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RIASSUNTO 

 

Il carcinoma protatico e quello vescicale sono ad oggi le patologie tumorali a maggiore 

incidenza nella popolazione maschile e quelli con i più alti tassi di mortalità. 

Quest’ultima è connessa all’elevata frequenza di ricadute derivante da una scarsa 

efficacia dei trattamenti disponibili, spesso caratterizzati da invasività e tossicità. Un 

nuovo approccio per la cura di questi tumori potrebbe essere rappresentato dalla 

fotochemioterapia nella quale i farmaci vengono attivati per svolgere la loro funzione 

direttamente sul sito interessato, riducendo quindi la tossicità alle cellule sane 

limitrofe. L’attività antiproliferativa dei composti usati in questa pratica, psoraleni ed 

angelicine, in seguito ad attivazione con luce UVA, è ben nota ed in gran parte dovuta 

alla loro capacità di interagire con il DNA formando monoaddotti (MA) e legami crociati 

(XL). Tuttavia, il maggior svantaggio dell’utilizzo delle furocumarine in associazione a 

luce UVA è rappresentato dal rischio di mutagenicità legato sia alla loro capacità di 

legare covalentemente l’acido nucleico che alla tossicità della stessa radiazione 

utilizzata. La possibilità di fotoattivare questo tipo di molecole con blue light (BL) 

potrebbe rappresentare un’innovazione nel campo della fotochemioterapia perché 

andrebbe a migliorarne i più comuni limiti operativi ed effetti collaterali riscontrati con 

l’utilizzo di UVA. BL, diversamente da UVA, possiede una più profonda penetrazione 

tessutale, permettendo quindi il potenziale trattamento di tumori più invasivi, e al 

contempo presenta una minore mutagenicità. Inoltre, da un punto di vista tecnico, le 

fibre ottiche usate in terapia fotodinamica (PDT) hanno un migliore rendimento nel 

trasporto di BL rispetto a quello di UVA sia da un punto di vista della diffusione della 

luce che della quantità di radiazione trasmessa. 

Poiché 8-MOP e TMA, nonostante i loro bassi coefficienti di estinzione molare (ε), 

sono in grado di essere fotoattivate da BL, in questa tesi è stato verificato se 

l’associazione delle due sostanze con questo tipo di radiazione potesse esercitare un 

effetto antiproliferativo su linee cellulari di tumore prostatico (DU145) e vescicale 

(T24), fornendo una prima indicazione su un loro possibile utilizzo nella fototerapia 

locale di tali neoplasie.  

Esperimenti su DNA isolato hanno confermato la capacità di queste molecole di 

formare MA e XL, produrre tagli ai filamenti e fotoossidare le basi dell’acido nucleico 

quando attivate da UVA; la fotoattivazione mediante BL induceva, invece, sia una 

diminuzione quantitativa che una variazione nella tipologia delle lesioni alla 

macromolecola. Questa diminuzione risultava di gran lunga maggiore nel caso di 
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TMA che, al contrario di 8-MOP, in seguito ad attivazione con BL non era in grado di 

formare XL e di fotoossidare il DNA. 

8-MOP e TMA più BL possedevano una buona attività antiproliferativa risultante 

dall’induzione del processo apoptotico e dalla formazione di ROS. Inoltre, queste 

molecole modulavano lo stato di attivazione di p38 ed ERK1/2 con entrambe le 

tipologie di irradiazione. Tuttavia, i dati raccolti hanno evidenziato che TMA 

possedeva una maggiore efficacia rispetto a 8-MOP essendo attiva a dosi minori. 

Inoltre, non era genotossica, come mostrato dalla valutazione dello stato di 

fosforilazione dell’istone H2AX sia nelle cellule DU145 che nelle T24, quando irradiata 

con UVA o BL. 

TMA/BL, inoltre, modulava in modo negativo la via di segnale canonica di Wnt; infatti 

aumentava le forme fosforilate di -catenina e di GSK3  alla tirosina 216 e diminuiva 

i livelli nucleari di -catenina. L’inibizione di questa via si traduceva nella diminuzione 

dell’espressione di alcuni suoi geni target, quali ciclina D1, c-Myc e CD44 nella sua 

variante v6, come evidenziato dalla RT-PCR. Oltre ad una diminuita espressione a 

livello di trascritto si registrava anche una riduzione dell’espressione proteica di CD44 

in tutti i campioni trattati con TMA. Studi sul docking tra TMA e la glicoproteina CD44 

hanno evidenziato come la sua ridotta espressione non fosse imputabile ad una 

interazione diretta tra le due molecole, ma conseguente all’inibizione della via Wnt.  

Quest’ultima era dovuta alla modulazione dello stato di fosforilazione alla tirosina 216 

di GSK3 , come suggerito dal parziale recupero dell’espressione di -catenina 

nucleare ed alla riduzione della sua forma fosforilata in seguito a trattamento con LiCl. 

I dati raccolti hanno suggerito, inoltre, che lo stato di attivazione di GSK3  potesse 

essere mediato da ERK1/2, in quanto TMA/BL induceva una diminuzione della sua 

forma fosforilata. 

In conclusione, TMA fotoattivata da BL può rappresentare un’interessante opzione 

per la fotochemioterapia dei carcinomi prostatico e vescicale non invasivo, in quanto 

tale trattamento è in grado di inibire vie chiave per la crescita e la progressione 

tumorale in assenza di effetti genotossici. 
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ABSTRACT 

 

Prostate and bladder cancer are currently the most common tumors in the male 

population and those with the highest mortality rates. The latter is related to the high 

incidence of relapses resulting from a lack of efficacy of available treatments, often 

characterized by invasiveness and toxicity. A new approach for the management of 

these cancers could be represented by photochemotherapy where the drugs are 

directly activated on the diseased area, thus reducing toxicity to neighboring healthy 

cells. The antiproliferative activity of the compounds, psoralenes and angelicins, 

following activation with UVA, light is well known and largely due to their ability to 

interact with DNA forming monoadducts (MAs) and cross-links (XLs). However, the 

major disadvantage of the use of furocumarins in combination with UVA light is 

represented by the risk of mutagenicity linked both to their ability to covalently bind 

the nucleic acid and to the toxicity of the radiation. The possibility of photoactivate this 

type of molecule with blue light (BL) could represent an innovation in the field of 

photochemotherapy because it would improve the most common operational limits 

and side effects connected with the use of UVA. BL, unlike UVA, has a deeper tissue 

penetration, thus allowing the potential treatment of more invasive tumours, and at 

the same time has a lower mutagenicity. Moreover, from a technical point of view, the 

optical fibers used in photodynamic therapy (PDT) have a better performance to 

deliver BL than UVA both from the point of view of light diffusion and the amount of 

transmitted radiation. 

Since 8-MOP and TMA are able to be photoactivated by BL, despite their low 

coefficients of molar extinction, this thesis verified whether the association of the two 

compounds with this type of radiation exerted an antiproliferative effect on cell lines 

of prostate cancer (DU145) and bladder (T24) cell lines, providing an initial indication 

of their possible use in local phototherapy of these cancers.  

Experiments on isolated DNA have confirmed the ability of these molecules to form 

MAs and XLs, produce strand breaks and photooxidation of nucleic acid bases when 

activated by UVA. However, photoactivation by BL induced, both a quantitative 

decrease and a variation in the type of lesions in the macromolecule. This decrease 

was far greater in the case of TMA, which, unlike 8-MOP, was unable to form XLs and 

photooxide DNA after activation with BL. 

