

Quando veniva eseguito il co-trattamento, inizialmente si aveva un
andamento della PKCd perfettamente sovrapponibile a quello delle cellule
trattate con il cisplatino da 5 secondi a 1 minuto. Diversamente da 5 minuti
in poi I’espressione della proteina seguiva lo stesso trend documentato per
le PC12 trattate con flunarizina (Fig. 46C, D).

L’effetto della flunarizina nei campioni co-trattati sembrava diretto

all’eliminazione del secondo picco di espressione della proteina.
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Figura 46: andamento dell’espressione della proteina PKCo nel tempo in PC12 trattate
con cisplatino13uM (A), flunarizina 10uM (B) o co-trattatte (C). Le linne 1
rappresentano la proteina, le linee 2 sono 1 rispettivi ponceau. D: grafico della
quantificazione delle bande. La quantita di proteina ¢ espressa in percentuale rispetto al
valore del non trattato (NT) che ¢ stato assunto come il 100%.



3.2.5.5 14-3-38
Il trattamento con cisplatino 13uM induceva un aumento dell’espressione
della proteina 14-3-38 gia dopo 30 secondi di esposizione con un picco

massimo dopo 1 minuto per poi calare gradualmente e mantenersi ai livelli

del campione non trattato (NT) (Fig. 47A, D).
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Figura 47: andamento dell’espressione della proteina 14-3-3f3 nel tempo in PC12
trattate con cisplatino13uM (A), flunarizina 10uM (B) o co-trattatte (C). Le linee 1
rappresentano la proteina, le linee 2 sono 1 rispettivi ponceau. D: grafico della
quantificazione delle bande. La quantita di proteina ¢ espressa in percentuale rispetto al
valore del non trattato (NT) che ¢ stato assunto come il 100%.

Le cellule trattate con la sola flunarizina, invece, variavano

istantaneamente la produzione della proteina che raggiungeva alti livelli



dopo 5 secondi per poi riabassarsi lentamente, restare piit 0 meno costante
nel tempo e scendere a livelli molto bassi dopo 48h (Fig. 47B, D).

Infine, nel co-trattamento si osservava un aumento dell’espressione
delle 14-3-3p subito dopo 5 secondi dall’aggiunta del cisplatino, con un
picco di espressione a 15 secondi per poi calare in modo repentino a 30
secondi e risalire nuovamente con un ulteriore picco di espressione dopo 5
minuti raggiungendo 1 medesimi livelli osservati per il trattamento con il
solo cisplatino. Il livello della proteina si manteneva ad alti valori fino a 2h
per poi ridiscendere in modo graduale ma mantenendosi sempre a quantita
superiori a quelli del NT fino a 72h dove ’espressione arrivava allo stesso
livello del contollo (Fig. 47C, D).

Quindi la flunarizina nel suo meccanismo di protezione manteneva alti
1 livelli di espressione della 14-3-3-f per tempi molto piu lunghi rispetto a
quello che la cellula stessa riusciva a fare sotto lo stimolo apoptotico del
cisplatino.

In figura 48 ¢ stata documentata la localizzazione della proteina in
cellule di controllo e altre trattate con il cisplatino 13uM ai tempi in cui era
stata riscontrata una variazione della sua espressione.

Le immagini hanno mostrato come la 14-3-3f3 nel non trattatato era
espressa a livello citoplasmatico ma localizzata in prossimita della
membrana citoplasmatica. La sua intensita aumentava nei momenti di
massima espressione (1 minuto) rimanendo nella stessa localizzazione per
poi diventare piu omogeneamente distribuita nel citoplasma quando il suo

livello era estremamente ridotto (48h) (Fig. 48).



Secondario

Figura 48: time course dell’espressione della 14-3-3f in PC12 trattate con cisplatino
13uM. In verde si nota la marcatura dovuta al secondario FITC. NT=non trattato.
Ingrandimento 40X.

Il pre-trattamento con la flunarizina non alterava la localizzazione
della proteina che restava associata alla membrana citoplasmatica anche nei

momenti di massima espressione.



3.2.5.6 11 GAPDH

Nelle PC12 trattate con il cisplatino 13uM 1’espressione della proteina
GAPDH, si menteneva a livelli prossimi a quelli del campione non trattato
(NT) fino a 2h di esposizione. Dopo 3h di trattamento il livello della
proteina cominciava ad umentare fino ad arrivare ad un picco massimo di
espressione dopo 48h per poi calare leggermente dopo 72h (Fig. 49A, D).

Quando le cellule venivano trattate con flunarizina 10uM il GAPDH
si manteneva a livelli di espressione paragonabili a quelli del controllo per
tutti 1 tempi testati (Fig. 49B, D).

Durante il co-trattamento si ripeteva all’incirca il trand di espressione
visto per la flunarizina. Quindi il pre-trattamento con il protettore
comportava un annullamento completo dell’azione indotta dal cisplatino

sull’espressione del GAPD (Fig. 49C, D).
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Figura 49: andamento dell’espressione della proteina GAPDH nel tempo in PC12
trattate con cisplatino13uM (A), flunarizina 10uM (B) o co-trattatte (C). Le linne 1
rappresentano la proteina, le linee 2 sono i rispettivi ponceau. D: grafico della
quantificazione delle bande. La quantita di proteina ¢ espressa in percentuale rispetto al
valore del non trattato (NT) che ¢ stato assunto come il 100%.

L’indagine immunocitochimica ha evidenziato come la proteina era
localizzata a livello citoplasmatico nel campione non trattato.

Dopo 3h di esposizione al cisplatino 13uM si osservava una
marcatura piu prossima al nucleo e in alcune cellule si notava una
traslocazione a livello nucleare. Lo stesso fenomeno veniva documentato
anche per 1 tempi successivi fino alle 72h, ma restava sempre limitato a

poche cellule (Fig. 50).

Figura 50: time course dell’espressione della proteina GAPDH in PC12 trattate con
cisplatino 13uM In verde si nota la marcatura dovuta al secondario FITC. NT=non
trattato. Le frecce indicano la marcatura a livello nucleare. Ingrandimento 40X



Nel trattamento con la flunarizina e nel co-trattamento la marcatura
era sempre localizzata a livello citoplasmatico e non si osservava mai la

traslocazione nel nucleo.



3.3 ESPERIMENTI SVOLTI SULLE PC12
DIFFERENZIATE

3.3.1 Studio della tossicita del cisplatino

Sulla base dei dati raccolti sulle PC12 indifferenziate ¢ stata eseguita una
indagine per valutare la tossicita del cisplatino sulle PC12 differenziate
limitando il test alle concentrazioni 5-13-50-100uM per 24h. Un campione
di cellule differenziate non trattate ¢ stato utilizzato come controllo. La
vitalita cellulare ¢ stata analizzata con il metodo colorimetrico.

IL cis-DDP ¢ risultato tossico per le PC12 differenziate gia a partire
dalla concetrazione piu bassa (S5uM). La sua azione era dose dipendente,
infatti, induceva una riduzione della vitalita cellulare, rispetto al campione
non trattatato, che era maggiore al crescere della dose di cisplatino
utilizzata. La vitalita cellulare veniva abbassata in modo significativo, del

40% alla dose 13uM (P<0,05%) e del 50% alla 50uM (P<0,05%) (Fig. 51).
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Figura 51: vitalita delle PC12 differenziate trattate con varie concentrazioni di
cisplatino per 24h. Dati raccolti con il saggio colorimetrico con MTS. L’assobanza ¢
espressa come densita ottica (OD). *: significativita calcolata rapportando il dato di ogni
concentrazione al valore del non trattato (OuM) (*: P<0,05; **: P<0,01).



