UNIVERSITA
DEGLI STUDI
DI PADOVA

Sede Amministrativa: Universita degli Studi di Padova
Dipartimento di Pediatria

SCUOLA DI DOTTORATO DI RICERCA IN
MEDICINA DELLO SVILUPPO E SCIENZE DELLA PROGRAMMAZI ONE
INDIRIZZO: MALATTIE RARE
CICLO XXiIli

Nutlin-3 sensibilizza le cellule di medulloblastoma
allapoptosi indotta da agenti chemioterapici attra verso
la stabilizzazione di p53 mediante inibizione diMd  m2.

Direttore della Scuola: Ch.mo Prof. Giuseppe Basso
Coordinatore d’indirizzo:  Ch.mo Prof. Giorgio Perilongo

Supervisore : Prof. Angelo Rosolen

Dottorando : Angelica Zin






RIASSUNTO

SUMMARY

1. INTRODUZIONE
1.1 Medulloblastoma: caratteristiche cliniche ¢erapeutiche 7
1.2 p53 9
1.3 Metabolismo e regolazione dp53 11
1.4 Espressione dp53 nel Medulloblastoma 13
1.5 L'apoptosi 14
1.6 La cascata apoptotica 14
1.7  NUTLIN-3 18

2. MATERIALI E METODI 21
2.1 Colture cellulari 21
2.2 Reagenti ed anticorpi 21
2.3 Chemioterapia e Saggio di citotossicita con MTT 22
2.4 Irradiazione e Saggio di citotossicita con MTT 23
2.5 Immunoblotting 23
2.6  Analisi fluorocitometrica 24
2.7 Epifluorescenza nucleare con colorazione DAPI 25

3. RISULTATI 26
3.1 Caratterizzazione delle linee cellulari di medulloltastoma ed effetto del
trattamento farmacologico. 26
3.2 Nutlin-3 aumenta I'effetto citotossico delle radiaioni ionizzanti su MB1603, linea
cellulare con p53wild-type. 3 3
3.3 Il trattamento con Nutlin-3 determina attvazione di p53 e induzione di proteine
coinvolte nell’apoptosi. 35
3.4 Nutlin-3 induce arresto del ciclo cellulag e stimola il processo apoptotico.__ 46
3.5 Condensazione e frammentazione nuclearedsllule di medulloblastoma trattate
con Nutlin-3 e chemioterapici. 51

4. DISCUSSIONE 57

5. BIBLIOGRAFIA 63







RIASSUNTO

Il medulloblastoma & il piu frequente tumore ceaddr maligno del bambino.
Nonostante miglioramenti importanti, la prognosi gazienti € ancora sfavorevole,
soprattutto in caso di metastasi, progressioneidiva di malattia. Inoltre, la prognosi
dei lungo-sopravviventi € pesantemente condiziorddgli effetti collaterali della
chemioterapia e della radioterapia, che includomgmogressivo declino delle funzioni
cognitive, problemi endocrinologici e neurosendgriasorgenza di secondi tumori.
Abbiamo studiato I'effetto della molecola Nutlini&,combinazione con chemioterapici
di uso comune, quali Etoposide, Cisplatino e Vstana, e con il trattamento radiante su
linee cellulari di medulloblastoma, allo scopo drificare se la somministrazione
combinata determini una migliore risposta terapeutispetto ai trattamenti singoli
tradizionali.

P53 €& una proteina espressa ubiquitariamente ia tetcellule, che sovrintende al
mantenimento dell'integrita del patrimonio genetieb controllo del ciclo cellulare,
all'induzione di processi di differenziazione, sstenza e apoptosi. Nei tumori
pediatrici, come il medulloblastoma, p53 viene espa allo stato nativo ma viene
inattivata da meccanismi post-traduzionali. NuBire in grado di favorire I'apoptosi
liberando la proteina p53 dal suo principale imitet MDM2 (ubiquitina ligasi). MDM2

€ un’ubiquitina ligasi di tipo E3 che forma un dimmecon p53 e procede alla sua
ubiquitinazione, fino a condurla a degradazionggmeomale. Nutlin-3, antagonizzando
guesto processo, libera e stabilizza p53, che mddgindurre apoptosi con effetto
nettamente piu intenso.

| risultati dimostrano che Nutlin-3, da sola, medée stabilizzazione e attivazione di
p53, € in grado di indurre apoptosi. La somminigtnae combinata di Nutlin-3 con
chemioterapici convenzionali o con radioterapiarententa I'efficacia dei singoli
trattamenti. In particolare, la co-somministraziork Nultin-3 determina una
significativa riduzione della vitalita cellulareuma piu intensa apoptosi, anche con dosi
estremamente ridotte di chemioterapici convenziomaldi radiazioni ionizzanti.
Abbiamo dimostrato che tale azione & p53-dipendenéeliante studio dell’espressione
dei target molecolari di p53 e di una proteina agite dei meccanismi di apoptosi.
Inoltre, nel nostro modello cellulare I'effettoraanifesta precocemente, gia dopo 16 ore
di esposizione, generando una risposta apoptotdto rsignificativa alle 72 ore.



SUMMARY

Medulloblastoma is the most frequent pediatric graint brain tumor. Despite recent
improvements, its prognosis is still dismall in €a$ metastatic disease, progression or
relapse. Moreover, long-term survivors suffer frawxicities from chemo- and
radiotherapy, such as neurocognitive impairmentgdoernnological and sensorial
problems, and secondary malignancies.

We studied the efficacy of Nutlin-3, alone and ambination with other agents (namely
Etoposide, Cisplatin, Vincristine), and radiothgragm medulloblastoma cell lines, and
verify whether the co-treatments induced increassgdonse.

P53 is a ubiquitously expressed protein that regsl@genome integrity, cell cycle
progression, differentiation, senescence and ap@pttn pediatric brain tumors it is
expressed as wild type, but its functions are imgobat post-translational levels. Nutlin-
3 can induce apoptosis, by counteracting the muogbitant p53 inhibitor, MDM2.
MDM2 is a E3 ubiquitine ligase which forms a heténoer with p53 and, through
ubiquitinization process, promotes p53 proteosordagradation. Nutlin-3, thus,
increases un-ubiquitinated (active) p53, whichummtincreases apoptosis.

Our results show that in medulloblastoma cell licasrying wild type p53, Nutlin-3,
can induce apoptosis. Association of Nutlin-3 amento- or radiotherapy increases
efficacy of each chemiotherapy agents and of rhdiapy. We confirmed that those
effects are p53-dependent, by studying expressieeld of p53 molecular targets and
apoptosis induced proteins. When we analized desganse-curve in a p53 wild type
medulloblastoma cell line, Nutlin-3 effects wenadent after only 16 hours and high

apoptotic rates were detectable after 72 hours.



1. INTRODUZIONE

1.1 Medulloblastoma: caratteristiche cliniche edrapeutiche

| tumori del sistema nervoso centrale (SNC) sontumori solidi piu comuni e
costituiscono, per frequenza, il secondo gruppeedplasie infantili, dopo le leucemie e
i linfomi.
Il medulloblastoma € il piu frequente tumore matigmna le neoplasie del SNC delle
qguali rappresenta circa il 20-30%. L'incidenza ggiga intorno a 5 casi per milione in
eta compresa tra 0 e 14 anni, con picco di insa@a@errso i 5 anni; il sesso maschile e
colpito con una frequenza pressoché doppia rispeftosesso femminile. |l
medulloblastoma presenta una rapida crescita enpoiitante tendenza all'invasivita:
ha una rapida diffusione attraverso il liquido @ecespinale, con conseguente
metastatizzazione in diverse aree dell’encefal@®lentddollo spinale, mentre piu rare
sono le metastasi extra-SNC. La sopravvivenza arb s attesta intorno al 60%.
[C.G.Ebhart, J.L.Kepner,et al. Cancer, 2002, Januab, 94, 552-560]
Recentemente I'Organizzazione Mondiale della Sar{ifdHO) ha definito una
classificazione dei principali sottotipi di meduilastoma (MB):

= MB classico (circa 70% dei casi): presenta cellule densamstpate, piccole,

con nucleo ipercromatico e scarso citoplasma; cilioza prevalentemente nel

verme del cervelletto;

MB desmoplastico(circa 15%), con aspetto nodulare, che presenia aoricca
cellularita e zone ricche di stroma; si localizeegtientemente negli emisferi del

cervelletto;

MB ad estesa modularita (meno dell’l%) con nidi di cellule a marcata

differenziazione neuronale;

MB a grandi cellule/anaplastico(~ 10%) presenta cellule raggruppate in piccoli
“nidi” con citolplasma abbondante, nucleo grandegolare, abbondanti mitosi,

a volte irregolari, estese aree necrotiche ed tafiope;

MB melanocitico e medullomioblastoma, che sono due rare varianti del
medulloblastoma classico. Il melanocitico presemianina nelle cellule ed
assume aspetto epitelioide; il medullomioblastoma haspetti di

rabdomioblastoma con formazione di fibrille muscolgleihues P., Luois DN,



J Neuropath Exp. Neurol; 61, 215-225, 2002].[Elhs®.W., Clifford S.C.,
Eur.J.of Ped.Oncol., 2003, 7, 53-56].

Uno dei primi sintomi del medulloblastoma e l'aurtewlella pressione intracranica,
che si manifesta con cefalea, vomito, e piu tardimate ipertensione e bradicardia.
Inoltre i pazienti appaiono astenici, presentanstudbi del movimento (atassia) e
nistagmo, debolezza muscolare ed irritabilitd. Bogs presentare alterazioni di
personalita e di comportamento. La presentazioingalpuo essere varia e dipendere
dalle dimensioni e dalla posizione della massa tafao

Il medulloblastoma ha peraltro elevata tendenzanélfrare i tessuti circostanti e le
meningi, mentre raramente tende a diffondere adlfe® del SNC[Brosh R., Rotter V.,
Cancer, 2000 Oct., 901-713]

Per quanto concerne il trattamento, esso si bdkasportazione chirurgica della massa,
seguita dalla radioterapia e dalla chemioterapgarddioterapia € stata la prima forma di
trattamento e attualmente viene erogata su twassé cranio-spinale. Successivamente,
e stata associata la chemioterapia alla radio@rapi modo da ridurre la dose di
radiazioni e diminuirne gli effetti collaterafiStrother DR PI, Fisher PG, Hunter JV,
Principles of Ped.Onc.,2003,778-785]Infatti, I'uso delle radiazioni determina un
arresto di sviluppo del SNC tanto piu grave quapito giovane e il paziente. La
conseguenza € un progressivo declino delle funziognitive, complicato da problemi
endocrinologici. Tale complicanza e di particolaileevo perché il medulloblastoma
colpisce prevalentemente individui in eta pediatric

Contro il medulloblastoma si impiegano alcuni trghemioterapici piu comuni, inclusi
etoposide (VP16)cisplatino (CDDP) o vincristina (VCR).

Il Cisplatino € un composto inorganico strutturatt@emolto semplice ed € uno dei piu
efficaci e diffusi antineoplastici in usduttavia il CDDP si avvale di una serie di
proprieta quali un ampio spettro di attivita antirale (efficacia su tumori a crescita
lenta/rapida, localizzati/disseminati) e non subisdeformazioni e cambiamenti
particolari.[H. Huang, L. Zhu, B. R. Reid, G. P. Drobny, PHdpkins, Science, 1995,
270, 1842 [P. M. Takahara, C. A. Frederick, SLijppard, J. Am. Chem. Soc. 1996,
118, 12309]Il VP16 e una molecola organica, derivato di semésii che si ottiene dalla
podofillotossina, glicoside di estrazione dal rizodel Podophillum peltatumil VP16
lega il complesso DNA-Topoisomerasi I, bloccandoédla forma clivata. Cosi facendo

si impedisce la replicazione corretta del genoma& dpparira completamente



frammentato. La cellula andra rapidamente incoatroorte.Infine, la Vincristina & un
farmaco antitumorale ricavato, come la vinblastoi@a,una pianta, Catharanthus roseus
(pervinca del Madagascar), anche nota con il nooneuoe "vinca rosea". Le proprieta
antitumorali della vincristina derivano dalla suwacita di inibire la divisione cellulare
agli stadi precoci del processo di mitosi. La viskna si lega ai monomeri di tubulina,
impedendo la formazione dei microtubuli delle fibdel fuso. [Ngrregaard A.,
Kristensen B.W., Neurotox Res 2011, Dec Pgjiché la vincristina agisce impedendo
alle cellule di dividersi, essa non € in gradonibire in maniera selettiva la divisione
delle cellule tumorali e bloccando la divisioneutha porzione di cellule sane, causa
effetti collaterali.[A. S. Jaggi, N. Singh, Toxicology 291 (2012) 1- 9]

Benché utilizzati a dosaggi relativamente bassseretamente tollerati dall’organismo,
essi causano danni piuttosto gravi anche a porzamé del tessuto cerebrale e di altri
tessuti, specie se in fase attiva di replicazigpuetando a conseguenze gravi e talora
irreversibili. La loro efficacia sulle cellule neagtiche € indiscussa, tuttavia la loro
somministrazione continuativa crea lesioni allelutel neuronali sane. In tal modo,
specie per i derivati del Platino, il paziente pdivenire portatore di sordita
neurosensoriale, oltre che presentare altre coenpg& dovute alla chemioterapia.
[N.G.Gottardo, A.Gajjar, J.of Child Neurology, 2008ct, 23, 10, 1149-1159]

Per tale motivo, l'utilizzo di strategie alternaiypuo determinare un miglioramento
della sopravvivenza, permettendo al contempo ditdima gli effetti collaterali. La
ricerca attuale si concentra pertanto sull’indiv@dione di caratteristiche biologiche che
possano dimostrarsi un utile bersaglio terapeuticaellindividuazione di agenti

terapeutici alternativi, da associare agli attaaeliemi terapeutici convenzionali.