8-MOP and TMA plus BL had good antiproliferative activity resulting from the 

induction of the apoptotic process and the formation of ROS. In addition, these 

molecules modulated the activation status of p38 and ERK1/2 with both types of 
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irradiation. However, TMA had a higher activity than 8-MOP being active at lower 

doses, and was not genotoxic, as shown by the evaluation of the phosphorylation 

status of histone H2AX in both DU145 and T24 cells, when irradiated with UVA or BL. 

TMA/BL also modulated Wnt's canonical signal pathway in a negative way; in fact, it 

increased the phosphorylated forms of -catenin and GSK3  (to tyrosine 216) and 

decreases the nuclear levels of -catenin. The inhibition of this pathway lead to a 

decrease in the expression of some of its target genes, such as cyclin D1, c-Myc and 

CD44v6, as demonstrated by RT-PCR. In addition to decreased expression at 

transcript level, there was also a reduction in protein expression of CD44 in all 

samples treated with TMA. Studies on the docking between TMA and CD44 have 

shown that its reduced expression was not due to a direct interaction between the two 

molecules, but consequent to the inhibition of the Wnt pathway.  

The latter was due to the modulation of the phosphorylation state at tyrosine 216 of 

GSK3 , as suggested by the partial recovery of the expression of nuclear -catenin 

and the reduction of its phosphorilated form after treatment with LiCl. The collected 

data also suggest that the activation status of GSK3  may be mediated by ERK1/2, 

as TMA/BL induced a decrease in its phosphorylated form. 

In conclusion, TMA photoactivated by BL may represent an interesting option for 

photochemotherapy of non-invasive prostate and bladder carcinomas, because this 

treatment is able to inhibit key pathways for tumour growth and progression in the 

absence of genotoxic effects. 
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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 Carcinoma prostatico 

La prostata, o ghiandola prostatica, è una struttura anatomica di forma rotondeggiante 

dell’apparato genitale maschile situata sotto la vescica e di fronte al retto. Ha la 

funzione di secernere il liquido prostatico, uno dei costituenti dello sperma, coinvolto 

nella maturazione e veicolazione degli spermatozoi. Il cancro alla prostata è il tumore 

non cutaneo più comunemente diagnosticato e la seconda causa principale di morte 

per neoplasia, negli uomini, a livello globale. Il tasso di incidenza di questa patologia 

nelle ultime due decadi ha registrato un continuo aumento anche grazie all’adozione 

metodica dello screening per l’antigene prostatico specifico (PSA) come diagnosi 

precoce (Daniyal et al.,2014; Salinas et al., 2014). 

Il PSA, chiamato anche callicreina-3 (KLK3), è una glicoproteina prodotta dalla 

ghiandola prostatica normalmente rilevabile in piccole quantità nel sangue e nel 

liquido seminale; svolge la funzione fisiologica di mantenere fluido il seme 

promuovendo la motilità dello sperma attraverso il muco della cervice uterina. È una 

proteina quasi esclusivamente espressa dalle cellule prostatiche e la sua trascrizione 

è regolata dai livelli degli ormoni androgeni; sebbene non sia un marker specifico per 

la patologia tumorale prostatica è molto utilizzato da un punto di vista clinico per la 

diagnosi iniziale della neoplasia e soprattutto per monitorarne la risposta alle terapie. 

I livelli ematici di PSA risultano molto elevati nei pazienti affetti dal tumore ma anche 

nel caso di patologie non maligne come, ad esempio, l’ipertrofia prostatica benigna o 

semplici infiammazioni. A causa di questa non assoluta specificità, la diagnosi di 

neoplasia viene effettuata anche tramite altri esami quali l’analisi con ultrasuoni 

transrettali, l’esame digitale rettale e la biopsia (Amaro et al., 2014; Pezaro et al., 

2014). Un altro marcatore recentemente entrato nella prassi diagnostica è l'antigene 

3 del cancro alla prostata (PCA3). PCA3 è un RNA non codificante di funzione 

sconosciuta. Viene analizzato con metodi di amplificazione dell'RNA dai sedimenti 

urinari. A differenza di PSA, questo marcatore è espresso in modo specifico dalle 

cellule tumorali della prostata. Tuttavia, all'aumento della specificità si contrappone 

una ridotta sensibilità e quindi il PCA3 viene applicato in associazione al PSA, dove 

può essere utile nel ridurre il numero di biopsie non necessarie in caso di una 

precedente biopsia negativa negli uomini con elevati livelli di PSA (Pezaro et al., 

2014). 
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Sebbene le cause siano ancora sconosciute, studi epidemiologici hanno considerato 

un gran numero di fattori correlati allo sviluppo del tumore prostatico. Il rischio di 

insorgenza è direttamente correlato all’aumento dell’età; infatti, l’incidenza è più 

elevata negli uomini al di sopra dei 50 anni. Inoltre, l’incidenza della neoplasia è 

aumentata in persone di razza africana e in quelle aventi una storia familiare positiva 

per questa patologia. Altri fattori che possono contribuire allo sviluppo della neoplasia 

possono essere l’obesità, elevati livelli di ormoni maschili, fumo, esposizione ad 

agenti chimici e mutazioni ai geni BRCA1 e BRCA2 che sono mutazioni ereditarie 

della linea germinale (Pezaro et al., 2014; Tabayoyong and Abouassaly, 2015). I 

BRCA1/2 sono geni onco-soppressori coinvolti in vie di segnale importanti per il 

controllo dei danni al DNA, come la regolazione della trascrizione e la riparazione 

della rottura a doppio filamento. Questi geni hanno molteplici domini funzionali e 

interagiscono con numerose proteine coinvolte in numerosi processi biologici. Il 

BRCA1 è coinvolto in tutte le fasi del ciclo cellulare e regola gli eventi durante la 

progressione cellulare. Normalmente BRCA1 attiva la risposta cellulare ai danni al 

DNA che possono bloccarne la proliferazione e favorirne l'apoptosi, sottoponendo le 

cellule ad elevato rischio di trasformazione maligna. Il gene BRCA2, invece, è 

coinvolto nella riparazione del DNA. Mutazioni di questi geni ne minano le funzioni 

portando ad un accumulo di danni al DNA, soprattutto in cellule in fase di replicazione, 

che sfociano successivamente in tessuti tumorali (Cavanagh e Katherine, 2015). 

Screening, come i test per PSA e PCA3, uniti alla valutazione di altri fattori di rischio, 

stanno prendendo sempre più importanza sia per evitare l’uso di ulteriori test invasivi, 

come le biopsie, sia per scongiurare diagnosi errate; questo è dovuto al fatto che la 

neoplasia presenta molto spesso un lento decorso, frequentemente con assenza di 

sintomi soprattutto negli stadi iniziali, rendendo alle volte molto difficile compiere una 

diagnosi appropriata (Pezaro et al., 2014). 