Dal punto di vista morfologico ¢ stato osservato che, nel campione di
controllo le PCI12 differenziate in neuroni erano numerose € con
prolungamenti lunghi con il citoscheletro ben mantenuto (colorato in rosso
con falloidina) (Fig. 52A, B, C). Il trattamento con cisplatino causava una
alterazione del citoscheletro osservabile dall’accorciamento dei neuriti, 1

corpi cellulari restavano integri ma le cellule perdevano la loro funzionalita.

Questo fenomeno diventava evidente gia alla dose di cis-DDP 13uM (Fig.
52D, E, F).

Figura 52: analisi dello stato del citoscheletro e dei nuclei su PC12 trattate con
cisplatino 13uM per 24h. A, B, C: non trattato; D, E, F: trattati con cis-DDP 13uM. (A,
B, D, E: immagini a contrasto di fase; C, F: color combine, in rosso la falloidina e in blu
il DAPI). Ingrandimento 10X (A, D) e 60X (B, C, E, F).



3.3.2 Analisi della tossicita della flunarizina

Per valutare quale concentrazione di flunarizina era possibile utilizzare per
eseguire le prove di protezione dal cisplatino ¢ stata testata la sua tossicita
alle concentrazioni 1-5-10uM per 24h. Anche in questo caso come
controllo sono state utilizzate PC12 differenziate non trattate, inoltre, ¢ stata
valutata anche la eventuale tossicita del solvente della flunarizina (DMSO)
alla concentrazione massima consentita (0,5%). I DMSO 0,5% non ha
mostrato tossicita (Fig. 53).

La flunarizina ¢ risultata estremamente tossica per le cellule neuronali
in quanto gia alla dose SuM si aveva una riduzione della vitalita, rispetto al
controllo, del 56% (P<0,01) contro il 4% alla concentrazione 1uM (Fig.
53).
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Figura 53: vitalita delle PC12 differenziate trattate con varie concentrazioni di
flunarizina per 24h. Dati raccolti con il saggio colorimetrico con MTS. L’assobanza ¢
espressa come densita ottica (OD). *: significativita calcolata rapportando il dato di ogni
concentrazione al valore del non trattato (OuM) (*: P<0,05).

Valutando 1’aspetto morfologico ¢ stato documentato che le cellule
non trattate presentavano dei lunghi e ramificati neuriti (Fig. 54A), il
trattamento con flunarizina 1pM non alterava la morfologia delle cellule
rispetto al controllo (Fig. 54B), invece, la dose di flunarizina SuM

determinava una perdita completa dei neuriti, inoltre, le cellule



presentavano dell vescicolazioni indice di una probabile morte per necrosi

(Fig. 54C).

Figura 54: immagini a contrasto di fase di PC12 differenziate trattate con
fluanrizina. A: non trattate; B: trattate con flunarizina 1uM per 24h; C: trattate con
flunarizina 5pM per 24h. Ingrandimento 10X.

Pertanto sulla base dei dati raccolti la concentrazione della flunarizina

1uM ¢ risultata la dose massima utilizzabile per studi di protezione.



3.3.3 Studio della protezione dell’azione tossica del cisplatino
Le PC12 differenziate sono state pre-trattate per 30 minuti con flunarizina
1uM e in seguito trattate con cisplatino SuM o 13uM o 50uM per 24h.

Dal co-trattamento ¢ emerso che la flunarizina ¢ in grado di
proteggere 1 neuroni dall’azione tossica del cisplatino per tutte e tre le dosi
testate. Confrontando 1 co-trattamenti con il dato di vitalita dei campioni
trattati con la dose di cisplatino corrispondente, si osservava un recupero
della vitalita pari al 22%, del 33% e dell’8% nei confronti rispettivamente
del cisplatino S5uM, 13uM e 50uM. Inoltre, il co-trattamento con flunarizina
e cisplatino 13puM mostrava una vitalita molto vicina a quella del campione

di controllo (Fig. 55).
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Figura 55: vitalita delle PC12 differenziate pre-trattate per 30 minuti con flunarizina
1uM e in seguito con cisplatino per 24h. Dati raccolti con il saggio colorimetrico con
MTS. L’assobanza ¢ espressa come densita ottica (OD).



Per quanto riguardava la morfologia ¢ stato osservato che la flunarizina
nelle cellule co-trattate non era in grado di previene la predita dei neuriti

causata dal trattamento con cis-DDP (Fig. 56).

Figura 56: immagini a contrasto di fase di PC12 differenziate. A: non trattate; B:
trattate con flunarizina 1uM per 24h; C: pre-trattate con flunarizina 1pM per 30 minuti e
in seguito trattate con cisplatino 13uM per 24h. Ingrandimento 15X.



4 DISCUSSIONE

L’indebolimento dell’udito colpisce quasi 7 milioni di italiani, spesso ¢
causato dalla perdita delle cellule sensoriali dell’organo del Corti (cellule
cigliate e neuroni), a causa di vari fattori che generano stress ossidativo, fra
questi sono compresi il rumore, le infezioni e 1 farmaci ototossici
(amminoglicosidi e cisplatino). Nei mammiferi la perdita delle cellule
cigliate risulta un evento cruciale poiché, a differenza dei rettili e degli
uccelli, queste cellule non hanno capacita rigenerativa, sono prodotte solo
durante lo sviluppo embrionale € non sono in grado di riformarsi se
vengono perse dopo la nascita (Ruben, 1967). Da molto tempo vengono
studiati metodi e sostanze che siano in grado di prevenire la perdita di
queste cellule e di proteggerle dagli agenti ototossici (Wang et al.,2003b).
Molti studi sull’ototossicita sono stati eseguiti in vivo ma la scoperta delle
colture cellulari ha permesso di svolgere ricerche su cellule che
rappresentano bene 1’organo di interesse (Piga et al., 2005; Saito et al.,
2003). In questa tesi sono state utilizzate due linee cellulari, le OC-k3
(cellule derivanti dall’orecchio interno di topo immortalizzato) per studiare
la ototossicita e la protezione sulle cellule cigliate e le PC12 (cellule di
feocromocitoma di ratto) indifferenziate e differenziate per eseguire le
medesime ricerche sulla componente neuronale.

Lo scopo di questa tesi ¢ stato quello di valutare in primis la tossicita
del cisplatino sulle due linee cellulari e poi testare alcune sostanze
protettive, indagando 1 meccanismi molecolari alla base della tossicita e

della protezione.