1.2 p53

by

p53 o “guardiano del genoma” € una proteina ubaquat espressa in tutte le cellule,
coinvolta nella maggior parte delle forme di nes@analigna.

Riveste un ruolo di fondamentale importanza in ¢ugorovvede al mantenimento
dell'integrita del patrimonio genetico stabilizzandl DNA e prevenendone le

mutazioni. Oltre a cio controlla il ciclo cellularenduce i processi di differenziazione,
senescenza, apoptosi e agisce come oncosoppredSveati stressanti, come
'esposizione ad agenti chimici o fisici che detemmo danni al DNA, di norma

comportano un aumento della concentrazione deBarpparticola nella forma attiva.



TP53 ¢ il gene codificante per p53 ed é situatdreatcio corto del cromosoma 17p. La
perdita del braccio corto del cromosoma 17 é [aamlam piu frequente nel
medulloblastoma e determina un comportamento agjgeeslel tumore[Lamont JM,
McManamy CS, Pearson AD, Clifford S, Ellison DWn@ancer Res; 10, 5482-5493,
2004].
Sono stati descritti due meccanismi di regolazideléespressione di p53 oltre che della
sua attivita. Il primo coinvolge la degradazione ph3 tramite ubiquitinazione e
degradazione proteosomica. La proteina apparesegsiestrata a livello del citoplasma
e non esplica piu la sua funzione nucleare.
L’altro meccanismo implicato e l'espressione ditpnoe capaci di interferire con
I'attivazione e la funzione di p53 o I'espressiatieisoforme di p53 (a seguito dello
splicing alternativo a carico del gene TP53) ddfdr dalla proteina nativgSlack A,
Chen Z, Tonelli R, et al. Proc Natl Acad Sci USA320102: 731-6].1l risultato di
guesti processi e che la proteina appare cosi segteea livello del citoplasma in forma
inattiva e non esplica piu la sua funzione a livelel nucleo o dei mitocondfiJacobs
WB, Walsh GS, Miller FD. Neuroscientist 2004; 1834%65]
Per poter agire, p53 non solo deve trovarsi nelemjana deve anche formare dei
complessi o tetramerizzare: infatti si € visto cdagorzione C-terminale interagisca
col cuore della proteina-tetramero cosi da permrettél suo aggancio ai siti di
riconoscimento del DNA[M.Matsumoto; M.Furihata; Y.Ohtsuki Med.Mol.Morphol.
(2006) 39:79-87]
p53 esplica la sua azione di oncosoppressore ntediamerosi meccanismi:

l.arresta temporaneamente il ciclo cellulare in Gp& riconoscere il danno

cellulare;
2.attiva la riparazione del DNA attraverso attivasodelle proteine atte a tale
Scopo;

3.innesca il processo apoptotico qualora il danrgeabma risulti irreparabile.

Per poter compiere queste attivita la proteinaedegare i siti promotori del DNA
relativi a geni specifici, al fine di regolare lfgessione genica di proteine responsabili
delle attivita sopra citate.

E’ possibile distinguere due classi dersagli trascrizionalidi p53 coinvolti nel

processo apoptotico:
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* | componenti della via dei segnali di morte cellal&STRINSECI (Death
Receptor DR, TNF, superfamiglia di recettori R{datdi interazione di ligando-
recettore L). Ad esempio CD95/Fas/Apo-1, DR4, DRppartenenti alla
famiglia dei TNF-R, sono trascrizionalmente indoii p53 poiché cosi possono
contribuire all’apoptosi;

» Componenti centrali della via apoptotidéTRINSECA , mitocondriale (APAF-1
componente chiave dell’'apoptosoma, PUMA, NOXA). dpeessione di questi
geni e strettamente controllata da p53: mediantstguproteine p53 controlla
I'arresto del ciclo cellulare in fase G1, effettrecsi manifesta in risposta ad una

varieta di eventi stressanti.

Alcuni tra i principali bersagli molecolari di p5®no p21, che determina I'arresto del
ciclo cellulare in G1 e partecipa all’arresto in/M2in seguito a danno al DNA, e
MDM2 la cui espressione viene indotta quando p5Gemia. MDM2 é infatti un
enzima che porta a degradazione p53, pertantoaansimzione mantiene I'equilibrio

omeostatico intracellulare.

1.3 Metabolismo e regolazione @53

p53 e sottoposta a processi metabolici che ne argdlespressione e I'emivita. Il piu
importante meccanismo di regolazione ha per protiatp la proteina MDMZMurine
Double Minute 2) Si tratta di un enzima, un’ubiquitina ligasi E&sso ¢ il terzo ed
ultimo enzima implicato nella ligazione dell’Ubiduia alle proteine.

MDM2 lega la regionex-elica di p53 creando l'interazione proteina-pnoéein una
regione largamente idrofobica. Strutturalmente MDNIRO esistere in ben 29
conformazioni differenti, tuttavia essa ne assuale alcune per l'interazione con p53.
In questo modo viene bloccata lattivitd di p53tad&he il suo dominio attivo e
occupato, e viene innescato il processo di ubimpeione della proteina.

MDMZ2 infatti lega le molecole di Ubiquitina (Ub)lalLys del sito TAD della p53.

Il legame tra p53 e I' Ubiquitina mediata da MDM2@o I'ultimo evento di una serie
complessa di reazioni. Infatti, 'ubiquitina viedapprima attivata con una molecola di
ATP, mediante un legame tioestere ad alta energid tarbossile della Gly terminale

dellUb e il residuo di Cys dellenzima E1 della scata di ubiquitinazione.
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Successivamente I'Ub viene trasferita nel sitovattiel’enzima E2 dove e presente un

altro residuo di Cys (si ottiene una reazione ahsrtio-esterificazione).

Stress

Ubiquitin

DNA Damage

- a
i

Active -

Cﬂ'rg_l‘i"‘w Cell Cycle
Progression

DNA Apoptosis
Repair

Fig. 1 Pathway di ubiquitinizzazione di p53 ad pera di MDM2.

A questo punto intervien€ ubiquitina-proteina-ligasi (o E3)che interagisce con
I'etero-dimero E2-proteina da degradare. L’ Ubiouatviene legata ai residui di Lys

della proteina da eliminare che e immediatamenterdettata dal proteosoma e

degradata.
54
O AMP:PP o [ E1 J-sn o N 2} o /HING Es 0
C-OHZ,E;{ [ &t ]-s—C-p)—2[Ez}s-c{0D) g @HECT H3
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NH; '3
e "’lf.% #O
NH, C'x

Fig. 2 Chimica del processo di ubiquitinizzazioa

L’ ubiquitinazione (monoubiquitinazione) di p53 rmalcleo avvia i segnali di trasporto
che mediano la migrazione di p53 verso il citosmlalandra incontro, anche in base ai
siti e al numero di ubiquitine legate, a destifiiedenti,:

= va incontro a degradazione attraverso la via dalepsoma,;

» lega proteine che la mantengono sequestrata raglasima in forma inattiva,

anche se non viene attivata la degradazione pateals;
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» puo essere riattivata in caso di danno medianteipe Chaperon, deubiquitinasi,
chinasi o acetilasi (per essere fosforilata o &tatie quindi per prepararsi

strutturalmente allo svolgimento della sua ativt induttore genico);

Tra MDM2 e p53, tuttavia, esiste anche un equbilirascrizionale; infatti quando vi
sono stimoli che inducono un aumento dell’'espressidi p53, essa stessa andra ad
indurre I'espressione di MDM2 che mantiene I'edaribb tra induzione e degradazione
della proteina, cosi da evitarne un accumulo imtignato (feedback negativo).

Ecco perché nelle cellule sane e non sottoposteeassvi sono bassi livelli di p53:
perché essa viene espressa in quantita minime enappecessarie a supervisionare
l'integrita del genoma e in ogni caso viene regukmte degradata da MDM2. Questo
equilibrio si rompe nelle cellule tumorali, ancher pna maggior espressione di MDM2
con conseguente maggior degradazione di p53 clme \@eperdere la sua funzione di

guardiano del genoma.

Data I'estrema importanza di p53, numerosi studinleadescritto un ulteriore processo
che interviene nella regolazione dell'interazion®MR-p53: si tratta dell'intervento
delle chinasi. E’ stato dimostrato che molteplicizieni chinasici sono attivi nella
fosforilazione delle due proteine su residui di €er, tuttavia il risultato che si ottiene
e totalmente oppostfM.Matsumoto;M.Furihata; Y.Ohtsuki Med.Mol.Morphol. (2006)
39:79-87]

ATM, ATR, JNK, p38, CdK2, DNA PK sono enzimi comumente attivi su p53 e su
MDMZ2; ciononostante p53 viene stabilizzata e atavin quanto si mantiene libera da
MDM2, mentre quest’ultima viene bloccata nella attavita di legame per p53 poiché i
gruppi fosfato creano un ingombro sterico che ingmxa p53 di adagiarsi nel suo sito
di legame specifico. Generalmente p53 viene fdsfarisolo in seguito a danni al
genoma dovuti a farmaci o a radiazioni ionizzapéilarcon-Vergas D, Ronai Z,
Carcinogenesis,2002,vol 23, no 4, 541-547]

1.4 Espressione dp53 nel Medulloblastoma

Mutazioni del gene TP53 nei tumori dell’eta pedéaty quali il medulloblastoma, sono
eventi molto rari e per lo piu legati a sindrominiari. Nonostante questo, p53, specie

nella variante anaplastica a grandi cellule di nletllastoma, viene espressa ad elevate
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concentrazioni senza indurre le sue caratteristfoheioni, come se funzionalmente
alterata. Inoltre, maggiori sono i livelli di espstone di p53 nel tumore, maggiore e
'aggressivita e peggiore e la prognosi dei pazihétti.

In base a questi presupposti, ci sono evidenz&attelche il pathway controllato da p53
sia effettivamente perturbato nel medulloblastomdiicendo alla perdita della funzione
di controllo svolta da p53 e alla riduzione dei natdsmi che dovrebbero portare la
cellula tumorale ad apopto$hdesina AM, Dunn ST, Moore WE, Nalbantoglu J. Bath

Res Pract 2000; 196:243-50], [Eberhart CG, ChaudiyDaniel RW, Khaki L, Shah

KV, Gravitt PE. BMC Cancer 2005; 5:19].

1.5 L’apoptosi

Fisiologicamente o a seguito di un danno irrevéesib pertanto non riparabile, le
cellule vanno incontro a morte. Stress quali ipssita concentrazione di radicali
liberi, agenti chemioterapici e/o genotossici, faomintercalanti, radiazioni ionizzanti,
ecc. sono responsabili dell’innesco dei meccangmiorte della cellula. In relazione a:
= tipo di noxa patogena;
» durata e intensita dello stress;
= stato metabolico-funzionale della cellula;
si possono attivare due differenti processi accatnunonicamente dal medesimo
risultato:necrosio apoptosi
La figura 3 mette in evidenza, mediante una tapé&larincipali differenze tra i due

processi.

1.6 La cascata apoptotica

L’apoptosi rappresenta la morte programmata ddllle; puo essere fisiologica, per
mantenere il controllo omeostatico sul numero dluteche costituiscono un tessuto o

un organo, tuttavia pud essere anche patologica ipmesca in risposta a stress/danni

cellulari.
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Apoptosi Necrosi

Coinvolge singole cellule. Coinvolge gruppi di cellule (confluenti).
Processo attivo. Processo passivo.

Le cellule presentano una riduzione delellule dilatate, nuclei debolmente
volume e picnosi nucleare (aspetto| eolorabili, bordi evidenziabili.
gocciolina d’inchiostro).
Membrane cellulari apparentemente intatteAlterazione morfo-funzionale della
membrana cellulare.
Organuli intatti al microscopio. Organuli anormali (es. mitocondri giganti).
Assenza di infiltrati infiammatori graziePresenza di eventi inflammatori a causa
all'eliminazione dei residui per fagocitosi didella diffusione di frammenti proteici.
corpi apoptotici circondati da membrana

(lisosomi e fagolisosomi).
Morte cellulare programmata: associati&lorte cellulare dovuta ad esposizione |ad
allembriogenesi, a normali fenomepiagenti nocivi, non costituisce una risposta
involutivi (es. timo). Pud anche essearésiologica.
innescata da stimoli patologici, comunque

di moderata intensita.

Fig. 3 Tabella di confronto tra necrosi e apoptas

Il processo a cascata che la determina € piuttmstplesso e non ancora del tutto noto.
L’innesco apoptotico avviene ad opera di stimok gdossono giungere dall’'esterno o
dall'interno della cellula (alterazioni al DNA, atata espressione genica durante il ciclo
cellulare, variazioni del calcio intracellulare,eck Questi stimoli possono essere
molecole in grado di legare recettori di membranantoacellulari come il Tumor
Necrosis Factor (TNF) ed il Fas-ligand (agiscoraonite i recettori di membrana della
famiglia del TNF receptor), i glucocorticoidi (indono I'apoptosi nei linfociti tramite
recettori intracellulari specifici) oppure stimdtrofici” quali la carenza di fattori di
crescita, il distacco dalla matrice extracelluldeterminato dalle integrine, la carenza
ormonale. In generale il meccanismo si basa pretaigente sull’attivazione di
processi enzimatici cellulari, anche se in molsicaene coinvolta la trascrizione di una
serie di geni coinvolti nella via apoptotiddYC, BAX, TP53, E2F, a seguire BCL&

attiva i meccanismi di riparazione intracellulari.
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Il passo successivo vede l'attivazione di proteaiplasmatiche: le proteasi neutre
calcio-dipendenti e le caspafi{B Spurgers, NS Chari, NL Bohnenstiehl, TJ McDdinne
Nature, 2006, 13, 1360-1370].