La maggior parte dei tumori prostatici sono adenocarcinomi in quanto la neoplasia si 

sviluppa nelle cellule ghiandolari, mentre altri casi più rari comprendono il carcinoma 

a cellule squamose, il carcinoma a cellule ad anello con castone, il carcinoma a cellule 

transazionali, il carcinoma neuroendocrino e il sarcoma. In caso di metastasi questo 

tipo di tumore è in grado di diffondere sia localmente, attraverso l’invasione diretta 

delle vescicole seminali, della vescica o dei tessuti circostanti, sia localizzarsi in punti 

più distanti, come ad esempio cervello e reni (Guandagli et al., 2014; Okoye et al., 

2014).  
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1.1.1 Opzioni terapeutiche per il carcinoma prostatico  

La scelta della strategia terapeutica più adeguata avviene in seguito alla valutazione 

di diversi parametri, quali l’estensione anatomica del tumore e l’aggressività della 

neoplasia, i valori di PSA iniziali, le condizioni generali del paziente in termini di età, 

aspettativa di vita e presenza di situazioni di co-morbidità, ovvero la coesistenza di 

più patologie nello stesso paziente, che possono rappresentare un rischio di morte 

più elevato di quello del carcinoma prostatico stesso (Grozescu et al., 2017). Nei 

pazienti in cui il carcinoma è circoscritto alla sola prostata la scelta solitamente ricade 

sulla vigile attesa o sorveglianza attiva, sulla chirurgia o sulla radioterapia accoppiata 

o meno alla terapia ormonale; invece, nel caso in cui il carcinoma sia diffuso anche 

ad altri tessuti od organi i trattamenti maggiormente utilizzati sono la chemioterapia e 

la terapia ormonale (Sternberg et al., 2014). 

 

 

1.1.1.1 Chirurgia  

Le pratiche chirurgiche più comunemente utilizzate in caso di cancro alla prostata 

sono rappresentate dalla prostatectomia radicale e dall’orchiectomia. La 

prostatectomia radicale consiste nella rimozione chirurgica della prostata, delle 

vescicole seminali e dei linfonodi loco-regionali. Rappresenta l’approccio più 

comunemente utilizzato nei casi in cui il tumore sia circoscritto alla sola prostata, nei 

primi stadi della neoplasia e qualora non ci sia stata alcuna risposta positiva alla 

radioterapia. Questa tecnica può essere effettuata in diversi modi; la tipologia più 

comune di prostatectomia radicale è rappresentata dalla prostatectomia retropubica, 

nella quale avviene la rimozione della prostata attraverso un’incisione addominale, 

mentre si parla di prostatectomia perineale nel caso in cui l’incisione sia praticata a 

livello del perineo. In altri casi la rimozione della prostata può avvenire per via 

laparoscopica, in modo molto meno invasivo (Lepor, 2005). Nonostante sia una 

tecnica molto utilizzata, la prostatectomia può dare luogo a varie conseguenze 

negative tra le quali le più comuni sono incontinenza ed impotenza nei pazienti trattati. 

Nel caso in cui le caratteristiche del tumore lo consentano, per ridurre la possibilità di 

insorgenza di tali conseguenze, può essere adottata una tecnica chiamata 

prostatectomia radicale nerve-sparing, che consente di preservare i fasci nervosi che 

decorrono in prossimità della prostata e consentire un più facile recupero 

dall’intervento (Michl et al., 2015).  

Alternativamente, può essere effettuata l’orchiectomia, ovvero l’asportazione di 

entrambi i testicoli, per ridurre i livelli di testosterone, fattore implicato nella crescita e 
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nello sviluppo del tumore prostatico. Tale tecnica è stata quasi totalmente 

abbandonata a causa dell’irreversibilità della procedura e degli importanti risvolti 

psicologici nel paziente. Infine, è possibile eradicare le cellule tumorali esponendo la 

prostata a bassissime temperature mediante una tecnica denominata criochirurgia. 

Nel 90% dei casi però l’utilizzo di questo metodo di trattamento ha come conseguenza 

lo sviluppo di impotenza nel paziente (Bahn et al., 2002). 

 

1.1.1.2 Chemioterapia 

La chemioterapia ha un ruolo ben riconosciuto nella gestione del cancro alla prostata, 

soprattutto nei casi di tumore ormono-refrattario. Viene utilizzata come seconda linea 

di trattamento nei casi in cui la terapia ormonale non abbia dato buoni risultati o in 

caso di tumori in stadio avanzato o che presentano una metastatizzazione in altri 

organi e tessuti. Sebbene per questa tipologia di tumore la chemioterapia non 

rappresenti un trattamento di prima scelta, è utilizzata come efficace strumento per la 

prevenzione di eventuali recidive in seguito a trattamento chirurgico o radioterapico 

(Bracarda et al., 2005).  

Il farmaco chemioterapico d’elezione per il trattamento del carcinoma prostatico è il 

Docetaxel (DTX), appartenente alla famiglia dei taxani; questa classe di molecole, 

legandosi alla -tubulina, stabilizza la polimerizzazione e la depolimerizzazione dei 

microtubuli. Il blocco di questo dinamico processo cellulare porta all’attivazione di 

numerose vie di segnale che inducono apoptosi a causa del blocco della mitosi, 

attivazione di Bcl-2 e blocco della trascrizione data dal recettore per gli androgeni 

(Hurwitz, 2015).  

Un altro farmaco usato nel caso di tumore prostatico è il Carbazitaxel, anch’esso 

appartenente alla famiglia dei taxani. Quest’ultimo ha dimostrato una buona efficacia 

in pazienti trattati con ormonoterapia associata alla chemioterapia e in pazienti 

resistenti al DTX (Kotsakis et al., 2016). Nell’ultimo periodo numerosi studi clinici 

hanno, inoltre, sottolineato come l’associazione di farmaci della famiglia dei taxani 

con la somministrazione di prednisone migliori la risposta terapeutica e il profilo di 

tossicità (Hurwitz, 2015). 

 

1.1.1.3 Radioterapia  

In alternativa alle pratiche chirurgiche ed alla chemioterapia un altro approccio usato 

contro il tumore alla prostata è rappresentato dalla radioterapia. Questa tecnica si 

basa sull’emissione di un fascio di radiazioni ionizzanti ad alta energia diretto contro 

le cellule tumorali; viene usata nei casi di tumori prostatici molto aggressivi ed in stato 
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avanzato, generalmente associata alla terapia per la deprivazione degli androgeni 

(ADT). Numerosi studi clinici hanno evidenziato come il co-trattamento con ADT e 

radioterapia aumenti sensibilmente l’aspettativa di vita dei pazienti rispetto all’utilizzo 

delle due pratiche separate (Warde et al., 2011). 

Negli ultimi anni la radioterapia classica è stata soppiantata da due nuove forme di 

trattamento più efficaci e meno lesive per i pazienti: la radioterapia conformazionale 

(3D-CRT) e la radioterapia ad intensità modulata (IMRT). La 3D-CRT rappresenta 

una forma a fasci esterni in grado di definire e di ricostruire tridimensionalmente i 

volumi degli organi interessati dal trattamento; questa tecnica permette un netto 

miglioramento in termini di sopravvivenza libera da recidiva. Purtroppo la persistenza 

di tumore locale residuo dopo la radioterapia convenzionale rappresenta ancora un 

problema non indifferente. L’insuccesso nell’eradicazione della malattia è 

probabilmente dovuto alla presenza di cloni cellulari tumorali resistenti e ad 

imprecisioni nella determinazione del volume tumorale da irradiare. La 3D-CRT è in 

grado di definire in modo specifico i tessuti da irradiare e di calcolare con estrema 

precisione la dose da distribuire in ogni punto dell’area interessata, risolvendo quindi 

le problematiche inerenti ad una non omogenea distribuzione della radiazione. Grazie 

alla sua innovatività questa tecnica ha permesso, inoltre, di ridurre la tossicità agli 

organi adiacenti anche utilizzando dosi elevate di radiazioni (Zelefsky et al., 2001).  