4.1 TOSSICITA DEL CISPLATINO

Il cisplatino (cis-DDP) ¢ un chemioterapico utilizzato in un ampio spettro
di neoplasie (Eastman, 1991; Rosenberg 1999; Katzung 2006), ma ¢ anche
conosciuto per 1 sui effetti ototossici e nefrotossici come danni collaterali
alla cura antitumorale (Humes, 1999; Devarajan et al., 2002; Rademaker-
Lakhai et al., 2006; Huang et al., 2007). Ricerche sia sull’'uomo sia su
animali hanno dimostrato che [’ototossicita del cisplatino risultava
maggiore a carico delle cellule cigliate esterne del giro basale della coclea
(Laurell & Bagger-Sjoback, 1991; Rybak et al., 1995, 1999; Kopke et al.,
1997; Liu et al., 1998; Evans & Halliwell, 1999; Alam et al., 2000; Huang
et al., 2000; Watanabe et al., 2001; Van Ruijven et al., 2005). Il cis-DDP
danneggiva anche le cellule del ganglio spirale inducendo o la perdita della
loro funzionalita o la morte (Rybak et al., 1995; Cardinaal et al., 2000; Van
Ruijven et al., 2005).

Dai dati raccolti in questa tesi ¢ stato confermato che su modelli in
vitro il cisplatino aveva un effetto tossico dose e tempo dipendente (Lee et
al., 1998; Wang et al., 2000; Bertolaso et al., 2001; Devarajan et al., 2002;
Imandi et al., 2004; Amran et al., 2005; Liu et al., 2008), e che induceva la
morte cellulare per apoptosi (Forge, 1985; Vago et al., 1998; Alam et al.,
2000; Pirvola et al., 2000; Watanabe et al., 2000; Liu et al., 2008) La
tossicita del cis-DDP ¢ apparsa pit 0 meno marcata in funzione della linea
cellulare che veniva trattata, infatti, in questo studio le OC-k3 sono risultate
molto piu sensibili al chemioterapico rispetto alle PC12 indifferenziate in
quanto a parita di concentrazione (13uM) le prime subivano una mortalita
del 20% a 24h e del 40% a 48h, mentre per le seconde le percentuali erano
minori (8% a 24h e 17% a 48h). Come documentato da Kim et al. (2000), la
privazione del siero per le PC12 comportava la morte cellulare per

apoptosi. In questa condizione le PC12 risultavano piu sensibili all’azione



tossica dell’etanolo rispetto a quelle mantenute in terreno con il siero
(Krzyzanski et al., 2007). Pertanto, nel nostro studio, per simulare un danno
su cellule che non erano gia state compromesse, le PC12 sono state
mantenute in terreno completo prima del trattamento con cisplatino, in
modo da isolarne I’effetto tossico, stesso tipo di procedimento utilizzato da
vari altri ricercatori (Klein et al., 2007; Piga et al., 2007).

Le PCI12 se trattate con NGF nell’arco di 6 giorni differenziano in
neuroni simpatetici (Greene & Tischler, 1976; Tischler & Greene, 1978).
L’eliminazione dell’NGF dopo il differenziamento comporta la morte
cellulare per apoptosi (Green & Tischler, 1976; Batistatou & Green, 1991;
Rukenstein et al., 1991; Mesner et al., 1992). Anche in questo caso come
per le PC12 indifferenziate abbiamo eseguito il trattamento con il cisplatino
senza eliminare ’NGF per valutare 1 danni causati esclusivamente dal
chemioterapico (Klein et al., 2007). In letteratura ¢ stato riportato che
I’NGF proteggeva 1 neuroni ritardando 1’apoptosi indotta dal cisplatino in
modelli animali (Apfel et al., 1992) e cellulari (es: DRG e PCI2
differenziate) (Koning et al., 1994; Jayadev, et al., 1995; Gill &Windebank,
1998; Mc Donald et al., 2005) ma in alcuni casi questo effetto non era stato
documentato (Windebank et al.,, 1994). Nel nostro studio le PCI12
differenziate sono risultate molto sensibili all’azione del cisplatino che
dopo 24h a basse concentrazioni causava una mortalita gia molto alta (circa
i1 40% per 1l cisplatino 13uM) e raggiungeva il 50% alla dose SOuM.

Come documentato da Previati et al. (2007) sulle OC-k3, il cisplatino
per esplicare la sua azione apoptotica danneggiava il citoscheletro. Anche
nel nostro caso sia le PC12 sia le OC-k3 sottoposte all’azione del farmaco
subivano una disorganizzazione delle fibre di actina con conseguente
cambiamento e restringimento della forma cellulare, la perdita del contatto
cellula-cellula, il distacco e il passaggio in sospensione. Questo fenomeno

si presentava gia alla dose 13uM, I’effetto si aggravava con il passare del



tempo di esposizione al cisplatino e con [aumento della sua
concentrazione.

Sulle PC12 differenziate il cis-DDP agiva causando 1’accorciamento
e la perdita dei neuriti con conseguente perdita della funzionalita neuronale,
gia documentata sulle stesse cellule e su altre linee neuronali sia dopo
trattamento con il chemioterapico (Koning et al., 1994; Quasthoff &
Hartung, 2002), sia dopo privazione dell’NGF (Dispersyn et al., 1999).

Parallelamente al citoscheletro ¢ stato indagato il danno a livello
nucleare. Su varie linee cellulari in particolare sulle HL60 ¢ stato
dimostrato che 1’apoptosi indotta da cisplatino causava la frammentazione
del nucleo dando il tipico DNA ladder (Rauko et al., 2001; Cipak et al.,
2003). Per entrambe le linee cellulari da noi studiate non ¢ stata evidenziata
nessuna frammentazione della cromatina nell’arco delle 48h di esposizione
alle concentrazioni di cis-DDP oggetto di questo studio (13uM per le OC-
k3, dalla 5uM alla 200uM per le PC12). Come noi, altri autori hanno
documentato come la morte cellulare causata dall’esposizione al cisplatino
avvenisse senza frammentazione della cromatina (Ormerod et al., 1994), in
particolare per le OC-k3 questo fenomeno era gia stato descritto da Previati
et al. (2007) 1 quali avevano trattato le cellule con cisplatino 50uM per 24-
48h.

Un marker tipico del processo apoptotico ¢ 1’esposizione della
fosfatidilserina (PS) sulla membrana citoplasmatica evidenziabile con
I’annessina-V (Bohm & Schild, 2003). Le PC12 e le OC-k3 mostravano
una positivita a questo marker gia alla dose 13uM e all’aumentare della
concentrazione di cisplatino si potevano anche osservare un principio di
condensazione e marginalizzazzione della cromatina e in casi rari la
frammentazione del nucleo in corpi rotondenggianti.

Tutti questi eventi indicavano che il cisplatino sulle linee cellulari da
noi studiate aveva un effetto tossico con induzione della morte cellulare per

apoptosi ma senza che vi fosse frammentazione della cromatina.



La dose di cis-DDP 13uM ¢ stata considerata quella ottimale per
studi di protezione, in quanto era la concentrazione minima in grado di dare
apoptosi, senza causare una mortalita pari o superione al 50%. Le dosi
superiori erano considerate troppo tossiche, infatti, per quelle pari e
superiori alla 100uM molto probabilmente le cellule morivano per necrosi
come documentato anche da altri autori su una linea cellulare epiteliale
renale (LLC-PK1) (Imandi et al., 2004) o su un’altra linea cellulare
derivante dall’orecchio interno di topo (HEI-OC1) (Devarajan et al., 2002).

Seppur limitandoci allo studio della vitalita e dei danni morfologici
causati dal cisplatino, anche per le PC12 differenziate, la concentrazione

13uM ¢ risultata quella limite per studi di protezione.