Le proteasi neutre sono enzimi inattivi alle normali concentrazioni Qalcio
intracellulare e si attivano quando la sua conegidne aumenta in modo significativo
(200-400 nM vs 1uM).

Le caspasiinvece sono una famiglia di proteasi cisteinichpaxi di scindere il legame
peptidico dopo un acido aspartico. Sono una famidiicirca 10 componenti noti ad
0ggi, i quali differiscono tra loro per le propaebiochimiche (specificita di substrato,
inibitori). Coprono ruoli determinanti nell'innescdel processo (caspasi inizianti) e
nella sua evoluzione (caspasi effettrici); inoligescono come enzimi proteolitici le une
sulle altre (le iniziatrici attivano tramite protsp le effettrici) oppure inibiscono,
proteolizzando, altri enzimi coinvolti nel proceqgs. le proteine che riparano il DNA,

I'actina, le laminine, ecc.). Esistono anche vie@ptiche caspasi indipendenti.

AR

Hy poxial
Reperfusion

Fig. 4 Schema del meccanismo di apoptosi
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L’'apoptosi pud seguire due vie: la watrinsecae la viaintrinseca.

La via apoptotica estrinsecainizia con l'interazione ligando-recettore TNFR asF
receptor con TNF e Fas ligandi. Il complesso pootehe si crea attiva il death domain
dei recettori che determinano la proteolisi, quihalitivazione, della Casp-8, uno dei
fattori di inizio della cascata.

Accanto a questa via si attiva \@a apoptotica intriseca che ha per protagonista il

mitocondrio.

Chemotherapy,
radiotheragy

Plasma
membrane

Mitochondria

Caspase 3

Fig. 5 Schema descrittivo della via apoptotica iminseca

Il danno subito dalla cellula porta all'induzionelltespressione di alcuni fattori proteici
responsabili di un controllo sullo stato metaboligdla cellula stessa. Il primo ad essere
attivato ep53che, per I'importanza, ricopre il ruolo ‘juardiano del genoma”’Questa
proteina viene indotta e attivata, determinandaenkisco di numerose azioni. Il primo
meccanismo d’azione di p53, a tutt’oggi il piu ngboevede la sua migrazione a livello
del nucleo e il legame a determinate sequenze d\ Dhe determinano l'induzione
(molto raramente la repressione) di sequenze di ARN esempio, in tale maniera
determina 'aumento dell’'espressione di PUMA e NQXAttori pro apoptotici che

bloccano Bcl-2 mitocondriale; inoltre p53 stessduce I'espressione di Bcl-2. |l
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guardiano arriva poi al mitocondrio dove spiazza Bd&8ax dal legame con Bcl-2 e Bcl-
xl, cosi facendo Bak e Bax sono libere di creaigpde sulla membrana mitocondriale
che permettono la fuoriuscita del citocromo c¢ (Cyfp Quest'ultimo genera un
complesso con Apaf-1, altro fattore pro-apoptotiaintto da p53. L'eterodimero verra
catturato dalla pro-caspasi-9 che si attiva, e fdttori vanno a costituire un complesso
proteico detto apoptosomdaylor R.C., Cullen S.P., Martin S.J., Nature, 80@arch,

9, 231-241].

E’ esattamente a questo punto del processo chadevié intrinseca ed estrinseca si
incontrano: la Caspasi 8 e I'apoptosoma attivanGdapasi 3 clivandola. Quest'ultima
attiva altri due membri della stessa famiglia: las@asi 6 e la Caspasi 7. Queste tre
effettrici porteranno alla distruzione progressiwdella cellula, determinando
I'alterazione delle proteine cellulari e delle meare. [Kim R., Emi M., et al, J.of
Pathology, 2006, 208: 319-326]

1.7 NUTLIN-3

Numerosi recenti studi hanno dimostrato che ddstahndo il complesso MDM2-p53
sfruttando un approccio macromolecolare o, piu desmpente, sopprimendo
I'espressione di MDMZ2, si arriva ad una liberazienstabilizzazione di p53 inibendo la
crescita tumorale[Espinoza-Fonseca LM, Theor.Biol.Med.Model, 200538R [Fry
DC, Vassilev LT, J.Mol.Med, 2005,83,955-963Jassilev e co. hanno scandagliato le
librerie di composti chimici per individuare famigldi composti guida ad alta efficacia,
potenti e selettivi, capaci di agire come inibitdell’'eterodimero MDM2-p53Una di
gueste classi & una famiglia di analoghi cis-imidiaz detti Nutlins (nome che sta per
Nutley inhibitors). E’ una famiglia piuttosto ampia, caratteata da diversi analoghi
che differiscono tra loro per gruppi sostituente ¢te modificano I'ingombro sterico e i
caratteri di idro-lipofilicita.

Sono molecole ancora in fase di valutazione praediper le quali esistono pochissimi
studi che mettono in luce gli eventuali effetti animali. Mancano ancora dati di
farmacocinetica e farmacodinamica, tuttavia neibub periodo I'interesse verso questi
composti & divenuto decisamente considerevole.

La molecola di maggior rilievo dal punto di vistall’efficacia € Nutlin-3[Vassilev et
al, Science, 6 February 2004: 844-848 DOI: 10.1%2®&Nnce.1092472].

18



Viene sintetizzato come racemo; infatti esiste uie dforme enantiomeriche a seconda
della disposizione nello spazio dei due sostituesitro-fenilici. E’ importante
distinguere i due poiché i risultati sperimentdtiortati in letteratura dimostrano che
'enantiomero b &€ 150 volte meno efficace dell’ ®i@mero a, e a quanto sembra dagli
studi di affinita, tale differenza si deve all’eno# attivita legante che si associa solo al
Nutlin 3-a. [Wang Z, Jonga M, Lambros T, J.of Pharm.and Bioral A2007, 45,720-
729]
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Fig. 6 Struttura chimica di Nutlin-3: enantiomero 3a (a sinistra); enantiomero 3b

(a destra)

Ne e stata studiata la struttura cristallina eesiidenziato che Nutlin-3 agisce mimando
p53 nella tasca di legame che MDM2 mette appositéeree disposizione: un sostituente
Cloro-fenilico entra nella tasca del T¥plaltro nella tasca della Léf il gruppo
piridin-chinone nella tasca della Pheil nucleo imidazolico rimpiazza lo scheletro
elicoidale della p53 e dirige i gruppi sostituenglle tasche proteiche normalmente
occupate da PA% Leu®, Trp?®. E strano immaginare che una che una molecolaia co
basso PM com’é Nutlin-3 possa inibire un complessaieico, dato che di norma le
proteine hanno una superficie di interazione paitt@mpia che permette loro di legarsi
e una molecola a basso PM non crea una destabiliren sufficiente a staccare i
leganti. Nutlin-3 invece riesce in questimpresa pasemplice fatto che MDM2 e p53
interagiscono in punti ben definiti: la strutturastallina dell’eterodimero mostra una
profonda tasca idrofobica di MDM2 che viene rierapda tre catene di residui
amminoacidici specifici appartenenti a p53, pepfranto Trg°, Letf®, Phé®. Questi tre
sono i siti di maggior interazione che determinEntormazione di un legame piuttosto
forte tra le due subunita proteichgMacchiarulo A., Giacche N., et al.
J.Chem.Inf.Model., 2008, 48,No0.10].
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Nutlin-3 agisce quindi come inibitore di MDM2 intadandosi tra le subunita proteiche
interagenti e prevenendo l'inibizione di p53. Ireqgto modo p53 si accumula nel nucleo
in forma attiva, mentre MDM2 viene bloccata e netedmina l'inibizione di p53.

Il primo effetto che si nota dopo il trattamentanddutlin-3 € un aumento di p53 di
conseguenza un incremento dei suoi target trasoafii aumenta p2fpoiché la cellula
verra subito indotta ad un blocco del ciclo cellejaaumentano le proteine pro-
apoptotichepoiché viene stimolato tale processo grazie alldmento di p53, puo
aumentare anche MDM2 come risposta al bilanciameststente tra i due peptidi.
[Tovar C, Rosinski J, Filipovic Z, et al, Proc.N&ttad.Sci, USA 2006,103:1888-93]
[Vassilev L.T, Trends in Mol.Medicine, vol 13, No1]

Per le sue caratteristiche, Nutlin-3, non potra swatituire un agente antineoplastico;
tuttavia il suo meccanismo d’azione puo esserdtafouiper potenziare gli effetti di un
trattamento chemioterapico convenzionale. Nutlingietermina una maggior
concentrazione utile e attiva di p53 nelle cellufsssociando questa agli agenti
tradizionali, possono essere ottenuti effetti guramaggiori inducendo un danno
cellulare mediante i farmaci chemioterapici in gkl predisposte a una piu potente
attivazione di p53 determinata dalla minor degrautez

Da cio si deduce che Nutlin-3 riesce ad “amplifedatreffetto del chemioterapico
permettendo una riduzione del dosaggio di questiolt conseguenza che porta ad una
notevole riduzione dei gravi effetti collateralieghspecialmente nei bambini, sono ben
conosciuti e prevedibili.
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2. MATERIALI E METODI

2.1  Colture cellulari

Lo studio delpathwaydi regolazione MDM2-p53 dipendente dall'azioneNitlin-3 e
stato condotto su cellule derivate da medullobrastomano: Daoy e MB1603.

Daoy € una linea cellulare ipertetraploide, isolah1985 dal cervelletto di un paziente
maschio di 4 anni, caucasico, affetto da medulkiblaa cerebrale desmoplastico. In
esse p53 ha subito una mutazione e codifica perpuoiina p53 mutata ed iper-
espressa.

MB1603 € una linea cellulare di medulloblastomapéastico a grandi cellule.

Le Daoy crescono in RPMI 1640 addizionato al 109%-BS (etal Bovin Seruim 1%

di L-glutammina (2 mM), di aminoacidi non essenizaldi antibiotici (penicillina e
streptomicina 100 ug/mL).

Le MB1603 crescono in DMEM addizionato al 10% diS5Bal 1% di FPSHetal
Porcine Serurp 1% di L-glutammina (2 mM), di Sodio Piruvato, aninoacidi non
essenziali e di antibiotici (penicillina e strepioma 100 ug/mL).

La linea cellulare Daoy é stata ottenuta dall’AT@C®nerican Type Culture Collectipn
Manassas VA): le MB1603 sono state ottenute petilgasoncessione del Dott. Capra

(Istituto “G. Gaslini”, Genova).

2.2 Reagenti ed anticorpi

Nutlin-3 acquistato da Sigma Aldrich (SIGMA AldriciMissouri, USA), e stato
disciolto in DMSO, aliquotato e mantenuto a -20°C.

Il sale di tetrazolio MTT, 3,(4,4-dimetiltiazolo)® difenil-tetrazolo bromuro, é stato
acquistato dalla SIGMA (SIGMA Chemical Co., USA).

| reagenti per la quantificazione proteica (B®&#protein quantitation assay) sono stati
acquistati dalla Pierce (Pierce Chemical Co., USA).

L'anticorpo policlonale anti-p53(DO-1) sc-126 (Sar@ruz Biotecnology; CA) é stato
usato 1:1250, mentre 'anti-MDM2 (Ab-2) Mouse mAMA(@0) acquistato da Oncogene
(Calbiochem-Novabiochem Corp., USA) 1:750. L'antmm anti-actina (I-19, Santa
Cruz Biotecnology; Santa Cruz CA) usato 1:5000i-BAIRP é stato acquistato da Cell
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Signaling (Cell Signaling Technology Inc., USA) tesal:1000; [lanticorpo
monoclonale anti-p21 WAF1 da BD Biosciences (BD dBiences Clontech, USA)
usato 1:1000 e anfi-tubulina usato 1:500 da Sigma (SIGMA Aldrich, Miasi, USA).

Gli anticorpi secondari coniugati a perossidasiephanti-mouse e donkey anti-rabbit
sono stati acquistati da Amersham (Amersham PhaanBiotech Inc., USA): anti-
mouse IgG coniugato ad HRP (Amersham); anti raligpd coniugato ad HRP
(Amersham) anti-mouse IgM coniugato con HRP.

La soluzione chemiluminescermhanced chemoluminescerideé stata acquistata da
Amersham ‘ECI-PLUS”, Amersham Biosciences; Europe GmbH); le membrane d
nitrocellulosa acquistate da Schleicher & Schuelbal incubazione con la soluzione
chemiluminescente sono state esposte a lafyperfilm ECL (Amersham Biosciences;
Europe GmbH) ed in seguito opportunamente sviligpat

Il colorante nucleare DAPI é stato acquistato ddeldar Probes (Molecular Probes
Inc., USA).

2.3 Chemioterapia e Saggio di citotossicita con MIT

Il saggio con MTT, 3,(4,4-dimetiltiazolo)-2,5 difiétetrazolo bromuro, ha lo scopo di
valutare la capacita da parte di cellule vitalcdnvertire il sale di tetrazolio giallo nella
sua forma ridotta, un precipitato porpureo insdkitdi formazano.

La reazione di riduzione e attribuita all'attiviglicolitica mitocondriale ed € un
processo dipendente dalla presenza di NADH e NADRIle cellule in attiva
proliferazione la conversione di MTT nella sua farndotta e rilevabile tramite lettura
spettrofotometrica ad una lunghezza d’onda di 540 lta quantita di formazano che si
forma, in seguito alla reazione mitocondriale, @garzionale al numero di cellule sane
e vitali nella popolazione esaminata.