Nei casi di tumori particolarmente aggressivi viene usata la IMRT; anche questa 

tecnica permette una modulazione dell’intensità di radiazione da vari angoli di 

emissione e si è dimostrata particolarmente efficace quando associata ad ADT. Il 

grande vantaggio di questa tecnica rispetto alla radioterapia classica è la sua capacità 

di somministrare dosi anche molto elevate di radiazioni alla prostata riducendo al 

minimo l’esposizione agli organi circostanti. Anche questo approccio terapeutico non 

è esente da effetti collaterali, tra i quali i più riscontrati dai pazienti sono disturbi alla 

minzione, affaticamento e stanchezza generale e sintomi intestinali (Mohiuddin et al., 

2015).  

 

1.1.1.4 Ormonoterapia  

Numerosi studi hanno evidenziato che nel tumore alla prostata la componente 

staminale, soprattutto nelle fasi iniziali sia sostenuta dalla presenza di testosterone. 

Sulla base di questa osservazione un approccio possibile per contenere lo sviluppo 

del tumore è rappresentato dalla ADT. Questo approccio risulta particolarmente 

efficace quando associato ad altre tecniche come, ad esempio, in seguito alla 

chirurgia o in concomitanza con la radioterapia. Usata come trattamento a sé stante 

l’ADT, in seguito a lunghi periodi di trattamento, dà solitamente origine a popolazioni 
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cellulari che non necessitano più della presenza di testosterone per la loro crescita 

finendo col perdere di efficacia (Di Zazzo et al., 2016). 

Attualmente la ADT si basa sulla somministrazione di farmaci in grado di inibire 

direttamente la sintesi degli androgeni. Esistono due categorie di questi farmaci che 

possono anche essere usati in associazione: agonisti ed antagonisti dell’ormone di 

rilascio ipotalamico delle gonadotropine (GnRH) e antiandrogeni. Gli antagonisti del 

GnRH sopprimono, agendo direttamente a livello ipotalamico, la produzione di 

androgeni. A questa classe di farmaci appartengono il Degarelix e l’Abarelix, i quali 

vengono somministrati tramite iniezioni sottocutanee nell’area addominale. Gli 

agonisti del GnRH, invece, agiscono sopprimendo la produzione ormonale attraverso 

un processo di regolazione negativa. I farmaci antiandrogeni sono in grado di bloccare 

la crescita delle cellule tumorali prostatiche inibendo l’attività del testosterone in 

quanto si legano in modo competitivo ai suoi recettori. I farmaci maggiormente usati 

di questa classe sono il ciproterone acetato (CPA), un derivato 

dell’idrossiprogesterone, la flutamide e la bicalutamide, più sicuri e con meno effetti 

collaterali rispetto al precedente poiché sono in grado di salvaguardare maggiormente 

le funzioni sessuali (Rove et al., 2014).  

Tra i più comuni effetti collaterali riscontrati durante questa terapia si annoverano 

affaticamento, disfunzioni sessuali, ginecomastia, vampate di calore e problemi 

cardiocircolatori (Mohiuddin et al., 2015). 

 

1.2 Carcinoma vescicale 

La vescica è un organo cavo muscolo-membranoso situato nella cavità pelvica che 

assolve il compito di raccogliere l’urina derivante dai reni. La sua parete è composta 

da quattro tonache: mucosa, sottomucosa, muscolare e avventizia. Il tumore alla 

vescica rappresenta il quarto tipo di neoplasia più comunemente riscontata negli 

uomini e la nona nelle donne. La maggior parte dei tumori vescicali origina a livello 

della tonaca mucosa, in seguito ad alterazioni maligne delle cellule dell’epitelio di 

transizione, la cui proliferazione diventa incontrollata (Zhang X e Zhang Y, 2015).  

Il tumore vescicale più frequentemente diagnosticato è quello che ha origine dalle 

cellule transizionali e viene generalmente suddiviso in alto e basso grado. Quello di 

alto grado è la forma più aggressiva e tende ad invadere il tessuto muscolare, 

diffondendosi poi ai tessuti e agli organi adiacenti, mentre il tumore di basso grado, 

presenta caratteristiche meno invasive e solitamente si riscontra in seguito a 

trattamento di un precedente tumore all’organo. Il carcinoma vescicale può inoltre 

essere classificato anche in muscolo-invasivo e in non muscolo-invasivo, in base alla 
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sua capacità di invadere la tonaca muscolare vescicale. Sulla base dell’evoluzione 

della patologia, il carcinoma vescicale può essere presente in quattro stadi, che vanno 

dallo stadio 0, in cui le lesioni neoplastiche sono localizzate a livello epiteliale, allo 

stadio IV, in cui il tumore invade la parete pelvica o addominale, diffondendosi poi ai 

linfonodi o ad altre parti del corpo come ad esempio le ossa, il fegato e i polmoni. 

(Ohishi et al., 2015). 

Si è visto che questa tipologia di tumore aumenta con l’avanzare dell’età e, sebbene 

non se ne conoscano le cause, numerosi studi ne hanno associato l’insorgenza ad 

una serie di fattori di rischio sia ambientali che genetici. Tra i più comuni fattori di 

rischio ambientali si annoverano fumo di sigaretta, esposizione a prodotti chimici e 

gas tossici industriali, infiammazione della vescica dovuta a infezioni microbiche e 

parassitarie da Schistosomiasi e alcuni effetti avversi dei farmaci usati per il 

trattamento del cancro alla vescica. Oltre all’esposizione ambientale anche numerose 

alterazioni genetiche concorrono all’aumento di rischio di insorgenza del tumore 

vescicale; a differenza di altre neoplasie le mutazioni genetiche implicate 

nell’insorgenza di questa tipologia di cancro non appartengono alla linea germinale 

bensì a quella somatica e quindi non sono ereditabili.  

Le mutazioni genetiche alla base della neoplasia vescicale colpiscono soprattutto 

geni aventi un ruolo chiave nella regolazione del ciclo cellulare prevenendo che le 

cellule si dividano in modo troppo rapido e incontrollato come, ad esempio, CCND1, 

TERT, HRAS, e TP53. CCND1 e TP53 codificano rispettivamente per ciclina D1 e 

p53, due proteine molto importanti per un corretto svolgimento della duplicazione 

cellulare; il gene TERT, è coinvolto nella protezione del DNA, nei processi di 

invecchiamento cellulare e nel cancro. Numerosi studi hanno dimostrato che 

mutazioni di questo gene si verificano durante la carcinogenesi e che tali mutazioni 

possono essere presenti in qualsiasi fase dello sviluppo tumorale dell’urotelio. Il gene 

TERT produce una proteina, la trascrittasi inversa del complesso della telomerasi, 

che aumenta la lunghezza dei telomeri, strutture che si trovano alle estremità dei 

cromosomi e proteggono il materiale genetico e sono anche associate al processo di 

invecchiamento cellulare. La proteina HRAS codificata dall’omonimo gene è 

normalmente coinvolta nella regolazione del ciclo cellulare in risposta allo stimolo 

dato dai fattori di crescita; quando alterata, risulta permanentemente attivata anche 

in assenza di stimolo portando di conseguenza ad una incontrollata crescita cellulare 