4.2 PROTETTORI

Anche se 1l meccanismo con il quale il cisplatino attua la sua azione tossica
non ¢ ancora ben chiarito, ¢ risaputo che esso ¢ in grado di formare
complessi con il DNA bloccando la progressione del ciclo cellulare (Huang
et al.,, 1995; Kharbanda et al., 1995; Jordan & Carmo-Fonseca, 2000;
Kartalou & Essigmann, 2001) o di indurre la produzione di ROS riducendo
gli antiossidanti cellulari (Clerici et al. 1995; Kopke et al., 1997; Evans &
Halliwell, 1999; Rybak et al., 1999; Davies, 2000; Feghali et al., 2001;
Teranishi et al., 2001). La fase finale dell’azione del cisplatino ¢ di indurre
la morte cellulare per apoptosi o necrosi. Il protettore ideale deve essere in
grado di interagire con il cisplatino, bloccando la sua tossicita o

inattivandolo o interferendo con 1l suo meccanismo d’azione.

4.2.1 11 Ginkgo biloba

Molte ricerche sono da tempo indirizzate verso 1’utilizzo di sostanze
antiossidanti come otoprotettori. Risultati positivi sono stati documentati
sia in vivo su animali (Teranishi et al., 2001; Ekborn et al., 2002; Li et al.,
2002; Teranishi & Nakashima, 2003) sia in vitro su espianti dell’ODC
(Feghali et al., 2001) o su colture cellulari (Bertolaso et al., 2001; Astolfi et
al., 2008).

In modelli animali sono state testate diverse sostanze ad azione
antiossidante somministrate a livello locale, come la p- o la L-metionina
(Ekborn et al., 2002; Li et al., 2002), il trolox (Teranishi & Nakashima,
2003) e la tiourea (Ekborn et al., 2003) le quali si sono dimostrate in grado
di proteggere 1’ODC dalla perdita delle cellule cigliate esterne e/o della
acutezza uditiva prodotta dal cisplatino. Inoltre, la p-metionina, cosi come il
DDTC (diethylditiocarbonato) e di MTBA (acido-4-metilbenzoico)

proteggono dalla riduzione del glutatione, dalla diminuzione dell’attivita



degli enzimi antiossidanti e dall’aumento della perossidazione lipidica
(Rybak et al., 2000; Campbell et al., 2003). Berolaso et al. (2001) hanno
dimostrato che sulle OC-k3, sostanze come N-acetilcisteina, il GSH e la
vitamina C, prevenivano la morte cellulare indotta dal cisplatino, indicando
che la formazione di ROS esplicava un ruolo fondamentale nella sua azione
tossica. L’effetto protettivo della N-acetilcisteina ¢ stato documentato
anche sui neuroni uditivi in colture organotipiche di espianti cocleari
(Feghali et al., 2001).

L’estratto vegetale del Ginkgo biloba (EGb 761) ¢ conosciuto per le
sue capacita antiossidanti e 1 suoi molteplici effetti benefici, ma viene in
particolar molto studiato nella prevenzione e la cura di patologie
neurologiche come I’ Alzheimer (Bastianetto et al., 2000a, 200b; Zhou &
Zhu, 2000; Chen et al., 2003; Kang et al., 2007). Alcune ricerche sono state
eseguite anche nei confronti dell’azione ototossica del cisplatino. Sono tutti
lavori in vivo nei quali veniva dimostrata che la otoprotezione dell’EGb 761
si esplicava attraverso la sua capacita di scavenger dei radicali liberi
dell’ossigeno e di ridurre la perossidazione lipidica diminuendo la tossicita
del cis-DDP senza alterarne la capacita antitumorale (Rybak et al., 1999;
Xu et al., 2004; Wang et al., 2006; Huang et al., 2007).

Non sono mai stati eseguiti studi di protezione in vitro con I’estratto
di G.biloba, su linee cellulari dell’orecchio interno, I’unico lavoro ¢ stato
pubblicato sui dati raccolti in questa tesi di dottorato (Astolfi et al., 2008).
Dopo aver valutato che 1’estratto del Ginkgo biloba (ginkgoselect) non era
tossico per le OC-k3 abbiamo documentato che la sua capacita protettiva, si
esplicava nei confronti del cisplatino 13uM e non per dosi piu elevate.
Come Kang et al. (2007) hanno dimostrato che il EGb 761 proteggeva le
PCI12 dal trattamento con Paraquat in maniera dose e tempo dipendente
anche il ginkgoselect (ginkgo) da noi testato difendeva le cellule dal
cisplatino nella medesima maniera. L’effetto massimo veniva raggiunto alla

dose di 150pg/ml e si attuava solo dopo 48h dal trattamento con il



chemioterapico. Il pre-trattamento con il ginkgo ¢ risultato piu efficace se
protratto per 24h prima dell’aggiunta del cisplatino. La protezione ¢ stata
provata sia dalla diminuzione della mortalita del 22,5% sia da una riduzione
del processo apoptotico data dalla mancata esposizione della PS nei
campioni co-trattati e dal mantenimento dello stato del citoscheletro che era
paragonabile con quello delle cellule che non avevano subito nessun tipo di
trattamento.

Abbiamo, inoltre, osservato che I’estratto del G. biloba per avere un
effetto protettivo sul ¢ doveva essere presente nel terreno al momento della
somministrazione del chemioterapico. Probabilmente il ginkgoselect ¢ in
grado di bloccare la tossicita del cis-DDP o interagendo direttamente con
esso o bloccando la sua entrata dentro la cellula o operando su altri
meccanismi, tipo la produzione di ROS, che al momento non sono ancora

stati da noi indagati.

4.2.2. La Flunarizina

La flunarizina ¢ il secondo protettore utilizzato nel nostro studio; ¢ un
farmaco calcio antagonista utilizzato per la cura delle emicranie (Spierings,
1998; Katzung, 2006) e dell’epilessia (Greenberg et al., 1987) ma viene
anche usato per trattare malattie dell’apparato uditivo, come le vertigini
(Olesen et al., 1988), il tinnito (Murai et al., 1992) e la malattia di Meenicre
(Thai-Van et al., 2001).

La regolazione dell’omeostasi del calcio € alla base di vari processi
cellulari, per esempio per le cellule cigliate e i neuroni dell’ODC questo
ione ¢ importantissimo per la trasduzione e trasmissione del segnale sonoro
(Blanchet et al., 1996; Dulon et al., 1998; Yamoah et al., 1998).

In molti studi € stato documentato che lo ione calcio (Ca*") ¢ un
secondo messaggero implicato nel processo apoptotico (McConkey &

Orrenius, 1995; Rizzuto et al., 2003). Variazioni della concentrazione del



Ca* a livello citosolico ([Ca*].) e dei serbatoi cellulari (reticolo
endoplasmatico e mitocondrio) segnano il destino della cellula (Cerella et
al.,2007). Un aumento sostenuto della [Ca®]. causata da vari tipi di insulti &
considerato essere il maggior meccanismo inducente la morte per apoptosi
o necrosi delle cellule nervose (Meldrum & Garthwaite, 1990; Nicotera et
al., 1992; Lipton & Rosenberg, 1994; Dowd, 1995; Trump & Berezesky,
1995). 11 cisplatino nella sua azione tossica causa un aumento della [Ca®].
(Dulon et al., 1991) anche se il meccanismo d’azione non € ben conosciuto.
L’uso di farmaci calcio antagonisti, ¢ oggetto di studi volti a bloccare o
prevenire la morte cellulare neuronale per apoptosi, in particolare nei
riguardi della privazione di fattori trofici come I’NGF (Dyspersin et al.,
1999).