Per valutare la riduzione mitocondriale del’'MTT ¢ellule sono state seminate in
piastre da 96 pozzetti ad una concentrazione dil0°BnL per le MB1603 e di
1,2x1G/mL per le Daoy, in un volume di 100 pL di terrer®,cui sono stati
successivamente aggiunti 10 pL di una soluzionefatehaco o dell’associazione dei
farmaci a concentrazioni differenti. Le celluleatintrollo sono mantenute in presenza
di DMSO alla stessa diluizione di quella utilizzafger ottenere la piu alta
concentrazione del farmaco, cosi da escludere pgssibile tossicita attribuibile al

solvente. Le piastre sono state incubate a 37°Cietervalli di 24, 48, 72 ore e 7 giorni
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e stato aggiunto il reagente: 10 pL di una solwzidrmg/mL di MTT. Le piastre sono
state incubate per 4 ore a 37°C, per permettereofporazione e la riduzione del sale di
tetrazolio, centrifugate per 10 minuti a 300 rcfisospese in 150 pL di DMSO per
favorire la solubilizzazione dei cristalli di formano. Le piastre sono quindi lasciate ad
agitare per 30 minuti e lette ad una lunghezzad#odi 540 nm (Victor3 Multilabel
Counter, Perkin Elmer).

| rapporti tra i valori di assorbanza delle cellolantenute in presenza ed in assenza dei
farmaci (A/Actr) riportati in grafico corrispondono alle medie tte esperimenti
indipendenti.

2.4 Irradiazione e Saggio di citotossicita con MTT

Le cellule MB1603 e Daoy sono state esposte a Riatiia Gamma (radiazioni
ionizzanti — IR) emesse mediante Theratronic cohaltt T-1000 (Theratronic
Internation, Inc., Ottawa, Canada) per valutareedfetti del trattamento combinato
irradiazione/Nutlin-3 e combinazione di farmacieBemente, le cellule, mantenute in
attiva fase di crescita, sono state raccolte eessizamente esposte a differenti dosaggi
di radiazioni (0,3, 0,6, 0,9, 1, 1,2, 2, 5 e 10 @\yattate secondo quanto descritto nel

paragrafo 2.3 per valutarne gli effetti citotossici

2.5 Immunoblotting

Le cellule ad una concentrazione di 2%ifL sono state seminate e trattate con
differenti concentrazioni di farmaco e combinaziahifarmaci per tempi crescenti.
Successivamente sono state raccolte e dopo 2 lavagdBS 1X sono state risospese
in buffer di lisi (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5; NaCl 150M; 1% Triton X-100; EDTA 2
mM; 0,5% acido deossicolico; 0,1% SDS; aprotinifau®)/mL; leupeptina 20 pg/mL;
PMSF 1 mM) ed incubate in ghiaccio per 20 minutiisati cellulari sono stati poi
purificati mediante centrifugazione a 4°C, (1400@ yer 30 minuti), e il surnatante,
rappresentativo sia della frazione citosolica cheuwella nucleare solubile, sono stati
recuperati. La concentrazione proteica e determimadiante saggio colorimetrico con
BCA (acido bicinconinico, 540 nm), utilizzando balmina sierica bovina (2 mg/mL

BSA) come standard di riferimento.
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Una volta determinate le concentrazioni proteicleé @hmpioni, 30-40-60-90 ug di
lisato proteico, diluito in una soluzione riduceREB (Reducing Loading BuffeDTT

77 pug/mL, 1 g/mL SDS, 50% glicerolo, 40% Tris-HCMLpH 6.8), sono stati separati
mediante elettroforesi su gel di poliacrilamided8DS-PAGE). Le proteine sono state
poi trasferiteover-night su membrana di nitrocellulosa mantenendo all'mtedella
camera di trasferimento a temperatura (4 °C) eaggib (50V) costanti. Dopo
saturazione con una soluzione di latte deidratateopdi grassi al 5% (2 ore) la
membrana e stata lasciata ad ibridare con I'ami@specifico diretto contro la proteina
di interesse secondo le modalita descritte datta @roduttrice. Successivamente, dopo
abbondanti lavaggi con TNE 1X, e stato utilizzatcamticorpo secondario coniugato ad
una perossidasi di rafano (HRP) per rilevare lssgmea della proteina mediante il
metodo della chemiluminescenza. In presenza dispeto di idrogeno, la perossidasi
catalizza I'ossidazione di un diacil-idrazide adicreando un intermedio instabile che
decade con I'emissione di luce. Questa luminescgnaa essere rilevata tramite

I'esposizione ad una lastra fotografica poi trattadn liquidi di sviluppo fotografico.

2.6 Analisi fluorocitometrica

Gli effetti dei chemioterapici e di Nutlin-3 suldastribuzione delle popolazioni nel ciclo
cellulare (G1, S, G2/M) sono stati valutati comiea citofluorimetrica. Le cellule sono
state seminate come descritto nel paragrafo 2.5teskhine di ogni trattamento, le
cellule sono state prelevate, centrifugate (10 0)imu300 rcf, lavate per 2 volte in PBS
1X e risospese in un volume di 500 pL dello stegsiine sono state fissate per 20
minuti in 2 mL di metanolo (mantenuto a -20 °Cyimaccio. Dopo una centrifugazione
di 10 minuti a 300 rcf, le cellule sono state lavper due volte con PBS 1X ed infine
risospese in una soluzione colorante di propidituro diluito 1:100 con PBS 1X.
Mediante il kit APO-DIRECT" (CHEMICON International, USA & CA) sono state
analizzate in citofluorimetria le percentuali dilake vitali e delle cellule apoptotiche in
seguito al trattamento con i farmaci singoli o camb con Nutlin-3. Brevemente, le
cellule sono state seminate come descritto nelgpai@ 2.5, al termine di ogni
trattamento sono state prelevate, centrifugaten(ititi) a 300 rcf, lavate per 2 volte in
PBS 1X, per procedere poi con la fissazione (pareflaleide 1% ed etanolo 70%) e la
colorazione secondo le modalita descritte dal mianieanito dalla ditta produttrice. La

colorazione delle cellule apoptotiche avviene wa#irso l'utilizzo dell’enzima TdT
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(Terminal deossinucleotidyl Transferasan grado di incorporare, nel DNA
frammentato, nucleotidi di deossiuridina trifosfatmarcati con fluoresceina.
Risospendendo le cellule in una soluzione colordnpropidio ioduro vengono marcate
le cellule vitali.

Mediante citofluorimetro FACSCalibur ed il softwarCELLQUEST (Becton
Dickinson, NJ, USA) é stata identificata la percate di cellule nelle varie fasi del
ciclo cellulare (G1, S, G2/M) e di cellule apoptbi.

2.7 Epifluorescenza nucleare con colorazione DAPI

La colorazione al DAPI é stata utilizzata per ldutezione delle modificazioni della
morfologia nucleare delle cellule MB1603 trattate @ UM Nutlin-3, 2 uM di CDDP e
0,2 uM VP16 usati singolarmente ed in associazmere24 e 72 ore. Le cellule sono
state lavate per due volte con PBS 1X, risospes&Oh pL di PBS 1X e 2 pL di
sospensione sono stati posti su un vetrino perdBgenza; sono state quindi fissate in
una soluzione di paraformaldeide al 4% per 20 mieutiopo 4 lavaggi di 5 minuti in
PBS 1X, sono state permeabilizzate in una soluzig2® Triton X-100 in PBS 1X per
10 minuti. In seguito sono state messe per 10 mimuina soluzione 100 mM di glicina
e poi incubate per 10 minuti in FCS al 10%. Domolavaggi con PBS 1X, le cellule
sono state colorate con DAPI diluito 1:500 congyiado/PBS 1:1, e le immagini sono
state acquisite con telecamera digitale Leica D@, 3fontata su microscopio Leica
DMLB (Leica Microsystem Ltd, Switzerland).
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3. RISULTATI

3.1 Caratterizzazione delle linee cellulari di mediloblastoma ed

effetto del trattamento farmacologico.

Abbiamo innanzitutto caratterizzato le due lineButai di medulloblastoma utilizzate:

MB1603 E Daoy. Mediante tecnica Western Blottinghiamo determinato il livello di

espressione basale delle due principali proteir@icate nei meccanismi di azione di
Nutlin-3, p53 ed MDM2.

DaowiB1603 Daoy MB1603

p53 - s — ‘ \ MDM2

actina

L4

Fig. 1 Espressione basale di p53 ed MDM2 nelle linee leglluDaoy e MB1603. Lé
proteine (4Qg per p53 e Gy per MDM2) sono state separate in condizioni deaati
mediante SDS-PAGE e trasferite su membrana diaglitdosa. p53 (53kDa) e MDM
(72kDa) sono state visualizzate mediante immuntbipt utilizzando anticorp
policlonali specifici per il riconoscimento.

N

Le cellule MB1603 hanno bassi livelli di p53 menleeDaoy, che presentano una p53
mutata, esprimono livelli molto maggiori di protain Confrontando i livelli di
espressione di MDM2, possiamo notare che propriméa cellulare con p5®&ild-type
presenta quantita maggiori di MDM2 rispetto alleh cellulare Daoy.

Abbiamo successivamente studiato l'effetto anthfexativo e pro-apoptotico di
Nutlin-3 sulle due linee cellulari utilizzate commodello sperimentale in saggi di
citotossicita (MTT, vedi Materiali e Metodi). Le lbde, mantenute in condizioni
standard di coltura ed in fase di crescita espaaknzono state seminate in piastre a 96
pozzetti e trattate con differenti concentrazioniNutlin-3, CDDP, VP16 e VCR
singolarmente e in associazione, valutando laitédtadellulare a 24 ore, 72 ore e 7

giorni.
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Fig. 2 Cellule di medulloblastoma in fase di crescita esponenzkale state seminate
ad una concentrazione di 0,440l (MB1603); 1,5x1/cn? (Daoy) in piastre da 9
pozzetti, lasciate crescere O.N. in condizioni dtaid di coltura e quindi trattate con
concentrazioni crescenti di Cis-platino (CDDRuM). L’analisi della proliferazion
cellulare e stata eseguita mediante saggio MTTi (M&deriali e Metodi). In ordinat
sono riportati i rapporti tra i valori di assorban@.D. 540nm) misurati nelle celluje
coltivate in presenza del farmaco e quelli misunatie cellule coltivate in presenza|di
DMSO [(A)/(A)ctr].

Il nostro primo obiettivo e stato quello di valigda risposta delle cellule utilizzando
rangemolto ampi di concentrazioni di farmaci a tre temiifferenti (24h, 72h, 7 giorni)
per evidenziare 'andamento della vitalita cellala&d individuare il dosaggio minimo
efficace per la successiva fase di studio dell'@szmone dei trattamenti.

Come riportato in figura 2, concentrazioni microaroldi CDDP inducono un elevato
effetto antiproliferativo su tutte le linee celldlalLa risposta al trattamento é tardiva,
infatti si esplica dopo le 72 ore per le MB1603,ntne le Daoy presentano una
maggiore sensibilita al farmaco, manifestando usposta decisamente evidente gia
alle 72 ore di trattamento. La IC50 si posiziontino a 2-2,5M dopo 7 giorni di

esposizione al chemioterapico per entrambe le lbedalari.
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Fig. 3 Cellule di medulloblastoma in fase di crescita oegmziale trattate con
concentrazioni crescenti di Etoposide (VP1GuM). L'analisi della proliferazion
cellulare e stata eseguita mediante saggio MTTi (Mederiali e Metodi). In ordinat
sono riportati i rapporti tra i valori di assorban@.D. 540nm) misurati nelle celluje
coltivate in presenza del farmaco e quelli misunatie cellule coltivate in presenza|di
DMSO [(A)/(A)ctr].

Il VP16 sembra essere piu efficace del CDDP sudleile di medulloblastoma. Infatti la
sua azione si evidenzia dopo sole 24 ore di tratdo) mostrando un buon effetto
antiproliferativo a dosi comprese traNd e 15uM. Dopo 72 ore di trattamento le cellule
presentano una vitalita del 5-10% @vbe dopo 7 giorni si raggiungono tali valori di
vitalita gia a dosi comprese tra lo 0,25 e lou®5 La IC50 al settimo giorno di

esposizione al farmaco si posiziona intorno ay/ll Anche in questo caso le Daoy si

rivelano la linea cellulare piu sensibile, maniggto una risposta piu intensa e precoce.
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Fig. 4 Cellule di medulloblastoma in fase di crescita espziale trattate co
concentrazioni crescenti di Vincristina (VCR - nM).analisi della proliferazion
cellulare e stata eseguita mediante saggio MTTi (M&deriali e Metodi). In ordinat
sono riportati i rapporti tra i valori di assorban@.D. 540nm) misurati nelle celluje
coltivate in presenza del farmaco e quelli misunatie cellule coltivate in presenza|di
DMSO [(A)/(A)ctr].

La Vincristina e risultata essere piu efficacealiiea cellulare Daoy dove, gia a 24 ore
dal trattamento ed alle concentrazioni maggiom grado di ridurre la vitalita cellulare
di circa il 50%. A 72 ore dall’esposizione al fapa’lC50 per le Daoy corrisponde
circa al dosaggio 3 nM. Anche le MB1603 risultaissere sensibili a VCR, ma la loro
risposta e piu tardiva e richiede concentrazionjgyari.