(Zhang X e Zhang Y, 2015). 
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1.2.1 Opzioni terapeutiche del carcinoma vescicale 

Per stabilire il miglior approccio terapeutico per il carcinoma vescicale vengono presi 

in considerazione una serie di fattori, quali le dimensioni della massa tumorale, lo 

stadio clinico del tumore, il grado di infiltrazione delle cellule tumorali nella parete della 

vescica e la loro diffusione nelle strutture adiacenti. Vengono, inoltre, valutati anche 

il quadro clinico generale del paziente, eventuali trattamenti precedenti, l’età, 

l’aspettativa di vita e la risposta ai possibili effetti collaterali del trattamento. Su questa 

base, ad oggi, il tumore alla vescica viene affrontato tramite chirurgia, terapia 

intravescicale, chemioterapia convenzionale, radioterapia e immunoterapia. Queste 

pratiche possono essere utilizzate in combinazione fra loro in base alla tipologia e alla 

gravità della patologia con l’obiettivo di ottenere una terapia il più efficace possibile e 

scongiurare il rischio di recidive (Soria et al., 2016). 

 

1.2.1.1 Chirurgia 

Gli approcci chirurgici al carcinoma vescicale sono sostanzialmente di due tipi, 

resezione transuretrale e cistectomia, scelti in base alla tipologia, allo stadio della 

patologia e della sua conseguente espansione. Nei tumori agli stadi iniziali e non 

invasi si predilige la resezione transuretrale. Viene effettuata sia per verificare la 

presenza del tumore e il suo grado di infiltrazione nell’organo, sia per rimuoverne la 

massa. Per raggiungere l’interno dell’organo viene utilizzato un resettoscopio con il 

quale viene asportata la massa tumorale tramite un filamento ad anello posto alla 

sommità dello strumento. In seguito, per avere la sicurezza di aver asportato l’intera 

massa tumorale, gli eventuali residui possono essere rimossi tramite folgorazione per 

mezzo di laser ad alta anergia. Questa opzione terapeutica viene generalmente 

eseguita in anestesia spinale o totale (Zapala et al., 2018). 

La cistectomia viene, invece, presa in considerazione quando il tumore è di tipo 

invasivo, può essere parziale o totale a seconda delle dimensioni e della gravità 

dell’infiltrazione del carcinoma. Quando questo ha raggiunto la tonaca muscolare, ma 

la sua estensione risulta limitata ad una piccola zona, si predilige la cistectomia 

parziale; in questo caso, viene rimossa solo la parte interessata della vescica assieme 

ai linfonodi limitrofi che sono successivamente analizzati. Questo approccio risulta 

particolarmente vantaggioso in quanto non risulta necessario ricostruire la vescica, 

anche se la struttura residua presenterà una capacità di volume minore, costringendo 

i pazienti ad urinare con maggiore frequenza (Kurpad e Woods, 2015).  

La cistectomia radicale viene, invece, effettuata nei casi in cui il tumore risulti esteso 

e presente in più aree diverse della vescica. Questa metodologia prevede la completa 
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asportazione dell’organo e di tutti i linfonodi della zona limitrofa. Inoltre, negli uomini 

sono generalmente asportate anche la prostata e le vescicole seminali, mentre nella 

donna le ovaie, le tube di Falloppio, l’utero, la cervice e talvolta una piccola porzione 

di vagina. In seguito a questo drastico intervento risulta necessaria la ricostruzione 

della vescica. Sulla base della situazione medica generale e delle richieste del 

paziente vengono effettuate la diversione incontinente, la diversione continente o la 

ricostruzione vescicale. La diversione incontinente viene eseguita usando un piccolo 

pezzo di intestino il quale, connesso agli ureteri, viene collegato ad una sacca 

posizionata al di fuori dell’addome del paziente. La diversione continente viene invece 

realizzata formando una sacca con un pezzo di intestino, la quale è connessa ai reni 

tramite gli ureteri e alla parete addominale con una specifica valvola la quale permette 

al paziente di svuotare la sacca tramite un apposito catetere. Nel caso di ricostruzione 

di una nuova vescica, la porzione di intestino, utilizzata per sopperire alla mancanza 

dell’organo, viene connessa all’uretra, permettendo al paziente di urinare 

normalmente (Lee et al., 2014). 

 

1.2.1.2 Terapia intravescicale 

La terapia intravescicale viene generalmente effettuata in seguito a resezione 

transuretrale nei casi di tumore non invasivo per ridurre al minimo il rischio di recidive. 

Gli agenti terapeutici utilizzati in questa pratica non sono in grado di raggiungere gli 

strati più profondi della parete vescicale o le strutture extravescicali come ad esempio 

i reni e l’uretere, ma presentano il vantaggio di essere in grado di colpire in modo 

selettivo le cellule tumorali senza intaccare quelle sane. Tuttavia, questo approccio 

può comunque dar luogo a irritazioni fastidiose e sensazioni di calore a livello 

dell’organo (Gözen et al.,2017). Per l’attuazione di questa pratica possono venire 

inseriti all’interno della vescica, tramite un apposito catetere, agenti sia 

immunoterapici che chemioterapici.  

Tramite l’approccio immunoterapico viene sfruttata l’attivazione delle cellule del 

sistema immunitario del paziente per eliminare le residue cellule tumorali 

eventualmente rimaste in seguito a rimozione chirurgica della massa tumorale. 

Nel caso di tumore allo stadio iniziale come agente immunoterapico viene utilizzato il 

Bacillus Calmette-Guerin (BCG). Il complesso meccanismo attraverso cui agisce il 

BCG non è ancora del tutto chiaro; è noto che questo batterio è in grado di legarsi 

all’urotelio inducendo in tal modo un’infiammazione che porta al rilascio di citochine 

pro-infiammatorie che, a loro volta, richiamano le cellule del sistema immunitario 

innato come i macrofagi e i granulociti neutrofili. La conseguente produzione di 
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citochine e chemochine attira infine le cellule T e le cellule NK che, attraverso la 

citolisi, sono responsabili dell'effetto antitumorale finale. 

Questa tecnica non è particolarmente indicata nei pazienti con ridotta capacità 

vascolare e cardiaca, in pazienti immunodeficienti o che presentano una qualche 

patologia polmonare. Inoltre, l’età è un fattore estremamente importante da tenere in 

considerazione in quanto all’aumentare degli anni si riduce la capacità di risposta del 

sistema immunitario (Soria et al., 2016). 

 

1.2.1.3 Chemioterapia 

In caso di tumore vescicale l’agente chemioterapico può venire somministrato sia per 

via intravescicale, qualora la patologia sia allo stadio iniziale e quindi localizzata, o 

per via sistemica per raggiungere eventuali punti di metastatizzazione in caso di 

malattia ad uno stadio avanzato. La chemioterapia sistemica può essere utilizzata 

come terapia neoaudiuvante, terapia audiuvante o come aiuto alla radioterapia. 

Principalmente viene usata come terapia neoaudiuvante, ovvero effettuata prima 

della radioterapia o di un intervento chirurgico per ridurre le dimensioni della massa 

tumorale e facilitarne la successiva asportazione.  