So et al. (2005, 2006, 2008) hanno studiato la possibilita di utilizzare
la flunarizina per protegger le cellule cigliate del’ODC dall’apoptosi
indotta dal cisplatino, sia in colture cellulari (HEI-OCI1) sia in colture
primarie. Nel nostro studio sono state eseguite prove di protezione nei
confronti sia delle PC12 indifferenziate sia differenziate, in quanto in
letteratura non era mai stata studiata la possibilita di utilizzare la flunarizina
per proteggere 1 neuroni dalla tossicita indotta dal cisplatino.

I test di tossicita ci sono serviti per valutare quale fosse la dose
massima di farmaco da utilizzare nelle prove di protezione. La flunarizina ¢
risultata tossica per le PC12 indifferenziate a concentrazioni pari e superiori
alla 20uM sia a 24h sia a 48h di trattamento. La dose utilizzata nei co-
trattamenti ¢ stata la 10um alla quale la vitalita si manteneva a livelli
paragonabili al non trattato e non si notavano n¢ alterazioni del
citoscheletro n¢ induzione dell’apoptosi.

Nel caso delle PC12 differenziate il farmaco ¢ risultato molto piu
tossico, tanto da causare una mortalita del 56% gia alla dose SuM dopo 24h
di trattamento, in questo caso la concentrazione ideale per studi di

protezione ¢ risultata essere la 1uM, la stessa utilizzata da Schierle &



Brundin (1999) su culture neuronali embrionali per valutare la protezione
dal danno indotto dalla privazione del siero.

Dal co-trattamento flunarizina 10uM e cisplatino 13uM abbiamo
osservato che le PC12 indifferenziate venivano preservate dal danno del
chemioterapico in quanto erano mantenute alle condizioni del controllo sia
per quanto riguardava la wvitalita sia per 1’analisi dell’esposizione
dell’annessina-V e dello stato del citoscheletro. Questi dati concordavano
con quelli ottenuti da So et al. (2005) 1 quali sulle HEI-OC1 hanno
documentato la protezione della flunarizina 10uM nei confronti del
cisplatino 20uM. Anche nelle prove di co-trattamento con cis-DDP 50uM
abbiamo osservato un aumento della vitalita delle PC12 indifferenziate ma
in questo caso la mortalita cellulare restava ancora alta e 1’apoptosi non
veniva bloccata.

Da questi dati risultava che la flunarizina sembrava in grado di
ritardare 1’effetto tossico del chemioterapico. Nei confronti del cisplatino
13uM la protezione era totale probabilmente perché questa dose induceva
nelle cellule un danno ancora recuperabile. Invece, il cis-DDP 50uM
essendo molto piu tossico non permetteva alle cellule di riparare
completamente il danno e quindi esse andavano comunque in contro a
morte per apoptosi pur essendone ritardato 1’effetto.

Anche per le PC12 differenziate le flunarizina ¢ risultata protettiva e il
recupero massimo si osservava nei confronti della dose di cisplatino 13uM.
Come documentato da Dyspersin et al. (1999) nelle PC12 alle quali veniva
indotta la morte cellulare per privazione dell’NGF, la protezione della
flunarizina si esplicava con un aumento della vitalita neuronale, mentre le
indagini sullo stato del citoscheletro hanno evidenziato che il protettore non
era in grado di preservare dalla perdita dei neuriti. Seondo Dyspersin et al.,
1999 la morte cellulare e la perdita di neuriti erano due eventi indipendenti
e separati nel tempo. La flunarizina sarebbe in grado di proteggere le

cellule dall’apoptosi modulando il livello di calcio intracellulare agendo sui



serbatoi intracelulari (mitocondrio e reticolo endoplasmantico) o
influenzando la permeabilita di membrana (Rich &Hollowell, 1990;
Dyspersin et al., 1999).

I meccanismo con il quale la flunarizina protegge dal danno
apoptotico sia in vivo sia in vitro, non ¢ ancora stato ben chiarito. Viene
considerata una molecola multipotente per il fatto che oltre alla sua azione
calcio antagonista agisce con altri meccanismi che le attribuiscono la
capacita di interferire in diversi stadi, sia dell’apoptosi sia della necrosi
(Takei et al.,1994; Elimadi et al., 1998).

Tra le tante proprieta farmacologie della flunarizina una di quelle che
potrebbe essere considerata efficace nei confronti del cisplatino ¢ la
capacita di indurre il rilascio del calcio legato alle membrane prevenendo la
riorganizzazione lipidica, influendo di conseguenza sulla transizione di fase
della fosfatidil serina (PS) a cui seguirebbe la rottura della membrana,
(Thomas & Verkleij, 1990; Vogelgesang &Scheuffler, 1990; Eichler et al.
1994Vogelgesang et al., 1988) o la formazione del blebbing (Thomas et al.,
1988). Questa sua capacita spiegherebbe perché nelle PC12 indifferenziate
pre-trattate con la flunarizina 10uM venisse quasi del tutto eliminata la
esposizione della PS dopo trattamento con cis-DDP 13uM.

Molti ricercatori sostengono che la protezione della flunarizina
dall’apoptosi sia calcio indipendente. So et al. (2005, 2006, 2008), infatti,
descrivono come 1’azione otoprotettiva della flunarizina sul cisplatino si
attuava con aumento della concentrazione di calcio citoplasmatico, e con la
riduzione della perossidazione lipidica. Eichler et al. (1994), riportano
risultati simili sui DRG (Dorsal Root Ganglion) trattati con flunarizina
dopo privazione del siero. Da altri studi ¢ emerso che essa sia in grado di
agire direttamente sul mitocondrio o sulla perossidazione lipidica (Elimadi

et al., 1998; Takei et al., 1994).



4.3 FLUNARIZINA vs CISPLATINO: PROTEINE
COINVOLTE

Il meccanismo molecolare con il quale il cisplatino attua la sua azione
tossica ¢ soggetto a molte opinioni contrastanti, cosi come quello relativo
alle modalita di protezione della flunarizina, per questo motivo si € cercato
di svolgere delle indagini sulle PC12 indifferenziate per capire in che modo
questi due farmaci agivano se somministrati separatamente o nel co-
trattamento.

La maggior parte dei lavori riguardanti il patwhay apoptotico indotto
dal trattamento con cisplatino riferiscono del coinvolgimento delle proteine
della famiglia MAPK (ERK1/2, JNK, p38) sia su varie tipologie cellulari
(Persons et al., 1999; Wang et al., 2000; Mansouri et al., 2003; Choi et al.,
2004; Amran et al., 2005), sia da studi in vivo e in vitro sull’organo del
Corti (Devarajan et al.,2002, Wang et al., 2003a; Previati et al., 2007; So et
al., 2008). L’attivazione di queste proteine potrebbe causare la
fosforilazione della p53, I’attivazione della caspasi-3 e la generazione di
domini catalitici di alcuni isozimi delle PKC (-9, -¢, -{) con induzione della
morte cellulare (Fuchs et al., 1998; Basu et al., 2001). Gli stessi ROS che si
formano dopo trattamento con cisplatino possono promuovere la
permeabilizzazzione del mitocondrio (Lemasters, 1999), attivare la p53
(Chandel et al., 2000), il rilascio del citocromo-C (Reed, 1997) e le caspasi
(Higuchi et al., 1998).