Infine Nutlin-3 é stata valutata per le due lineeceme ci si attendeva, le Daoy che
esprimono una p53 mutata, non vengono influenzat& dnolecola. Le MB16Q3
invece, dimostrano una buona sensibilita al tragtaim che si manifesta con maggiore
intensita dopo i 7 giorni, quando presentano ur&Ita 2,5uM e 3uM. La IC50 alle
72 ore di trattamento si posiziona a valori intoan®-10uM (figura 5).

Questo tipo di analisi ci ha permesso di carattari e quantificare la risposta delle

linee cellulari selezionate ai farmaci chemiotecgp/P16, CDDP e VCR e a Nutlin-3.
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Fig. 5 Cellule di medulloblastoma in fase di crescitpoeenziale trattate co
concentrazioni crescenti di Nutlin-gN1). L'analisi della proliferazione cellulare é sia
eseguita mediante saggio MTT (vedi Materiali e M@étoln ordinata sono riportati
rapporti tra i valori di assorbanza (O.D. 540nm)sumati nelle cellule coltivate i
presenza del farmaco e quelli misurati nelle cellobltivate in presenza di DMS

[(A)Y(A)ctr].

0> =" 5

Abbiamo utilizzato lo stesso approccio per verifecae il trattamento combinato con

Nutlin-3 sia in grado di incrementare I'effettoatibssico. Abbiamo mantenuto Nutlin-3

a concentrazione fissa (1 e 2 uM), per il CDDPagostestato un dosaggio compreso tra
0,01uM e 5uM, per il VP16 tra 0,001M e 0,5uM ed infine, per la VCR tra 0,1 nM e

30 nM.

| risultati ottenuti confermano la nostra ipotdsi.particolare, abbiamo notato che i co-
trattamenti, Nutlin-3/CDDP, Nutin-3/VP16 e NutlidM8CR determinino una riduzione

della vitalita cellulare, considerevolmente maggiaspetto ai singoli farmaci. Questo

fenomeno e evidente gia a partire dalle concemtnaziiu basse di chemioterapico.

L’effetto risulta piu intenso e precoce utilizzanctincentrazioni di Nutlin-3 piu elevate

(2 uM).
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Fig. 6 Cellule di medulloblastoma, MB1603, che esprimpb8wild type trattate con
concentrazioni crescenti di VP16, CDDP e VCR usiatjolarmente e associati ad U

concentrazione fissa di Nutlin-3, rispettivameditel uM e 2 uM.

na

Le MB1603 presentano una maggiore risposta alatreghto combinato dei farmaci,

rispetto all'uso del singolo chemioterapico (CDDP16 o VCR). La vitalita cellulare &

nettamente ridotta con l'associazione di Nutlin-3V®16; piu precisamente, la

differenza e piu evidente alle concentrazioni minquando I'etoposide si dimostra

efficace solo se in associazione con Nutlin-3. ltalita varia da 90-95% con il VP16

0,001uM da solo a 60% e a 30% quando sia in combinazzoneNutlin 1uM o 2 uM

rispettivamente. L’esposizione a CDDP e Nutlini8lisnostra maggiormente efficace
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rispetto al singolo farmaco. In questo caso allaceatrazione di 0,0aM di CDDP la
vitalita varia da un 50% in presenza di Nutlinu¥ ad un 40% con Nutlin 2uM,
differenza che si mantiene anche alle concentram@ggiori di CDDP. Di converso la
diminuzione della vitalita rispetto al trattamesingolo é netta: dal 90-97% al 40-50%.
Anche il trattamento con Vincristina e Nutlin-3 Ipaodotto degli effetti citotossici
maggiori rispetto al singolo trattamento con VCRI. dna concentrazione di VCR 1 nM
la vitalita cellulare si riduce al 20% e al 10%ceir con aggiunta rispettivamente di
Nutlin-3 1 uM e 2 uM. L’analisi statistica evidenzia una differenzgrsficativa dei
risultati (figura 6).
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Le cellule Daoy esprimono elevate concentraziom58, mutata nel dominio di legame
al DNA e pertanto non funzionante. La loro rispastilutlin-3 € nulla e i saggi MTT
sopra riportati evidenziano come il trattamento borato di CDDP, VP16 e VCR con
Nutlin-3 non determini nessuna modifica rispettdrattamento con il singolo agente
chemioterapico, tranne che per una modesta ridazidn vitalitd cellulare alla

concentrazione 3 nM di Vincristina.

32



3.2 Nutlin-3 aumenta l'effetto citotossico delle rdiazioni ionizzanti su

MB1603, linea cellulare con p53vild-type.

E stato precedentemente dimostrato che le cellldase G1 del ciclo cellulare
mostrano una sensibilita ai raggi X circa 2 voltgeriore rispetto a quelle che si
trovano in fase S[Pawlik TM et all., Int J Radiat Oncol Biol Phys :5928-942]
Abbiamo quindi considerato I'ipotesi che l'induzerdell’arresto del ciclo cellulare
nelle linee di medulloblastomavild-type possa determinarne un aumento della
radiosensibilitd. Abbiamo esposto le MB1603 e leoya dosaggi crescenti di
radiazioni ionizzanti (0-10 Gy) e dopo 24 ore Idialno trattate con Nutlin-3 @M per
verificare gli effetti sulla vitalita cellulare dal combinazione radioterapia/trattamento
farmacologico.
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Fig. 8 Le cellule MB1603 e Daoy sono state esposte aggpsaiescenti di radiazior]
ionizzanti (0-10 Gy) e trattate a 72 ore con Nu8in(1 pM). L’'analisi della
proliferazione cellulare é stata eseguita medisatgio MTT (vedi Materiali e Metodi).

Nelle cellule MB1603, in cui p53 e presente nebarfawild-type il trattamento con

Nutlin-3 ha portato ad un marcato decremento detigdita cellulare gia a partire dal piu
basso dosaggio di radiazioni ionizzanti; come i potare in figura 8, la percentuale di
cellule vive, esposte ad un 1 Gy, a 72 ore e paskt90% in assenza di Nutlin-3 al

30% in presenza del farmaco. Come atteso, il dtatreento con radioterapia e
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chemioterapia della linea cellulare Daoy (p53-nmajtabn ha mostrato alcun aumento di
efficacia.

In considerazione del mancato effetto di NutlindBaslinea cellulare Daoy e di quanto
precedentemente descritto per le MB1603, abbiantiazato solamente quest'ultima
linea cellulare per una preliminare valutazioneladelombinazione del trattamento
radiante con i trattamenti chemioterapici VP16, Gb2 uM) e VCR (3 nM) utilizzati
singolarmente ed in associazione con Nutlin-gi¥D). Le MB1603 irradiate presentano
una maggiore risposta al trattamento combinatdatmaci, rispetto all'uso del singolo
chemioterapico. La vitalita cellulare, infatti, we ulteriormente ridotta con
l'associazione di Nutlin-3 e VP16, gia a partirellelapil basse esposizioni alle
radiazioni ionizzanti (1 Gy) rispetto a quando dgbside viene utilizzato da solo.
Anche la co-somministrazione di CDDP e Nutlin-3,lleecellule sottoposte a

radioterapia, si dimostra maggiormente efficageati® al singolo farmaco.

MB1603

CDDP (2uM), e 48 ore con
VCR (83 nM), |usati
singolarmente o associati
Nutlin-3 1 pM.

a

Infine, il trattamento radiante in combinazione ¢d6R e Nutlin-3 ha mostrato gli
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stessi effetti fino ad ora descritti (figura 9).
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3.3 Il trattamento con Nutlin-3 determina attivazione di p53 e

induzione di proteine coinvolte nell’apoptosi.

MDM2 é ritenuto il principale regolatore di p53|eanzima costituisce I'ultimo anello
di una complessa catena di proteine volte ad attivma molecola segnale per la
degradazione proteosomale, I'ubiquitina, che viegata a p53. p53, in tal modo, viene
sequestrata, inattivata e distrutta. Secondo ldranapotesi, I'inibizione dell’attivita
enzimatica di MDM2 da parte di Nutlin-3 potrebbedunre nelle cellule di
medulloblastoma attivazione e stabilizzazione diB.pA tal proposito abbiamo
analizzato la cinetica dello stato stazionario edgirincipali proteine coinvolte nel
percorso metabolico di p53 in cellule di medullaibtema coltivate in presenza di
Nutlin-3 a concentrazioni e tempi crescenti, vedfido le eventuali variazioni
dell’'espressione proteica.

Il primo effetto valutato e stato 'andamento dedpressione di p53 nelle due linee
cellulari.

Come riportato in figura 10, il trattamento con MNuB determina una maggiore
concentrazione di p53 fin dalle 12 ore di trattatoerelle MB1603. La concentrazione
piu alta di Nutlin-3 determina un effetto piu ingengia a tempi precoci, ma questo e
osservabile soprattutto alle 24 ore, quando si notaespressione di p53 decisamente
superiore rispetto al controllo (O ore) e rispettbutlin LuM. Per il trattamento di 72
ore, invece, | tre dosaggi non mostrano signifieatlifferenze per quanto riguarda i
livelli di p53.

MB1603
N(nM) O 1 2 5
12h [ =
24h - r——
72h end
actina |-- S ~|

Fig. 10 Espressione di p53 mediante western blotting IuleeMB1603 trattate con
concentrazioni crescenti di Nutlin-3 (N), rispettmente 1, 2UM e 5uM per tempi
crescenti.
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A seguito di questa evidenza abbiamo valutato w@#izzo di Nutlin-3 determini un
cambiamento di espressione di MDM2, che e non segolatore della stabilita di p53,

ma e anche da essa regolato a livello trascrizeonal

MB1603
N(uM) 0O 1 2 5
12h — - -
24h — — - —
72h e e

actina S e

Fig. 11 Espressione di MDM2 mediante western blottingahute MB1603 trattate con
concentrazioni crescenti di Nutlin-3 (N), rispettmente 1, 24M e 5uM per tempi
crescenti.

La figura 11 evidenzia 'andamento dell’espressidnéDM2 (72 kDa). E’ possibile
osservare come I'andamento della quantita di pratpresente nella cellula sia simile
allandamento visto per p53. La presenza di Nuilioletermina un aumento della
espressione di MDM2. Quest'ultima, infatti, aumewtan 'aumentare della dose di
Nutlin-3 e tale effetto & osservabile soprattutte 34 ore nelle MB1603. Alle 72 ore
abbiamo osservato la massima induzione di MDMZ2alfdamente a quanto osservato
per p53, anche se non vi sono differenze per lerger concentrazioni di Nutlin-3.
Abbiamo successivamente verificato se 'aumentéadebncentrazione di p53 sia in
grado di aumentarne l'efficacia. Abbiamo valutateediante tecnica Western Blotting,
'espressione di p21, target trascrizionale di p®3,di PARP (Poli-ADP-ribosil
polimerasi), un enzima che viene attivato durafémomeni di apoptosi.

PARP e una proteina di 116 kDa che viene clivatauda dei principali effettori
dell'apoptosi, la caspasi-3, e da origine ad umirento di 89 kDa. La proteina

p2 1Waf/Cip1

(Cdk). Con tale azione genera un blocco del cidbutare nella fase G1/S, che di

e invece un potente inibitore universale dellenaki ciclina-dipendenti
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norma si verifica a seguito di danno al DNA taleimtdurre I'espressione di p53. Infatti

p21 e strettamente regolata da p53 in quanto sati@bersaglio trascrizionale.

MB1603
12 h 24h 72h
NeM) o0 1 2 5 0 12 5 0 1 2 5
PARP | &= &= 5= -::::-*'-'- -:::
T T— —— E—
P2l [ - . e - — & aass

N o o || S———— ot

Fig. 12 Cellule di medulloblastoma, MB1603, trattate a @nitazioni crescenti d
Nutlin-3 (N) per tempi di esposizione crescentimeoindicato in figura. Le proteine
(PARP 40ug, p21 60ug) sono state separate mediante SDS-PAGE e itaster
membrana di nitrocellulosa, valutandone poi locstthzionario mediante I'uso deg
anticorpi policlonali anti-PARP ed anti-p21.

Nutlin-3 si dimostra efficace nell'innescare il pesso apoptotico nella linea cellulare
che esprime p5@ild-type (MB1603). Il clivaggio di PARP si manifesta gideal2 ore

e tende ad essere tanto piu marcato quanto magyglaréose utilizzata.

Piuttosto intensa é l'induzione di p21 che presemt@aapido incremento dalle 12 ore in
poi, crescendo parallelamente con la concentrazitihezata; tuttavia anche in questo
caso la situazione tende a raggiungere i valomassima espressione per tutti e tre i

dosaggi alle 72 ore, in analogia a quanto ossepat@53 (figura 12).

La linea cellulare Daoy ha una p53 mutata nel dittegame per il DNA. Proprio per
guesto motivo, nonostante sia espressa a concemiraelevate, non appare
funzionalmente attiva. La figura 13 evidenzia Epdsta assente delle Daoy in seguito a
trattamento con Nutlin-3. L'espressione di p53 e WEDnon mostra variazioni nel
tempo dopo esposizione a diverse concentraziofarthaco; PARP non mostra alcun

segno di clivaggio.
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Fig. 13 Cellule Daoy trattate con concentrazioni cresaginNutlin-3 (N) per tempi di
esposizione crescenti. Le proteine (p53 e PARRO sono state separate mediante
SDS-PAGE e analizzate mediante western blotting.