In alternativa, l’approccio chemioterapico può essere adottato in seguito al 

trattamento chirurgico o radioterapico, come terapia adiuvante, per eliminare 

eventuali cellule tumorali rimaste. Numerosi studi hanno, inoltre, verificato come una 

combinazione tra radioterapia e chemioterapia permetta di ottenere ottimi risultati dal 

punto di vista di eradicazione del tumore, permettendo la diminuzione sia delle dosi 

di radiazione che di concentrazione del farmaco. I farmaci possono essere 

somministrati da soli o in combinazione sulla base del loro meccanismo d’azione e 

dello stato clinico generale del paziente. Il cisplatino, la mitomicina in associazione al 

5-fluorouracile vengono usati nella chemioterapia sistemica associata a radioterapia. 

Nella chemioterapia come trattamento a sé stante le associazioni più frequenti sono, 

invece, gemcitabina e cisplatino; metotressato, vinblastina, doxorubicina in 

combinazione con cisplatino (MVAC); cisplatino, metotressato e vinblastina (CMV); 

carboplatino e paclitaxel o decetaxel per pazienti con ridotta funzionalità renale. Tali 

combinazioni vengono somministrate in cicli che normalmente durano qualche 

settimana, intervallati da un periodo di riposo per permettere al corpo di recuperare 

(Abufaraj et al., 2016).  

I principali effetti collaterali di questi farmaci sono principalmente legati alla loro 

capacità di agire maggiormente su cellule in rapida crescita, le quali sono presenti 

non solo a livello tumorale ma anche in altri tessuti. I pazienti generalmente 

riscontrano nausea e vomito con conseguente perdita di appetito, caduta di capelli, 
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piaghe alla bocca, diarrea o costipazione, aumento del rischio di infezioni per la 

diminuita produzione di globuli bianchi ed emorragia o ecchimosi, in seguito a piccoli 

tagli, per diminuita produzione di piastrine insieme ad affaticamento a causa di una 

minor produzione di globuli rossi. Normalmente, tali effetti spariscono una volta 

terminato il trattamento (Mari et al., 2017).  

 

1.2.1.4 Radioterapia 

La radioterapia come approccio terapeutico al carcinoma vescicale viene utilizzata 

come parte del trattamento negli stadi iniziali, in seguito alla chirurgia, ove non fosse 

stato possibile asportare l’intera massa tumorale, oppure come trattamento principale 

nel caso di tumori ai primi stadi. Inoltre, può essere effettuata per ridurre la massa 

tumorale prima di procedere all’asportazione chirurgica in caso di tumori in stadi 

avanzati. Spesso la chemioterapia viene usata in combinazione con la radioterapia 

per rendere quest’ultima più efficace e in questo caso si parla di chemioradiazione. 

L’irradiazione dura generalmente pochi minuti e la terapia risulta del tutto indolore. Il 

trattamento di solito è composto da cinque sedute a settimana per alcune settimane. 

Per scegliere la corretta dose di radiazioni e la giusta angolazione del fascio da usare 

nel trattamento è necessaria una sessione di preparazione, chiamata simulazione. 

Sfortunatamente, anche questo trattamento presenta alcuni effetti collaterali (in base 

alla dose utilizzata e all’area trattata), tra cui cambiamenti cutanei della zona irradiata 

(rossori, vesciche, perdita di pelle), nausea e vomito, fastidi vescicali (calore, dolore 

nell’urinare, presenza di sangue nelle urine), diarrea, affaticamento dovuto ad un 

basso ematocrito (Ma et al., 2018). 

 

1.2.1.5 Immunoterapia 

L’immunoterapia consiste nell’utilizzare farmaci che permettono ed aiutano il sistema 

immunitario a riconoscere e a distruggere le cellule tumorali. Oltre al trattamento con 

BCG, il quale viene usato negli stadi iniziali della patologia, altri approcci 

immunoterapici rappresentano una valida alternativa negli stadi più avanzati o in 

carcinomi che si ripresentano dopo trattamento chemioterapico.  

Il sistema immunitario vanta la grande capacità di saper riconoscere quelle che sono 

le proprie cellule (self) da quelle estranee (non self), grazie a molecole checkpoint o 

cellule che vengono attivate o disattivate, innescando la risposta immunitaria. 

Tuttavia, le cellule tumorali sono spesso in grado di eludere questi meccanismi ed 

essere riconosciute come self. In questo contesto, sono stati progettati e sintetizzati 

farmaci capaci di legarsi alle molecole checkpoint (Butt e Malik, 2018).  
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Tra queste ultime si ricorda PD-1 (Programmed death-cell 1) e PD-L1 (Programmed 

death ligand 1). PD-1 è una proteina transmembrana espressa soprattutto a livello 

dei linfociti T e B, che gioca un ruolo importante nella sotto-regolazione del sistema 

immunitario e reprime l’attività delle cellule T infiammatorie. La proteina rappresenta 

un checkpoint della risposta immunitaria e contrasta meccanismi che possono portare 

a fenomeni autoimmuni, promuovendo l’apoptosi nelle cellule T presentanti l’antigene 

e riducendola in quelle T regolatorie. PD-1 lega un’altra proteina transmembrana, PD-

L1, che risulta essere sovraespressa nelle cellule attivate del sistema immunitario 

(macrofagi, cellule dendritiche e linfociti) e in molti tumori. Il legame con PD-L1 

provoca una soppressione della via di segnale di PD-1 e una conseguente 

diminuzione dell’attività immunitaria verso le cellule presentanti la suddetta proteina. 

Farmaci come atezolizumab, durvalumab e avelumab si legano a PD-L1, mentre 

nivolumab e pembrolizumab si legano a PD-1 impedendone il legame con PD-L1. 

Ostacolando il legame tra queste proteine checkpoint viene, quindi, migliorata la 

risposta immunitaria antitumorale da parte delle cellule T. Questi farmaci vengono 

somministrati generalmente ogni due o tre settimane per via endovenosa o per 

infusione. Gli effetti collaterali più comuni sono nausea e conseguente perdita di 

appetito, affaticamento, febbre, diarrea o costipazione, rash cutanei e infezioni del 

tratto urinario (Sunshine e Taube, 2015; Powles et al., 2017).  

 

1.3 TERAPIA FOTODINAMICA 

La terapia fotodinamica (PDT) è un metodo non invasivo e altamente selettivo per la 

distruzione di cellule e tessuti indesiderati. È una pratica clinicamente approvata già 

da un quarto di secolo: inizialmente per il trattamento di un ristretto numero di tumori, 

si è via via ampliata enormemente fino a comprendere aree di applicazione diverse 

tra loro come cardiologia, urologia, immunologia e dermatologia. La PDT viene anche 

usata con successo per il trattamento di infezioni virali, contro ceppi batterici e fungini 

resistenti agli antibiotici, per l'inattivazione di agenti patogeni negli emoderivati e per 

la sterilizzazione dell’acqua.  

Tra i principali vantaggi di questa tecnica vi è la sua elevata selettività. Si basa sulla 

presenza simultanea di tre componenti: un agente fotosensibilizzante (PS), ossigeno 

molecolare e luce visibile o quasi infrarossa (NIR), nessuno dei quali è tossico o in 

grado di danneggiare cellule e tessuti da solo. Il PS viene generalmente 

somministrato in forma stabile ed inattiva per via topica, endovenosa o 

intraperitoneale in base alla patologia da trattare e si accumula preferenzialmente 

nelle cellule da colpire. Quando viene irradiato ad una certa lunghezza d'onda, il PS 
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raggiunge uno stato eccitato e di maggiore instabilità energetica (stato di singoletto). 