Diversi studi hanno evidenziato come il cis-DDP era in grado di up-
regolare le proteine Fas e FasL (Fulda et al., 1997; Mansouri et al., 2003)
Infatti, Mansouri et al 2003 hanno osservato che la chiave determinante per
I’apoptosi indotta dal cisplatino era 1’attivazione sostenuta e prolungata sia

di JNK sia di p38, cio era correlato con una conseguente fosforilazione di



AP-1 che promuoveva un aumento della produzione del FAS-ligando con
successiva attivazione della caspasi-3 e in seguito esecuzione dell’apoptosi.

Secondo Devarajan et al. (2002), la tossicita del cisplatino sulle HEI-
OCl era associata con un aumento dell’attivita della caspasi-8 seguita dalla
formazione di t-Bid, la traslocazione di Bax sul mitocondrio, il rilascio del
citocromo-C e I’attivazione della caspasi-9. Uno dei maggiori targhet per
I’azione del cis-DDP su cellule tumorali risultava essere il mitocondrio
(Evans & Simpkins, 1998; Henkels & Turchi, 1999).

Quindi secondo 1 dati riportati in letteratura nel pathway apoptotico
del cisplatino verrebbero attivate entrambe le vie, recettoriale e
mitocondriale. In alcuni casi ¢ stato documentato che il chemioterapico
induce apoptosi in maniera caspasi indipendente (Nowak, 2000, Previati et
al., 2007.)

Nel nostro lavoro non ¢ mai stata osservata 1’attivazione né delle
ERK1/2 e nemmeno del JNK. Tutte le pubblicazioni che riportavano di
questa attivazione erano lavori effettuati con dosi di cisplatino molto piu
alte di quella utilizzata in questa tesi e su linee differenti dalle PC12. Per
esempio Wang et al. (2000) hanno documentato I’attivazione delle ERK e
del JNK in HL60 dopo circa 12h di trattamento con cis-DDP 30uM. In
cellule di glioma umano (A172) Choi et al. (2004) osservarono
I’attivazione delle ERK dopo 1h di trattamento ma con dosi di cisplatino
molto elevate (300uM). Lu & Cederbaum (2007) invece, dopo esposizione
delle E47 al cisplatino 250uM osservarono la fosforilazione delle ERK
dopo 16h ma mai quella del JNK. Questa variabilita di risultati sta ad
indicare come il cisplatino possa indurre risposte differenti in funzione
della concentrazione di utilizzo e della linea cellulare in esame. Nel caso
delle PC12 da noi trattate con cisplatino 13uM la mancata fosforilazione di
queste MAPK potrebbe indicare che alle condizioni sperimentali da noi
utilizzate la morte cellulare non era mediata dall’attivazione di queste

proteine.



Oltre alle MAPK sono state analizzate anche le proteinchinasi-C
(PKC), le 14-3-3B e il GAPDH.

Le PKC sono proteine il cui coinvolgimento nel processo apoptotico
risulta abbastanza controverso, alcune isoforme appartenenti a questa
famiglia sono considerate pro-apoptotiche (es: -o e -(,), altre invece
risultano anti-apoptotiche (es: -8) (Deacon et al., 1997; Dempsey et al.,
2000).

I dati da noi raccolti evidenziano come dopo trattamento con il
cisplatino 13uM I’espressione delle tre isoforme analizzate (o, { e 0)
avevano andamenti bifasici ma con tempistiche differenti. Sia per la PKCa
sia per la 0 si osservava un aumento della proteina gia entro 5 secondi dal
trattamento, ma il livello della PKCa rimaneva alta per lungo tempo (fino a
2h) quello della isoforma 6 diminuiva gia dopo 5 minuti per poi
raggiungere un secondo picco di espressione dopo 2h e calare ancora in
modo repentino. La PKC( invece aveva una risposta piu lenta e piu tardiva,
cresceva lentamente fino a 15 minuti per poi restare ad alti livelli di
espressione fino a 24h. La sovra-espressione delle PKC ¢ stata considerata
da alcuni ricercatori come pro-apoptotica (Reynald et al., 2000), al
contrario, altri la consideravano una forma di protezione solo per le
isoforme a e { (Frutos et al., 1999; Leverrier et al., 2002)

Questa differenza di espressione delle tre proteine poteva essere
determinata da piu fattori, primo fra tutti la modalita della loro attivazione
che ¢ strettamente legata sia ai loro co-fattori (il calcio, il diacil glicerolo e
la PS) sia alla loro localizzazione.

I picchi di espressione delle PKC potrebbero essere legati al fenomeno
descritto da Cerella et al. (2007). Essi hanno documentato che dal momento
dell’arrivo di uno stimolo apoptotico le cellule rispondevano con variazioni
della [Ca*"]c, inizialmente si aveva un aumento che causava una condizione
di standbay con effetto anti-apoptotico durante il quale la cellula cercava di

rispondere all’insulto riparando il danno. Seguiva una riduzione della



concentrazione di calcio che determina la decisione di andare in apoptosi
che diventava definitiva e irreversibile con un ulteriore aumento del [Ca*"]c.

Questo fenomeno potrebbe influenzare in particolare, la PKCa, che
essendo una PKCc che necessita di calcio per I’attivazione ¢ in grado di
rispondere molto piu prontamente alle variazioni della concentrazione di
calcio nel citoplasma.

Il picco di espressione precoce della PKCa e la graduale attivazione
alla membrana osservata fino ad 1h a cui seguiva il suo successivo ritorno a
livello citosolico seguirebbe il primo aumento della [Ca*]c, il secondo
picco piu tardivo, potrebbe essere associato al secondo aumento della
concentrazione dello ione nel citoplasma. I picchi precoci delle PKCa e o
potrebbero essere considerati protettivi, cosi come la risposta piu tardiva
della { che invece si localizzava principalmente in prossimita del nucleo
con un punto massimo a 3h e osservabile fino a 72h. La PKC) fa parte della
famiglia di protein chinasi nuove che non necessitano di calcio per essere
attivate, mentre la isoforma ( appartiene alla famiglia delle atipiche la cui
attivazione dipende esclusivamente della PS (Poweel et al., 1996), questo
spiegherebbe la risposta tardiva della PKCC. La cellula potrebbe attivare in
modo tardivo la isoforma { come secondo tentativo di protezione, per
supplire alla diminuzione della PKCo, infatti i due andamenti
dell’espressione erano abbastanza complementari.