Dopo aver osservato la risposta delle linee cellaldNutlin-3, & stata condotta la prima
analisi dell’efficacia dei co-trattamenti; in padlare dell’associazione Nutlin-3-CDDP.
Lo studio e stato eseguito per tempi brevi di ejpmse ai trattamenti al fine di valutare
la cinetica della risposta dei nostri sistemi datiualle molecole studiate. La variabilita
dell’'espressione proteica e stata analizzata dofesposizione a Nutlin-3 e CDDP per
tempi fino alle 24 ore. | trattamenti sono statdotti utilizzando una concentrazione di
Nutlin-3 pari a 2uM singolarmente e in combinazione; e stata indagataariabilita
nell’espressione di p53 e del suo regolatore eetakpPM2, e il differente livello di
clivaggio di PARP. In considerazione del mancattetef di Nutlin-3 sulla linea
cellulare Daoy e della risposta precedentementerittas per le MB1603, abbiamo

utilizzato solamente I'ultima linea cellulare pandalutazione della cinetica di risposta.

MB1603

2h 4h 8h 16h 24h

1 2 3 4 2 3 4 B 4 1 2 3 4 2 38

Legenda
1 Controllo; 2 Nutlin, 3 CDDP; 4 CDDP+Nutlin

Fig. 14 Espressione di p53 in cellule MB1603 che esprimnona p53 wt, trattate cgn
Nutlin-3 e CDDP 2uM singoli e combinati per tempi di esposizione CegHi.
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p53 viene stimolata gia a partire dalle 2 ore ditttmento; tuttavia si nota un effetto
combinato delle due molecole che diviene particotarte evidente dopo 8 ore di
trattamento.

Dai dati in figura 15 le cellule subiscono un’indwze dell’espressione di MDM2 che
cresce parallelamente con il tempo di esposiziomeagcordo con 'aumento della p53
attiva visto in figura 14. Anche in questo casdféto del trattamento combinato e piu

consistente dopo 8 ore di esposizione.

2h 4h 8h 16h 24h
1 2 3 4 2 3 2 3 4 1 2 3 4 B 4
MDM2 ;-—---.‘---ll——----‘| MB
. 1603
O i ———— | > g |

Legenda
1 Controllo 2 Nutlin 3 CDDP 4 CDDP+Nutlin

Fig. 15 Espressione di MDMZ2 in cellule MB1603, trattamesihgoli e combinati d
Nutlin-3 e CDDP 2uM per tempi crescenti.

Per MB1603 si evidenzia un clivaggio di PARP chendhée minimo, inizia dopo sole 2

ore di trattamento.

MB 1603

2h 4h 8h 16h 24h

1 2 3 4 2 1 2 3 4 B 4
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Legenda
1 Controllo 2 Nutlin 3 CDDP 4 CDDP+Nutlin

Fig. 16 Clivaggio di PARP in cellule di medulloblastomMB1603 p53 wt, trattate co
Nutlin-3 e CDDP 2uM singoli e combinati per tempi crescenti.
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La differente efficacia dei trattamenti si pales@vamente dopo le 8 ore di trattamento,
mostrando come l'effetto combinato delle due mdlecia evidenziabile solo tra le 8

ore e le 16 ore.

Successivamente, €& stata valutata la variazioneliddli di espressione di p53
fosforilata sul residuo amminoacidico Serina 15. drateina presenta molteplici siti
fosforilabili (specialmente su aminoacidi Serind@reonina), tra i quali la Ser 15 che si
trova nel dominio N-terminale di trans-attivazion®uesta posizione viene fosforilata
principalmente in seguito a danni indotti da ramiazo agenti genotossici.

La figura 17 dimostra come solo in presenza dehebierapico sia possibile osservare
un incremento della quantita di p53 fosforilatalsuberl5, in accordo con quanto
descritto in letteratura. Tale aumento e decisaenanaggiore dopo trattamento
combinato con VP16 e Nutlin-3, rispetto al soloragechemioterapico tradizionale.

MB1603 DAOY

Legenda
a b cdab c d a Controllo

b VP16 (5uM)
p53Ser15 . . J

Nutlin (5uM)
|_--- ——— — — |

c
d VP16+Nutlin

Actina

Fig. 17 Espressione di p53Serl5 mediante western blotsog cellule di
medulloblastoma trattate con concentraziopl! 8li VP16 e Nutlin usati singolarmente
e in combinazione, per un tempo di esposizioneldir2.

Y

In seguito, e stato studiato 'andamento dell’esgimne di uno dei principali target

trascrizionali di p53, la proteina p21, in consemeea trattamento con Nutlin-3 e VP16
usati singolarmente e in combinazione. p21 e utia dwlecole attraverso le quali p53
controlla il ciclo cellulare. La sua espressionéaneellula determina il blocco del ciclo

cellulare (fase G1/S), innescando i processi dptg®d o permettendo la correzione del
danno genico subito. Naturalmente piu intenso & dahno e maggiore € la probabilita
che venga innescato il processo apoptotico.
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a Controllo
pal it b VP16 (2uM)
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Acting | D - - ‘.i d VP16+Nutlin

Fig. 18 Espressione di p21 in cellule di medulloblastomsdtdate con VP16 e Nutlip
singoli e in combinazione ad una concentrazion®er 24 ore. La proteina (69) €
stata analizzata mediante western blotting.

In figura 18 & possibile osservare come l'espressidi p21 aumenti in maniera
rilevabile gia dopo esposizione della linea celell®B1603 alle singole molecole, ma
soprattutto in presenza del trattamento combing®d6/con Nutlin-3. Questo e stato
notato nelle due linee di medulloblastoma aven8 wid-type di converso le Daoy,

che possiedono p53 mutata, subiscono un aumerg@ldsolo in presenza dell’agente

genotossico, mentre Nutlin-3 non determina alcpa ¢ii stimolazione.

Dopo aver verificato l'intensita e confermato I'&sinza e 'andamento della risposta
cellulare ai trattamenti, abbiamo studiato alcue#edproteine collegate a p53, nelle
MB1603 (ild-typg confrontando la risposta delle cellule ai treténmenti singoli e
combinati. Sono state scelte delle concentrazidme ¢ossero attive a tempi di
esposizione brevi (12h, 24h, 72h): il VP16 é stetato ad una concentrazione dM;
Nutlin-3 ad una concentrazione diu®l, cosi come il CDDP. Sono concentrazioni che
si collocano sopra o in prossimita della IC50 vatatalle 24h e alle 72h di trattamento.
La figura 19 mostra la variabilita dell’espressiopeteica in seguito ai differenti
trattamenti. La prima proteina ad essere studia@ta p53; la sua espressione varia in
modo tanto maggiore quanto piu intenso € il danrmte dalla cellula. Si nota come i
suoi livelli di espressione aumentino parallelareeril’aumentare del tempo di
esposizione ai trattamenti, in particolare si eniano piu elevati livelli di p53 quando
le cellule vengono esposte ai trattamenti comhinatiso di CDDP da solo mostra un
effetto limitato, mentre se associato a Nutlin-3scescomporta un incremento
dell'espressione di p53 che si intensifica dalle & 72h di esposizione. Il VP16
invece mostra un effetto piu netto anche se usagmlarmente; tuttavia la sua azione

aumenta, nella combinazione con Nutlin-3, fin daeore di trattamento.
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Legenda
1 Controllo; 2 Nutlin; 3 CDDP; 4 CDDP+Nutlin; 5 VP16; 6 VP16+Nutlin

Fig. 19 Cellule di medulloblastoma, MB1603 wt, trattated/P16 1uM; CDDP 2uM;
Nutlin-3 2uM singoli e in combinazione per tempi di esposig@rescenti. Le proteine
(p53 e PARP 4Qug; p21 e MDM2 60ug) sono state analizzate mediante western
blotting.

Le medesime considerazioni si possono fare ossgovadivelli di MDM2: la sua
espressione € piu elevata nei trattamenti assop&tientrambe le combinazioni, anche
se l'effetto induttivo, possibilmente dovuto a pSBrende piu intenso dalle 24 ore in
poi.

Abbiamo poi valutato I'espressione di due protemevalle nei meccanismi di
regolazione di p53, in particolare p21, un diretdoget trascrizionale, e PARP, un
enzima che viene attivato per clivaggio dalle caspzioé al termine dei processi di
apoptosi. PARP si dimostra debolmente clivato afleore; in particolare si evidenzia
nettamente una maggiore efficacia da parte del VR4getto al CDDP. Ancora
maggiore € la differenza del livello di clivaggi@ldPARP dalle 24 ore in poi. Le
combinazioni dei trattamenti comportano ancora w@aggiore clivaggio della proteina
nativa, che probabilmente riflette un’apoptosi pitensa rispetto ai relativi trattamenti
singoli; si osservi in particolare la netta divesaei livelli di clivaggio che esiste tra il
trattamento con CDDP e quello con CDDP e Nutlinfdieme (figura 19). In
guest'ultima condizione, infatti, il clivaggio dallproteina & pressocheé totale, al

contrario di quanto accade in presenza del sobvaatante.
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L’altro target trascrizionale osservato, p21, m@sain andamento parallelo a quello
osservato per p53, suggerendo come aumentatii lidiep53 si riflettano anche in
un’aumentata azione di p53 stessa. La sua espmessidecisamente maggiore nelle due
condizioni di trattamento combinato; anche in goiesaso si palesa la differente
efficacia dei due chemioterapici: VP16 infatti detema gia da solo una buona
espressione di p21 contrariamente al CDDP che cdampma stimolazione minima e

talora difficile da evidenziare.

MB1603
24h 48h 72h
1 2 3 4 5 6 12 3 4 5 6 1 B 4 5 6

p53 Ve  *TEYVTeww cwessww

S| 14 | [Wled~t det-11Mbet 4 14 ]

B-bUlNG  [uy i wer W | | Oy | -

Legenda
1 Controllo;2 VCR 3 nM;3 VCR 5 nM;4 Nutlin; 5 VCR 3nM+Nutlin;6 VCR 5nM+Nutlin

Fig. 20 Cellule MB1603 trattate con VCR 3 nM; VCR 5 nMuthin-3 1 uM singoli e
in combinazione per tempi di esposizione crescemi.proteine (30ug) sono state
analizzate mediante western blotting.

Effetti analoghi sono stati osservati quando le M8 sono state sottoposte ai
trattamenti con vincristina (3 e 5 nM) singolarneeiat in associazione con Nutlin-3.
L’espressione di p53 aumenta in modo considerewale I'aggiunta del singolo

farmaco, tuttavia, I'effetto che si ottiene dallambinazione € maggiore e si puo
apprezzare soprattutto alle 72 ore. Infine, anthafiviaggio di PARP e incrementato
guando le cellule vengono trattate con i due farmantemporaneamente e I'effetto e
gia ben visibile alle 24 ore (figura 20).

Una valutazione analoga della variabilita di espoe®e di p53 e strutturale di PARP e
stata eseguita per le Daoy. Le cellule sono stateate con Nutlin-3 e CDDP singoli ed
in combinazione, per tempi di esposizione prolungktile 24h alle 96h, definiti dopo

aver osservato che le cellule non danno rispogtafiativa a tempi inferiori alle 24h.
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Fig. 21 A. Cellule di medulloblastoma, Daoy p53 mutata, atatcon Nutlin-3 e CDDH
singoli e combinati a concentraziongu¥ per tempi crescenti di esposiziorige. Daoy
trattate con Nutlin-3 (2uM) e VCR (3nM e 5 nM) singoli e combinati per ten
crescenti di esposizione. Le proteine (p53 e PAR®)O state analizzate mediat

\pi
nte

western blotting.

44



In questo caso, Nutlin-3 come singolo agente nderdegna pressoché alcun effetto,
mentre si nota una certa azione in presenza daafay che si riflette principalmente nel
clivaggio di PARP. L'associazione delle due molecabn comporta variazioni rispetto
all'uso del CDDP singolo, confermando l'ipotesi cleecellule fossero insensibili a
Nutlin-3 poiché caratterizzate da una p53 mutatgud@ 21A). Analogamente il
trattamento combinato VCR-Nutlin-3 sembra non ceaidelle grosse modifiche (figura
21B), tranne per il dosaggio 3 nM di vincristina ¢oi I'associazione con il nuovo
farmaco sembra favorire lattivazione dell’enzimeffetto gia notato con il test di
citotossicita MTT (figura 7). PARP viene clivato partire dalle 24h, anche se si
riscontra un effetto apoptotico piu netto dalleo48.

E’ inoltre possibile osservare come I'espressionp5@ non vari significativamente in
presenza dell’agente genotossico (CDDP). Infath3 pn queste cellule é mutata,
pertanto non funzionante, quindi iper-espressa.tfdgiamento con VCR il quadro che
si osserva é analogo: da segnalare come, alle &2liarattamento, il segnale @
tubulina nelle cellule trattate con VCR risulti@nifore rispetto al controllo o alle cellule

trattate con solo Nutlin-3, indice di un forte dargellulare creato dal farmaco.
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3.4 Nutlin-3 induce arresto del ciclo cellulare etsnola il processo

apoptotico.

La progressione del ciclo cellulare avviene gradi@zione di enzimi chinasici regolati
da proteine note come cicline. Questi enzimi, def@®dk (Ciclin-Dependent Kinase) in
guanto dipendenti dalle cicline, possono essergitinila una serie di proteine che
rivestono il ruolo di “controllori” del ciclo cellare. Tra queste vi & p2%™ che
abbiamo gia studiato precedentemente. Essa e hitonei universale del ciclo cellulare.
La sua interazione con le Cdk 2 e 4 e con le @chb ed —E determina un arresto del
ciclo cellulare in fase G1/S, generando un accundulcellule in fase Gl[Gartel A,
Serfas MS, Tyner AL, Proc.Soc.Exp.Biol.Med, 1998; 238-149]

Il blocco del ciclo cellulare € il primo meccanisnahe si innesca in seguito
allincremento dell'attivita di p53, ed € una caridne necessaria per la cellula
danneggiata, poiché permette I'attivazione dei raeiseni di correzione del danno o di
morte cellulare programmata.