In questa forma instabile il PS attivato rilascia energia attraverso l'emissione di calore, 

luce o si converte ad uno stato energico intermedio (stato di tripletto) prima di tornare 

al suo stato fondamentale. Il fotosensibilizzante nel suo stato di tripletto è in grado di 

produrre i radicali superossido e idrossilico (attraverso reazioni ti tipo 1) o convertire 

l’ossigeno molecolare presente nei tessuti in forma di ossigeno singoletto (1O2) 

(reazione di tipo 2). Queste specie reattive dell’ossigeno (ROS) danneggiano ed 

uccidono le cellule bersaglio, ledono la rete vascolare del tumore e attivano la risposta 

immunitaria (Master et al., 2013; Benov, 2015).  

A livello molecolare l’attore principale del danno indotto dal trattamento di PDT è 

l’ossigeno singoletto dato che le cellule contengono un’ampia serie di biomolecole 

che sono potenziali bersagli per l’ossidazione. Il bersaglio principale è rappresentato 

dalle proteine a causa della loro abbondanza a livello cellulare; i residui amminoacidici 

non reagiscono tutti allo stesso modo con l’ossigeno singoletto e ciò dà luogo a danni 

selettivi a determinate catene amminoacidiche. Amminoacidi come cisteina, 

metionina, tirosina, istidina e triptofano sono siti primari di modifica ossidativa delle 

proteine da parte dei ROS. Le proteine, inoltre, possono anche essere direttamente 

modificate dalla PDT tramite legame diretto con il PS. Un altro bersaglio molecolare 

è rappresentato dai lipidi; sono meno abbondanti delle proteine ma il loro alto 

contenuto di grassi insaturi, soprattutto a livello delle biomembrane, rende la 

membrana cellulare e altri organelli ottimi bersagli per l’ossigeno singoletto e i ROS 

prodotte dai PS. Un fattore aggiuntivo, che contribuisce al danno lipidico indotto dalla 

PDT, è l'alta solubilità dell’ossigeno nei lipidi; un PS in un ambiente lipidico ha una 

maggiore possibilità di incontrare ossigeno molecolare rispetto ad un ambiente 

acquoso e quindi di produrre 1O2. I ROS danno inizio a reazioni a catena di radicali 

liberi che distruggono il doppio strato lipidico delle membrane cellulari e generano al 

contempo prodotti di reazione biologicamente attivi e chimicamente reattivi. Le 

conseguenze della perossidazione lipidica non si limitano quindi al danneggiamento 

diretto degli acidi grassi, ma anche alla modifica di proteine e polinucleotidi. In 

aggiunta, oltre a modificare le funzioni delle membrane cellulari, la perossidazione 

lipidica porta ad alterazioni del metabolismo e delle vie di segnale cellulari portando, 

quindi, alla morte della cellula (Benov, 2015).   

I fotosensibilizzanti utilizzati in PDT possono essere classificati in fotosensibilizzanti 

ad attivazione tissutale o vascolare. I PS ad attivazione tissutale richiedono ore o 

giorni per raggiungere concentrazioni terapeutiche nei tessuti da trattare e vengono 

attivati mediante luce laser. Questo ritardo tra la somministrazione del farmaco e la 

sua attivazione viene definito come “l’intervallo di luce del farmaco”. Questi farmaci si 
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possono accumulare anche in altri tessuti, come la pelle e gli occhi, e possono essere 

attivati all'interno di tali strutture per un certo periodo di tempo dopo la 

somministrazione rendendo necessaria la loro protezione. I fotosensibilizzanti ad 

attivazione vascolare raggiungono, invece, concentrazioni utili al trattamento, 

all’interno dei vasi, in pochi minuti e hanno quindi il vantaggio di avere un breve 

“intervallo di luce”. Questo permette che la somministrazione del farmaco e la sua 

irradiazione possano essere effettuati in un’unica seduta. Inoltre, questo tipo di PS 

viene metabolizzato rapidamente dall’organismo permettendo la dimissione del 

paziente senza particolari misure di prevenzione il giorno stesso del trattamento 

(Arumainayagam e Moore, 2010).  

Ad oggi, la PDT risulta un valido strumento per il trattamento sia del carcinoma 

prostatico sia di quello vescicale anche grazie alla produzione ed al miglioramento di 

fibre ottiche che consentono di ridurre l’invasività della pratica. Gli agenti 

fotosensibilizzanti più utilizzati appartengono alla famiglia delle porfirine, molecole 

caratterizzate da uno scheletro eterociclico costituito da quattro molecole di pirrolo 

unite tramite ponti metinici, e l’acido 5-aminolevulinico (5-ALA) precursore della 

sintesi dei derivati porfirinici (Bader et al., 2012). 

 

 

Rappresentazione schematica della terapia fotodinamica (PDT) per il trattamento del tumore 

 

 

1.4 PUVA terapia 

Mentre nella PDT si ricorre ad una radiazione nel visibile o nel vicino infrarosso, la 

PUVA (psoralene+UVA), anch’essa utilizzata per il trattamento di patologie cutanee, 

si avvale della componente UV della luce (Baker, 1984). In particolare, la luce UVA 

penetra profondamente nella cute, arrivando fino al derma e per questo motivo deve 

essere utilizzata con cautela. L’esposizione non deve essere, infatti, prolungata o 

frequentemente ripetuta negli anni, perché, come accade con l’esposizione non 

https://it.wikipedia.org/wiki/Composto_eterociclico
https://it.wikipedia.org/wiki/Pirrolo
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protetta da opportuni filtri ai raggi solari, il paziente potrebbe riscontrare importanti 

effetti collaterali, come l’invecchiamento della pelle fino allo sviluppo di forme tumorali 

cutanee maligne (Epstein JH., 1999).  

Grazie all’attività iperpigmentante, eritematogena ed antiproliferativa di alcuni agenti 

fotosensibilizzanti, quali le furocumarine, è stato identificato il target principale 

dell’azione fotochimica, ovvero le basi pirimidiniche. Queste molecole possono quindi 

agire come agenti alchilanti il DNA e bloccare le funzioni cellulari; in questo senso, la 

PUVA inibisce la proliferazione cellulare dei cheratinociti, mentre stimola quella dei 

melanociti e la loro differenziazione (Nordlund e Lerner, 1982).  

Poiché si legano al DNA delle cellule tumorali, rallentandone così la proliferazione, 

sono oggetto di studio come potenziali agenti antitumorali. Se non è ancora chiara la 

sicurezza del trattamento PUVA sulle cellule del melanoma, a causa degli effetti 

mutageni sulle cellule sane, in vitro si è visto come alcune furocumarine riescano ad 

inibire la proliferazione delle cellule di alcune forme tumorali, come, ad esempio, 

quelle del carcinoma mucoepidermoide o di quello mammario (Wu et al., 1992; 

Scaffidi et al., 2011; Panno et al., 2014). 

 

1.4.1 Lo spettro elettromagnetico e la radiazione UV 

Lo spettro elettromagnetico è costituito dall’insieme delle frequenze delle radiazioni 

elettromagnetiche. In base alle diverse lunghezze d’onda, vi si possono distinguere 

diverse regioni: quella dell’infrarosso compresa tra i 1800 e i 700 nm, quella del 

visibile tra i 780 e i 400 nm, e quella dell’ultravioletto al di sotto dei 400 nm.  