Con il passare del tempo, e il persistere dello stimolo apoptotico
indotto dal cisplatino la cellula che probabilmente non era piu in grado di
riparare 1l danno, cominciava a produrre nuovamente la PKC6 dando il
secondo picco. Il calo osservato dopo 2h potrebbe essere legato al taglio
della proteina in frammenti altamente catalitici operato dalla caspasi-3
(Basu & Akkaraju, 1999; Basu et al., 2001). La fosforilazione di questa
isoforma ¢ considerata I’interruttore tra la sua attivita anti- e pro-apoptotica
in quanto il taglio ad opera delle caspasi avviene solo sulla forma

fosforilata (Brodie & Blumberg, 2003). La PKCo6 tagliata ¢ stata



considerata responsabile dell’aumento del meccanismo a “flip-flop” in
cellule Jurkat trattate con cisplatino (Frasch et al., 2000). Questo
coinciderebbe con il fatto che gia dopo 24h di trattamento con il cisplatino
13uM le PC12 esponevano la PS. Anche la PKC( calava dopo 24h
probabilmente per azione delle caspasi ma in questo caso il taglio induceva
una inattivazione della proteina (Frutos et al., 1999). La migrazione della
isoforma { a livello nucleare potrebbe indicare o I’attivazione di alcuni
fattori di trascrizione o il suo taglio operato dalla caspasi-3. Il meccanismo
di esposizione della fosfatidilserina sulla membrana citoplasmatica
potrebbe anche impedire 1’attivazione della delle tre isoforme.

Quindi possiamo supporre che la cellula in risposta all’insulto con
cisplatino attivava inizialmente la PKCa e la 6 come difesa, e in modo piu
tardivo interveniva 1’isoforma {. Dopo un primo tentativo di protezione la
cellula cominciava a produrre segnali pro-apoptotici promuovendo
I’espressione della PKCd. Il bilancio-tra segnali pro- e anti-apoptotici
decideva 1l destino delle PC12. La necessita da parte della cellula di
utilizzare differenti protein chinasi derivava probabilmente dalla necessita
di fosforilare o defosforilare contemporaneamente substrati diversi o con
localizzazioni cellulari differenti allo scopo di ottenere una risposta piu
completa.

Il trattamento con la flunarizina non aveva dato grosse variazioni
nell’espressione delle tre isoforme di PKC se non nel caso della PKC6 che
veniva sempre mantenuta a livelli di espressione molto bassi.

Quando veniva eseguito il co-trattamento la flunarizina modificava
I’espressione delle tre isoforme rispetto a quello osservato per il cisplatino.
La PKCC restava sempre a livelli uguali a quelli del controllo, I’isoforma o
calava dopo un picco iniziale probabilmente causato dall’aumento di calcio
intracellulare indotto dal trattamento con cisplatino. Invece, il primo picco
della PKC6 non veniva alterato, mentre il secondo era completamente

annulato.



L’effetto protettivo della flunarizna non implicava 1’attivazione di
protein chinasi tipicamente anti-apoptotiche, probabilmente perché essendo
un farmaco bloccante I’entrata di ioni calcio nella cellula, riduceva
I’attivazione di queste proteine, come ¢ stato documentato con 1’indagine
immunoistochimica. Il cisplatino causava comunque una risposta iniziale
probabilmente stimolando il rilascio di calcio dai serbatoi cellulari, la
cellula rispondeva attivando le PKC con funzione protettiva che poi
venivano completamente inibite nel tempo dalla flunarizina, probabilmente
bloccando la liberazione di calcio dai serbatoi cellulari o perché la
flunarizina attivava sistemi di protezione diversi.

Interessante ¢ il fatto che il primo picco della PKCd rimaneva uguale
sia nel trattato con cisplatino sia nei co-trattati. Probabilmente la cellula
induceva una sua istantanea attivazione con funzione protettiva, gia
documentata sulle PC12 private dal siero (Wert & Palfrey, 2000). Il
secondo picco che veniva completamente eliminato dalla flunarizina, era
legato probabilmente ad un segnale pro-apoptotico.

Le 14-3-3B sono considerate proteine pro-apoptotiche (Van der
Hoeven, 2000; Xiang et al., 2000; Sunayama et al., 2005, Su et al., 2008).
Fu et al. (2000) sostenevano che la loro funzione era strettamente regolata
dal loro livello di espressione e che probabilmente le proteine della famiglia
14-3-3 fungevano da fattori di sopravvivenza generici con la funzione di
aumentare 1 segnali pro-sopravvivenza e sopprimere il pathway apoptotico,
grazie alla loro capacita di legare molte varieta di molecole inattivandole e
rendendole quindi incapaci di esplicare il loro ruolo pro-apoptotico. Tra le
moltepilici molecole con le quali possono interagire sono state inserite
anche le PKC (Meller et al., 1996; Hausser et al., 1999)

Molti ricercatori sostengono che una sovra-espressione delle 14-3-3
sia un fattore anti-apoptotico (Chan et al., 1999; Zhang et al., 1999; Xing et
al., 2000; Masters & Fu, 2001; Chen et al., 2006).



Su et al. 2008) hanno documentato che le PC12 sottoposte ad uno
stress ossidativo provocato da MMP" (1-methyl-4-phenylpyridinium)
subivano un aumento della mortalita per apoptosi accompagnata da una
forte diminuzione dell’espressione delle 14-3-3. Quando veniva eseguito un
pre-condizionamento a scopo protettivo le PC12 recuperavano la vitalita e
questa era associata con una sovra-espressione delle 14-3-3. Anche nel
nostro caso le PCI12 trattate con cisplatino 13uM hanno mostrato un
repentino aumento dell’espressione di questa proteina con un picco di
espressione dopo 1 minuto per poi ridursi bruscamente e rimanere a livelli
pari o inferiori a quelli del controllo. Il trattamento con la sola flunarizina
invece causava un aumento della proteina istantaneo che poi si abbassava
restando comunque a livelli basali. Quando veniva eseguito il co-
trattamento la 14-3-33 veniva espressa ad alti livelli per quasi tutti 1 tempi
di esposizione.

Si puo quindi supporre che le PC12 sottoposte all’azione tossica del
cisplatino rispondevano aumentando la produzione della 14-3-3 per
sequestrare le molecole pro-apoptotiche e per promuovere 1’attivazione di
risposte anti-apoptotiche per esempio il legame tra la PKC{ e Raf-1 (Xing
et al., 2000). II calo successivo potrebbe essere giustificato dal fatto che in
seguito la cellula attivava altri meccanismi di protezione, come
I’attivazione delle PKC. L’effetto protettivo della flunarizina invece
sembrava attuarsi proprio mantenendo elevati i livelli di espressione della
14-3-3 come se con questo meccanismo non facesse altro che prolungare
la protezione che era naturalmente operata nelle fasi inziali dalle PC12. La
sovra-espressione della proteina 14-3-3 ¢ stata anche spesso associata ad
una in attivazione delle PKC (Meller et al., 1996; Hausser et al., 1999).
Questo spiegherebbe perche il pre-trattamento con la flunarizina causava un
abbassamento del livello di espressione di tutte le proteichinasi da noi

analizzate.



Infine, abbiamo indagato I’espressione del GAPDH, questa proteina
viene considerata un molecola targhet, in grado di funzionare da sensore
dello stress ossidativo (Chuang et al., 2005) e sembra essere legata al
processo apoptotico (Dastoor & Dreyer, 2001).