Pertanto un accumulo di p2A™ pud essere correlato ad un innesco del processo di
apoptosi. Mediante citometria a flusso é statateéb il contenuto di DNA delle cellule
coltivate in presenza dei tre differenti trattanmentdella combinazione degli stessi,
guantificando la percentuale di cellule nelle vaiasi del ciclo cellulare. Poiché i
processi di apoptosi determinano la frammentazideé DNA delle cellule, la
percentuale di cellule vitali con contenuto di DNt#eriore alle cellule in GO/G1 puo
essere approssimato a quello delle cellule in @zopSi osserva come l'uso della
combinazione dei trattamenti determini un increroedella percentuale di cellule
apoptotiche nelle MB1603 e non nelle Daoy (Sg/33.
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DAQOY subG0/G1 | GO/G1 S G2/M
Ctr 7,5 33 13,1 40,1
Nutlin 9,9 51,1 16,7 18,4
CDDP 20,1 49,7 13,1 16,1
N CDDP 17,8 47,3 14,6 18,8
VP16 20,8 50,9 10,7 15

N VP16 17,8 44 12,8 22,9

Fig. 22 Le linee di medulloblastoma (MB1603, Daoy) soratesttrattate con Nutlin-3
2uM, CDDP aM, VP16 0,2uM singoli e in combinazione per 24 ore di esposizie
il loro contenuto di DNA é stato quantificato trdenicitofluorimetria al fine d
evidenziare I'accumulo di frammenti apoptotici magg per i trattamenti combinati
rispetto a quelli singoli.

Le MB1603 sono cellule che crescono parzialmentsogpensione, in agglomerati: e
pertanto atteso che presentino una percentualelidiec apoptotiche leggermente piu
elevata delle Daoy, che crescono come mono-sinaadesione e che sono caratterizzate
da percentuali di cellule in apoptosi molto basseandizioni basali.

La linea cellulare MB1603, p58ild-type risponde bene al trattamento con Nutlin-3 gia
alle 24 ore e risulta piuttosto sensibile ai dueratoterapici. Come gia osservato a
livello proteico, anche qui risalta la maggior editia del VP16, che ad una
concentrazione dieci volte inferiore al CDDP, genema percentuale di cellule
apoptotiche pari o appena superiore a quest’ultlaccombinazione dei chemioterapici
con Nutlin-3 comporta un incremento delle cellyp@totiche del 30-50%.

Le Daoy al contrario si mostrano insensibili alleegenza di Nutlin-3 ed anche nella

combinazione delle molecole non mostrano alcuremento nella risposta apoptotica.
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DAOY subG0/G1 | GO/G1 S G2/M
Ctr 9,2 66,4 11,7 11,9
Nutlin 5,6 68,2 12,7 13,5
CDDP 38,5 44,3 7,6 9,6

N CDDP 40,8 49,4 5,1 4,8

VP16 21,9 38,1 16,4 22,7
N VP16 20 32,4 17,7 28,1

Fig. 23 Le linee di medulloblastoma (MB1603, Daoy) soratesttrattate con Nutlin-3
2uM, CDDP 2uM, VP16 0,2uM singoli e in combinazione per 72 ore di esposigie
il loro contenuto di DNA e stato quantificato traenicitofluorimetria al fine d

evidenziare I'accumulo di frammenti apoptotici magg per i trattamenti combinati
rispetto a quelli singoli.

Anche dopo 72 ore di incubazione le cellule di nilethastoma rispondono ai
trattamenti singoli e combinati. Le MB1603 presentacome per le 24 ore, una
percentuale di cellule apoptotiche maggiore neb @S trattamenti combinati Nutlin-3
con CDDP o Nutlin-3 con VP16.

Le Daoy anche in questo caso si rivelano completénasensibili a Nutlin-3 sia
singolo che associato alla chemioterapia.
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3.5 Condensazione e frammentazione nucleare in adé di

medulloblastoma trattate con Nutlin-3 e chemioterajzi.

L’apoptosi viene anche definita “morte cellulareogmammata” ad indicare che, a
differenza della necrosi, nella cellula apoptotmane mantenuta l'organizzazione
interna nelle prime fasi del processo, mentre dlem va incontro a disgregazione in
strutture picnotiche piu piccole. A seguito dellagessazione ed inattivazione delle
proteine della membrana nucleare, frammenti deler@é nucleare raggiungono la
membrana citoplasmatica dove verranno circondaitnginazioni della stessa. Da qui
'aspetto a bolle i{lebbing tipico di una cellula apoptotica. Successivameqieste
vescicole, staccandosi dalla struttura della cglldaranno origine ai corpi apoptotici.
La morfologia dei nuclei cellulari € stata analizzaon colorazione DAPI mediante
microscopia ad epifluorescenza. Le cellule di mietlhstoma, MB1603, sono state
trattate con 21M Nutlin-3; con 2uM CDDP e 1uM VP16, usati singolarmente e in
associazione per tempi crescenti (24-72 h).

Come si puo notare in figura 24 tutti i trattameigultano efficaci e anche Nutlin-3 da
sola mostra un buon effetto. Tuttavia entrambattamenti combinati determinano un
incremento degli eventi apoptotici che risulta plavato dopo 72 ore di incubazione.
Sono visibili in entrambi i casi nuclei apoptoticthe presentano evidente

frammentazione.

L'analisi dello stato stazionario dell'inibitore p¥*™* e del marcatore di apoptosi,
PARP, sono stati comparati con 'analisi del cictdlulare. Come gia osservato dalle
figure 19, 20 e 21 la linea cellulare con p&i&l-type subisce una marcata induzione di
apoptosi che € maggiore con i trattamenti combirigpetto ai trattamenti singoli.

Effetto che non si riscontra per le Daoy, che hgob® mutata.

L’analisi statistica della percentuale di cellulpoptotiche nei trattamenti singoli

(Cisplatino, Etoposide, Nutlin-3) rispetto al teattento combinato (Nutlin-3/Cisplatino;

Nutlin-3/Etoposide) ha mostrato una differenzaistiaamente significativa, con P<0,05

(VP16 vs. Nutlin-3/VP16; CDDP vs. Nutlin-3/CDDP).
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MB1603
24 ore

Legenda
A Controllo B Nutlin C CDDP D CDDP+Nutlin E VP16 F VP16+Nutlin

Fig. 24 (a)Cellule di medulloblastoma, MB1603 p53 wt, trattattn 21M Nutlin-3;
2uM CDDP; 1 uM VP16 singoli e in combinazione (vedi Legenda) pRdr ore di

esposizione. Analisi morfologica nucleare eseguigiante epifluorescenza con DARI.

(b) Valutazione della localizzazione endocellulaeefdammenti nucleari apoptotici
(=»). L'immagine & stata ottenuta dalla sovrapposi dell’acquisizione dell

fluorescenza DAPI ed il contrasto di fase.
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MB1603
72 ore

Legenda
A Controllo B Nutlin C CDDP D CDDP+Nutlin E VP16 F VP16+Nutlin

Fig. 25 (a)Cellule di medulloblastoma, MB1603 p53 wt, trattatsn 21M Nutlin-3;
2uM CDDP; 1uM VP16 singoli e in combinazione per 72 ore di espone. Analisi
morfologica nucleare eseguita mediante epifluoreszeon DAPI.

(b) Valutazione della localizzazione endocellulaeefdammenti nucleari apoptotici
(=» ). L'immagine é stata ottenuta dalla sovrapposie dell'acquisizione della

fluorescenza DAPI ed il contrasto di fase.

Un’ulteriore conferma dell’avvenuta frammentazionecleare e quindi dell’attivazione
del processo apoptotico, e stata ottenuta mednaadté¢azione citofluorometrica con
metodo TUNEL in cellule MB1603. Questa tecnica @mis, in maniera molto
specifica, di determinare la percentuale di cellapoptotiche nelle quali il DNA e
particolarmente degradato, perché proprio a que$tnzima TdT (erminal

deoxynuceotydil transferase in grado di legare dei nucleotidi (F-dUTP) nagircon
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una sonda fluorescente. La contro-colorazione dellele vitali avviene con propridio-

ioduro, il colorante che viene utilizzato anche yautare i cicli cellulari.
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Fig. 26 Determinazione della frazione di cellule apoptatichediante citofluorimetria
(TUNEL). (A) Cellule MB1603 in assenza di alcun tipo di trattatoea 24-48 ore
(controllo).(B) Cellule MB1603 trattate con Nutlin-3u®1 per 24-48 ore.

Le cellule MB1603 sono state trattate con Nutli®3con i farmaci convenzional
utilizzati singolarmente ed in combinazione con IMe8; VP16 e Nutlin-3 ad una
concentrazione M, VCR 3 nM, per un tempo di 24-48 ore. Come si pobare in
figura 27, il trattamento con etoposide aument&daione di cellule apoptotiche, che
passa da 3,4% a circa il 15,6 %, dalle 24 e 48(wmore segnalato nei riquadri di
destra) e I'effetto aumenta in maniera consideegel viene aggiunto in combinazione

Nutlin-3 (15,2% e 40%). Questo risultato assumegitag rilevanza se si considera che
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Nutlin-3 da solo si associa ad una percentualeltiile apoptotiche alle 48 ore del 3,3%

(figura 26).
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Fig. 27 Determinazione della frazione di cellule apoptatichediante citofluorimetria
(TUNEL). Cellule di medulloblastoma, MB1603 p53 wt, trattaten VP16 2M e con
la combinazione Nutlin-3@V - VP16 2uM per 24-48 ore di esposizione.

Il trattamento con VCR associato a Nutlin-3 ha pitta gli stessi risultati osservati per

BN

VP16 e Nutlin-3, anche se l'efficacia € risultatydermente inferiore (figura 28).

Infatti, a 48 ore dal trattamento, il segnale apbpd cellulare raggiunge quasi il 30%,

contro il 40% visto per I'etoposide combinato. isposta alla VCR-Nutlin-3 appare piu

tardiva, aumentando di quasi 10 volte dalle 24 48eore, mentre un buon effetto si

otteneva gia dopo 24 ore con la combinazione VPAhN3.
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4. DISCUSSIONE

Il medulloblastoma rappresenta la neoplasia celebraligna piu frequente dell’'eta
pediatrica, con importante tendenza all'invasiomiésseeminazione.

Benché la derivazione del tumore non sia ancordutie chiarita, gli studi clinici, su
modello animale e cellulare mostrano come le dfférvarianti morfologiche hanno
istogenesi e patogenesi diverse, e presentino sdiveuscettibilita al trattamento.
[Kleihues P., Luois DN, Scheithauer BW, J. Neurbgatp.Neurol; 61,215-225,2002]

Il medulloblastoma e un tumore embrionario tipicgl’dta pediatrica. Diversamente
dalle neoplasie dell’eta adulta, 'oncosoppresgdi@ appare raramente mutata, anche se
il pathwayda essa regolato appare perturbato e non funzeffsaslesina AM, Dunn ST,
Moore WE, Nalbantoglu J. Pathol Res Pract 2000; :298-50]. Un meccanismo
possibile e l'aumentata espressione di MDM2, umjuliina ligasi che, mediante
ubiquitinazione della proteina p53, ne controlla skquestro citoplasmatico e la
successiva degradazione proteosomale. Se p53 wativata, in seguito a danno
cellulare, puo indurre la trascrizione di geni dmdinti per proteine implicate nel
controllo/arresto del ciclo cellulare (p%X), nella riparazione del DNA e nell'innesco
della morte cellulare programmata o apoptosi (PURAx,Bac...)[Opferman JT , GP
Zambetti, Cell death and differentiation, 2006,nfa2e, 13, 898-901]

L’obiettivo primario di una terapia anti tumoralegeello di indurre la morte selettiva
delle cellule maligne, nelle quali uno o piu megsan di controllo di crescita e di
proliferazione cellulare sono perduti. La possiajlipertanto, di ripristinare una o piu
proteine coinvolte nei controlli del destino detkelula apre interessanti prospettive nel
determinare l'induzione di morte cellulare prograatanpotenziando la risposta alla
chemioterapia tradizionale e la regressione tureoral

Sfruttare la coppia di target molecolari p53-MDM®2ne&e bersagli terapeutici €
decisamente vantaggioso, in quanto la cellula vraimata alle basi del meccanismo di
morte cellulare programmata.

Esistono diverse molecole capaci di interferire teterodimero p53-MDM2. Tra le piu
note e utilizzate vi sono Nutlin-3, che lega dmetente MDM2 permettendo
I'attivazione e la stabilizzazione di p53, e RIT&{ra molecola attualmente in studio,
che al contrario lega direttamente pfBrown CJ, Lain S, Verma CS, Cancer, 2009,
Dec., 9, 862-873].