Chen et al. (1999) hanno documentato un aumento dell’espressione del
GAPDH in cellule nervose trattate con AraC, questa crescita era evidente
dalle 8h fino a 24h di trattamento per poi calare lievemente. La sovra-
espressione della proteina ¢ stata strettamente correlata al processo
apoptotico, Dastoor & Dreyer (2001) hanno osservato che nelle cellule in
apoptosi il livello del GAPDH era tre volte maggiore di quello delle cellule
non apoptotiche.

Le PC12 da noi analizzate mostravano un aumento dell’espressione del
GAPDH a partire da 3h di trattamento con cisplatino fino a 48h. Inoltre, la
sua localizzazione da citoplasmatica nel campione non trattato diventava in
alcune cellule nucleare gia dopo 3h di trattamento con il chemioterapico. La
traslocazione della proteina nel nucleo ¢ stata considerata come un evento
chiave durante I’apoptosi, come uno dei primi eventi che si attivano prima
di raggiungere il punto di non ritorno (Dastoor & Dreyer, 2001 .

Il livello di espressione del GAPDH cresceva anche durante lo stress
ossidativo (Dastoor & Dreyer, 2001). L’aumento di espressione della
proteina osservato nelle PC12 potrebbe essere correlato con I’induzione
della formazione di ROS da parte del cisplatino. La flunarizina non causava
nessuna variazione del livello basale del GAPDH. Durante il co-
trattamento, invece, induceva una riduzione dell’espressione della proteina
in esame. Questo portrebbe indicare che la flunarizina oltre ad agire da

bloccante del calcio ¢ in grado di fungere da antiossidante come gia

affermato da So et al. (2005, 2006, 2008).



S CONCLUSIONI E OBBIETTIVI FUTURI

Il cisplatino (cis-DDP) ¢ risultato estremamente tossico su tutte le linee
cellulari oggetto di questo studio (OC-k3 e PCI12 indifferenziate e
differenziate). La sua azione dose e tempo dipendente si realizzava
provocando danni al citoscheletro e inducendo la morte cellulare per
apoptosi o probabilmente per necrosi a concentrazioni molto alte.

Dagli studi di protezione eseguiti sulle OC-k3 il ginkgoselect (un
estratto del Ginkgo biloba) si ¢ dimostrato un composto con buone capacita
protettive, permettendo un recupero della vitalita nelle cellule trattate con
cis-DDP 13uM e una riduzione del processo apoptotico. La protezione del
era dose e tempo dipendente. L’effetto protettivo maggiore si osservava
dopo 48h alla cocentrazione di ginkgoselect 150ug/ml ¢ dopo un pre-
trattamento di 24h. I dati raccolti sono risultati incoraggianti e utili per
poter continuare gli studi di protezione, che saranno rivolti anche su colture
primarie dell’organo del Corti. Di particolare interesse sara valutare anche
il meccanismo d’azione del protettore, sia analizzando 1 livelli di
ossidazione cellulare con il test per il GSH, sia documentando 1’espressione
di proteine coinvolte nel pathway apoptotico. Questi lavori ci serviranno
per stabilire se il ginkgoselect nei confronti del cisplatino agisce come un
antiossidante, se interferisce con il chemioterapico sequestrandolo dal
mezzo di coltura o riducendo la sua capacita di penetrare entro la cellula e
quindi di esplicare la sua azione tossica.

Per quanto riguarda il secondo protettore, la flunarizina, i test sulle
PCI12 indifferenziate e differenziate hanno evidenziato che anch’esso
attuava una buona protezione nei confronti dell’azione tossica del cis-DDP,
sia aumentando la vitalita cellulare sia riducendo 1’apoptosi. La dose
efficace per proteggere le cellule indifferenziate ¢ risultata la 10uM mentre

per 1 neuroni era la 1uM. Interessante ¢ stato osservare che per le PC12



indifferenziate la protezione nei confronti del cisplatino 13uM era totale,
mentre per la dose S0uM si osservava un buon recupero ma non completo.
Nei confronti dei neuroni la protezione massima si aveva rispetto il
cisplatino 13uM ma la flunarizina a parte dare un recupero della vitalita
non era in grado di prevenire il danno al citoscheletro che risulatava nella
perdita dei neuriti.

Gli studi eseguiti in merito al meccanismo d’azione sia del cisplatino
sia della flunarizina ci hanno permesso di porre le basi per continuare la
ricerca in modo sempre piu mirato. Possiamo pensare che probabilmente
alla dose di cis-DDP utlizzata per i co-trattamenti (13uM) le cellule si
trovavano in una fase precoce dell’apoptosi considerata reversibile. Questo
potrebbe spiegare perché la mortalita non risultava mai nell’intorno del
50% e la mancata espressione di proteine del pathway apoptotico come
MAPK che normalmente mediano in modo piu tardivo 1 segnali apoptotici
di entrambe le vie. Infatti, abbiamo documentato 1’espressione di proteine
che sono molto a monte rispetto all’attivazione degli effettori di morte,
quindi possiamo dire di avere studiato il meccanismo piu precoce di
risposta cellulare all’insulto.

In questa condizione la cellula attivava inizialmente una via anti-
apoptotica coinvolgendo le 14-3-3p e le PKC e in seguito cominciava ad
esprimere proteine pro-apoptotiche com la PKCd. Inoltre, I’aumento di
espressione del GAPDH e la sua traslocazione nel nucleo, seppur ristretta
ad un numero limitato di cellule, indicava che le PC12 si trovavano in una
fase “decisionale”. Solo un ulteriore imput tossico, che poteva essere una
dose superiore del chemioterapico o un tempo di esposizione maggiore,
avrebbero potuto causare la irreversibilita del processo apoptotico. Pertanto
in futuro sarebbe interessante documentare la risposta apoptotica delle
PC12 a dosi piu elevate di cis-DDP.

Il meccanismo di protezione della flunarizina sembrava quello di

ritardare I’effetto apoptotico del cisplatino, infatti, 1 danni causati dal cis-



DDP 50uM venivano ridotti ma restavano a livelli paragonabili a quelli
dovuti al cisplatino 13uM. Inoltre, sembrava agire stimolando la risposta
anti-apoptotica cellulare aumentando 1’espressione della 14-3-33 e
riducendo quella del GAPDH. Interessante sara documentare il pathway di
espressione dell’apoptosi su PC12 co-trattate con flunarizina 10uM e
cisplatino 50uM al fine di documentare come possa agire questo protettore
nei confronti di un danno che probabilmente pone le cellule in una
condizione di irreversibilita del processo.

Sara altrsi importante verificare, con 1’uso dell’equorinometro, come
sia la flunarizina sia il cisplatino agiscono sulla concentrazione del calcio
citoplasmatico e se tali ed eventuali variazioni determinano le modifiche
nell’espressione delle proteine oggetto di questo studio, in particolare delle
PKC. Allo stesso tempo verranno eseguite delle indagini per documentare
se la flunarizina ¢ in grado di bloccare lo stress ossidativo stimolato dal cis-
DDP. Queste prove ci permetterano di chiarire se nella suo meccanismo
protettivo la flunarizina agisca come bloccante del calcio o come
antiossidante.

Infine, si continueranno le ricerche in merito allo studio della
protezione neuronale, svolgendo le medesime prove eseguite sulle PC12
indifferenziate anche su quelle differenziate per poi esportare le conoscenze

acquisite su colture primarie di neuroni del ganglio spirale.
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