57



Nutlin-3 & un composto che agisce come inibitorepetitivo del complesso p53-
MDM2 hanno scoperto una famiglia di derivati cisdaeolinici di sintesi, chiamati
Nutlins. Tale nome € la sincrasi Nutley inhibitors, giacche agiscono come inibitori.
[Roche Apllied Science Roche's Xcelligence systaiRealtime ready Focus Panels
have been used in the analysis of nutlin-inducexptgsis. Edited by the Laboratorytalk
editorial team Sep 11, 2009]

Studi recenti hanno dimostrato che differenti linagnorali (tra cui linee di
neuroblastoma, sarcoma, Leucemia Linfatica Acuten@) sono reattive nei confronti
di Nutlin-3, evidenziando un incremento marcatoladgdroteine responsabili della
risposta apoptotica.[Barbieri E., Mehta P., Mol.Cancer Ter., 2006, Sept
5(9)][Villalonga-Planells R., Tortosa A., PloS ONA&pril 2011, 6(4): €18588]

Lo scopo di questo studio é stato quello di vakutaffetto di Nutlin-3 su una linea
cellulare di Medulloblastoma che esprime p&#d-type e pertanto funzionante
(MB1603), con particolare attenzione alla loro fgfizzazione nei confronti di farmaci
chemioterapici di comune impiego (Cisplatino, Etmide e Vincristina) e della
radioterapia.

| nostri dati dimostrano che concentrazioni micréamiadi Nutlin-3 riducono la vitalita
delle cellule di medullobastoma, in particolare garate di trattamento oltre le 72 ore.
E’ interessante notare, inoltre, come, pur utilila una miscela racemica dei due
enantiomeri “a” e “b”, le cellule di medulloblastamappaiono significativamente piu
sensibili al trattamento con Nutlin-3 rispetto abidtre linee cellulari riportate in
letteraturgDrakos E, Thomides A, e coll, Clin Cancer Res, 720(3:3380-87].Infatti,
I'effetto citotossico di Nutlin-3 & evidente da cemtrazioni di 2,5-5uM, capaci di
dopo 7 giorni di trattamento. Gli studi eseguitilisiee cellulari di Linfoma di Hodgkin
mostrano una sensibilita nettamente inferiore tispalle linee di medulloblastoma;
infatti la IC50, per 48-72 ore di trattamento, \@eraggiunta solo a concentrazioni
prossime a 1QM di Nutlin-3a, enantiomero puro. Il medesimo dffesi osserva in
linee cellulari di Linfoma non Hodgkin (Mantle Cellymphoma, MCL) dove si
raggiungono concentrazioni pari a 201. Nelle linee di sarcoma sono necessarie
concentrazioni di 30-4QM di Nutlin-3 per raggiungere livelli di inibizionelella
crescita cellulare pari al 50%Tabe Y, Sebasigari D e coll, Clin Cancer Res, 2009
15(3):933942] [Drakos E, Thomides A, e coll, Climr€er Res, 200713:3380-87]
[Hori T, Cancer Letter, 2009, doi:10.1016]
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Abbiamo analizzato i livelli di espressione bagdilip53 e del suo target primario,
MDM2. Le cellule di medulloblastoma MB1603 esprimobassi livelli di p53 che,
tuttavia, € attiva ed in grado di indurre I'esgiese di MDM2. Esse sono cellule
stabilizzate derivate de un medulloblastoma anaiptasche si caratterizza per una
maggiore espressione di MYC e MYCN, due geni chenbacome target molecolare
MDM2 con conseguente inattivazione di p53. L'elevaspressione di MDM2, in
guesta linea cellulare, la rende un modello speriaie ideale, per studiane vitro, gli
effetti di Nutlin-3. Al contrario, le Daoy, celluleon p53 mutata, sono caratterizzate da
quantita molto elevate di p53, mentre hanno mitigelli di MDM2. Essendo p53
mutata nel sito di legame per il DNA, essa non eoresla sua attivita trascrizionale.
Nella linea cellulare MB1603, appare evidente coietlin-3 sia in grado di
sensibilizzare le cellule ai trattamenti chemigbési Infatti, da sola tale molecola é in
grado di determinare un'aumentata espressione Jlit@@ale e I'induzione di proteine
legate all'apoptosi (clivaggio del PARP, aumentasaressione di p21) ma l'effetto e
significativamente piu evidente nel caso di tragath combinati con chemioterapici.
Infatti, gia alla concentrazione di VP16 di 0,QiM, si verifica una drastica riduzione
della vitalita: le cellule si mantengono vitali pe&80-90% con il solo chemioterapico,
mentre in combinazione con Nutlin-3 M la vitalita scende al 60% (P<0,05); con
Nutlin-3 a concentrazioni di 2M l'effetto € drastico poiché si arriva ad un 25%
(P<0,05). Una simile risposta si ottiene anche @WDP associato a Nutlin-3: il
farmaco da solo, alla concentrazione di 0404, determina una vitalitd dell’80-90%,
mentre se combinato con Nutlin-3uyM la vitalita scende al 55-60% (P<0,05); con
Nutlin-3, 2 uM, si raggiunge il 35-40% (P<0,001). Infine, abb@nvalutato
I'associazione di Nutlin-3 alla VCR, unico farmaira quelli usati nel nostro studio ad
indurre un blocco del ciclo cellulare e non un effegenotossico. Il trattamento con
VCR 1 nM non sembra avere alcun effetto citotossiata linea cellulare MB1603, il
co-trattamento VCR e Nutlin-3 AM e 2 uM, causa una riduzione di vitalita cellulare
rispettivamente al 20% e 10% (P<0,001). Studi ajfalcondotti su linee di Mieloma
Multiplo hanno evidenziato come I'uso simultaned\ditlin-3a con agenti genotossici,
guali melfalan e doxorubicina, produca un effettitagonista; d’altro canto, le linee di
Leucemia Mieloide Acuta e di Linfoma di Hodgkin sdono un effetto sinergico in
seguito ad esposizione a Nutlin-3 combinato comtg@gostatici.[Stuhmer T, Bargou
RC, Cell Cycle, 2005, vol 5(1) : 39-42]
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Questi nostri primi risultati sono stati confermdagli studi di espressione proteica, in
particolare nell’effetto di induzione dei targetngéici specifici di p53. Nutlin-3 &
efficace anche come singolo agente: essa determmaincremento tempo- e
concentrazione-dipendente di p53 che, a sua otida ad un’espressione maggiore di
p21 e di MDM2.Dalla letteratura € noto come l'inibizione di MDM2a un metodo
molto efficace per ottenere un maggiore effettopamico indotto dall’accumulo di p53
nel nucleo e dalla sua stabilizzazione. Molteptimlecole, aventi questo eterodimero
come bersaglio, sono in fase di studio ed i risutiaservati finora hanno evidenziato
una significativa azione anti-proliferativa e presatotica in linee cellulari maligne. I
ruolo chiave della regolazione negativa di p53 ag¢ra MDM2, con conseguente
stabilizzazione di p53 ed induzione del spathway apoptotico, € stato dimostrato
anche mediante l'uso di oligonucleotidi antisenpgassilev LT, MolMed, 2006,vol
13(1)]. L’effetto pro-apoptotico di Nutlin-3 si esprimeeliaumentato clivaggio di
PARP che, parimenti a quanto osservato per p58gtad essere piu netto secondo un
andamento tempo- e concentrazione-dipendente. heioazione di Nutlin-3 con i
chemioterapici mostra, tuttavia, i risultati piu tdressanti. La stimolazione
dell'espressione di MDM2 é parallela all'incremerttella concentrazione di p53: in
presenza di CDDP, VP16 e VCR combinati a Nutlire3due proteine aumentano
soprattutto dopo le 72 ore di esposizione. Lo stedtetto si dimostra per p21, che
viene solo minimamente stimolata dal CDDP singatentre aumentano nettamente i
suoi livelli nel trattamento combinato. Nel pregestudio, invece, il VP16 ha mostrato
una maggiore efficacia rispetto al CDDP, situaziartee trova riscontro anche
analizzando i livelli di espressione proteica. thfgp21 viene stimolata gia dal VP16 da
solo, al contrario del CDDP, che aumenta I'espoggsidi questa proteina solo dopo il
trattamento combinato. | risultati ottenuti appaadn linea con quanto dimostrato in
ulteriori analisi relative al co-trattamento NutBhagente genotossico.

E’ stato recentemente dimostrato che un effettdogoasull'induzione di p53 e p21 si
ottiene in seguito a trattamento di linee cellulfiricarcinoma prostatico con Nutlin-3
(2-10 pM) esposte a radiazioni o ambiente ipossico. Le mpazioni Nutlin-
3/radioterapia o Nutlin3/ipossia determinano urrentento significativo dell’apoptosi
mediante induzione di p53. Questo avvalora l'iposesondo la quale un aumento della
concentrazione di p53 libera comporta una senstaifiionedelle cellule agli agenti
genotossici[Supiot S, Hill RP, Bristow RG, Mol Cancer Ther0807(4):993-999]
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| nostri dati dimostrano come I'associazione, regt@pia e Nutlin-3 alla concentrazione
1 uM, puod incrementare l'effetto citotossico causatiled sole radiazioni ionizzanti
sulla linea cellulare MB1603, p5®&ild-type Infatti, gia dall’esposizione di 1 Gy, si
verifica una marcata riduzione della vitalita: rhttamento radiante da solo riduce la
vitalita al 90%, in combinazione con Nutlin-3:1 il valore dimunisce al 30%.

L’analisi di PARP fornisce un’ulteriore evidenzdldenaggiore risposta nel trattamento
combinato: dopo esposizione a Nutlin-3 e VP16ud slivaggio € totale alle 72 ore,
mentre non lo e nel caso del trattamento singolanddo analogo, il CDDP determina
un clivaggio solo parziale di PARP, che divienegpguasi totale nel trattamento
combinato; infine, anche il trattamento VCR-NutBninduce una maggiore attivita
dell’enzima PARP rispetto al solo chemioterapiampre alle 72 ore. Le cellule Daoy,
contrariamente a quanto finora osservato, non sobgs alcun effetto Nutlin-3
dipendente; p53 rimane invariata in presenza duggae trattamento. La sola proteina
che modifica il suo stato basale € PARP che risalizato solo in presenza di
chemioterapico e per lunghe esposizioni. L'inedle linee cellulari con p53 mutata
al trattamento con Nutlin-3, usato singolarmenta essociazione con Cisplatino o
VP16, é stata osservata anche in studi eseguitinse tumorali di liposarcoma e
carcinoma del colon. Tuttavia queste linee p53 teusano risultate piu sensibili al
trattamento combinato Cisplatino/Nutlin-3 qualagalle molecole vengano utilizzate in
successione. L'effetto é attribuito alla stabilzioame e attivazione di E2F1, fattore pro-
apoptotico, in risposta all'inibizione di MDM2 e iseguito all’attivazione di altri
componenti della famiglia di p53Ambrosini G, Sambol EB, Carvajal D, e caoll,
Oncogene, 20026:3473-3481]

Caratteristica dell’ induzione di p53 € un blocaal diclo cellulare con conseguente
induzione di apoptosi, in relazione con I'accumymgressivo di p24*™ e con
l'aumentato clivaggio di PARP. p94™ pud creare complessi con diverse cicline ed
indurre un accumulo della popolazione cellulardase G1/S. Si tratta di un evento
precoce che normalmente precede tutti gli everratieolisi apoptoticdSlingerland J,
Pagano M, Regulation of the CdK inhibitor p27atelderegulation in cancer, Cancer
183, 2000: 10-17] Mediante la determinazione del ciclo cellulare,cl@lorazione
nucleare con DAPI ed il saggio TUNEL, abbiamo \atotla distribuzione della
popolazione cellulare nelle cellule trattate e n@ngdenziando I'esistenza di un arresto
del ciclo cellulare che coincide con un incrememtella percentuale di cellule
apoptotiche, nettamente superiore nei co-trattanaéiet24, 48 e 72 ore di esposizione.

61



Alle concentrazioni utilizzate per i trattamenti possibile osservare una risposta
apoptotica fin dalle prime 24 ore di esposiziorepéercentuale di cellule in apoptosi
passa dal 3,4% al 15,2% rispettivamente con aggidnsolo VP16 e VP16-Nutlin3 e
dall'1,45% al 3,1% con VCR e VCR-Nutlin-3. L'effetie nettamente piu marcato alle
48 ore dove la combinazione con [Ietoposide ragggunl 40%, mentre |l
chemioterapico da solo raggiunge il 15,6%; la usizra somministrata da sola arriva al
2,3% mentre se associata a Nutlin-3 ha un effgitgpttico circa 15 volte superiore
(29%).

In conclusione, questo studio dimostra che le it medulloblastoma rispondono al
trattamento con Nutlin-3 in maniera dose- e temiperttente e che I'esposizione
contemporanea a Nutlin-3 e a chemioterapici tradai determina una risposta
terapeutica significativamente maggiore rispettsirggoli trattamenti.

Pertanto, possiamo affermare che la stabilizzazidn@53 mediante inibizione di
MDMZ2 puo risultare terapeuticamente vantaggiosanatiamento del medulloblastoma
€ puo rappresentare un’opzione per futuri studiali

Va tuttavia segnalato che molte delle nuove terapieate”, come ad esempio l'uso di
inibitori delle metalloproteasi o di alcuni recett@er fattori di crescita, non hanno
riportato in vivo i risultati sperati. Le strategohe prevedono l'attivazione di p53, in
particolare, stabilizzando p5&ild-type o favorendo la sua sintesi rispetto a quella
mutata dominante, sono in fase di rapida evoluzitimelavoro recente di Michaelis M.
et al., indicherebbe che l'inibizione della degraol@e mediante ubiquitinazione di p53
non sia sufficiente a colpire con un approccio iMmgdtale le cellule tumorali e che,
invece, possa indurre dei fenomeni di resistenzahamioterapici di uso corrente,
richiedendo quindi un continuo monitoraggio dei ipad sottoposti a questo
trattamento[Michaelis M., Cinati jr J., Cell Death and Desea@911) 2, e243]

Strategie che sfruttano le caratteristiche molecdklle cellule neoplastiche, diverse da
guelle coinvolte nellattivita dei farmaci antindagtici, potrebbero tuttavia portare
notevoli vantaggi in termini di efficacia e di mmeotossicita, e pertanto meritano di

essere attentamente valutate.
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