 

 
Spettro elettromagnetico 
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Le radiazioni UV occupano quella porzione dello spettro elettromagnetico con 

lunghezza d’onda compresa tra 100 e 400 nm e si dividono in tre categorie principali:  

- UVA (315-400 nm);  

- UVB (280-315 nm);  

- UVC (100-280 nm).  

I raggi UVA costituiscono la quasi totalità degli ultravioletti e non provocano effetti in 

forma acuta a livello cutaneo, come possono essere eritemi e scottature, ma portano 

ad effetti negativi a lungo termine. Infatti, essendo in grado di penetrare in profondità 

fino al derma, sono i principali responsabili dell’invecchiamento cutaneo prematuro e 

possono favorire lo sviluppo di forme tumorali, quali il melanoma e il carcinoma 

cutaneo a cellule basali (Kavouras et al., 2015). Gli UVB sono più energetici ma 

inferiori in quantità rispetto agli UVA; causano danni sia a breve che a lungo termine, 

penetrando nell’epidermide. L’esposizione prolungata agli UVB è stata associata al 

rischio di cheratosi attinica e melanoma, per la capacità di compromettere i normali 

meccanismi fotoprotettivi della pelle; sembra sia responsabile di forme tumorali 

cutanee (Aubin et al.,2001). Sia gli UVA, che gli UVB hanno, però, un effetto sulla 

proliferazione dei melanociti e sulla sintesi della melanina (Abdel-Naser, 2003). I raggi 

UVC, invece, sono particolarmente dannosi per la salute, ma non inducono particolari 

effetti sulla pelle, perchè vengono trattenuti dalla fascia di ozono. Vengono più 

comunemente utilizzati per la disinfezione di acqua ed aria, e di dispositivi medici 

(Bichai et al., 2011). 

 

1.4.2 Fotochimica 

Quando una molecola assorbe una radiazione UV o visibile, avvengono una serie di 

processi fotochimici; tale assorbimento si traduce in un passaggio della molecola da 

uno stato elettronico fondamentale ad uno eccitato, con energia superiore. 

Le transizioni elettroniche che si verificano in seguito all’assorbimento di una 

radiazione da parte di una molecola sono strettamente correlate a determinate 

caratteristiche strutturali; la lunghezza d’onda della luce assorbita dipende dalla 

presenza di un cromoforo nella struttura stessa, ovvero gruppi di atomi con 

caratteristiche assorbenti specifiche. Di solito, quando si parla di cromofori, ci si 

riferisce a gruppi aromatici di- o triciclici, o a sistemi di doppi legami coniugati. 

Secondo quanto afferma il Principio di Pauli, in condizioni standard le molecole si 

trovano allo stato fondamentale, che presenta gli elettroni nello stato energeticamente 

più favorevole, ovvero con spin opposti. Quando la molecola passa dallo stato 

fondamentale (S0) a quello eccitato, gli elettroni più esterni dell’orbitale vengono 

promossi ad un livello energetico superiore, dove possono rimanere appaiati in uno 
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stato eccitato di singoletto (S1), oppure possono subire un’inversione di spin, che 

porterà lo stato di singoletto ad evolvere in tripletto (T), più stabile.  

Nello stato fondamentale e in quelli eccitati vi sono diversi stati vibrazionali e 

rotazionali, pertanto un salto elettronico può essere accompagnato da variazioni di 

energia vibrazionale e rotazionale. Poiché gli stati quantici vibrazionali sono molto più 

vicini dei livelli elettronici, ed ancora di più di quelli rotazionali, essi provocano la 

formazione di bande larghe che compaiono quando si registra uno spettro di 

assorbimento di una radiazione che interagisce con molecole poliatomiche in 

soluzione.  

Gli stati di singoletto e tripletto vengono indicati con Sn e Tn, dove n è il numero che 

indica i diversi livelli energetici; n=0 indica lo stato fondamentale, e man mano che il 

valore di n cresce, maggiore sarà la distanza degli elettroni dal nucleo quindi 

maggiore sarà il contenuto di energia. 

 

 
Diagramma di Jablonski che riporta schematicamente i livelli energetici e le transizioni possibili 

 

Dopo essere state eccitate, le molecole tendono però a ritornare al loro stato 

fondamentale. In particolare, quando una molecola decade dallo stato S1 allo stato 

S0, si verificano una serie di trasformazioni, durante le quali l’energia viene ceduta o 

assorbita sotto forma di radiazione elettromagnetica (processi radiativi), oppure la 

transizione tra livelli energetici differenti avviene ad energia costante (processi non 

radiativi).  
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Il decadimento da uno stato vibrazionale di singoletto eccitato a uno stato vibrazionale 

di singoletto a minor energia, quindi livelli con stessa molteplicità di spin, viene definito 

conversione interna (IC), mentre il decadimento con variazione di molteplicità, con 

conseguente passaggio da singoletto a tripletto, è detto intersystem crossing (ISC). 

Sia IC che ISC sono due processi non radiativi.  

Il decadimento da S1 o T1 allo stato fondamentale S0 avviene molto lentamente perché 

questi sono gli stati eccitati più stabili, a più lunga vita, e responsabili della maggior 

parte delle reazioni fotochimiche.  

I processi accompagnati da emissione di radiazione che possono, invece, avvenire 

sono emissione di fluorescenza, dove si passa dallo stato eccitato di singoletto allo 

stato fondamentale di singoletto, e di fosforescenza, nella quale dallo stato di tripletto 

si arriva a quello di singoletto.  

Due differenti tipi di transizioni elettroniche interessano le furocumarine nella regione 

UV, n→π* e π→π*.  

Nelle transizioni n→π* si crea lo stato eccitato nπ*, quando gli elettroni dell’ossigeno 

carbonilico vengono eccitati dalla radiazione, e transitano dall’orbitale n all’orbitale a 

più alta energia, cioè quello π*.  

Nelle transizioni π→π* invece sono coinvolti gli elettroni π, che vengono eccitati 

all’orbitale π*, dando luogo così allo stato eccitato ππ*.  

 

 
Rappresentazione schematica dei livelli energetici degli psoraleni allo stato eccitato 
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1.4.3 Furocumarine  

Le Furocumarine sono composti di origine naturale che posseggono importanti 

proprietà fotobiologiche. Dal punto di vista chimico derivano dalla condensazione di 

un anello furanico con un nucleo cumarinico; possono formarsi diversi isomeri, grazie 

alle diverse possibilità di condensazione, e per questo motivo si distinguono 

furocumarine lineari e furocumarine angolari, rispettivamente psoraleni e angelicine.  

 

 
Struttura chimica di psoraleni ed angelicine 

 

Queste sostanze naturali derivano dal mondo vegetale e sono state 

originariamente individuate ed isolate nella Psoralea coryfolia e nell’Angelica 

archangelica, ma poi ritrovate, assieme ai loro derivati, anche in moltissime 

altre specie.  

Con l’avvento della fototerapia, questi composti sono stati oggetto di 

moltissimo interesse per il trattamento di malattie cutanee; l’applicazione 

topica di questi farmaci, e la successiva attivazione con luce, provoca eritema, 

edema e pigmentazione della cute (Caffieri, 2002). I principali effetti sono 

attribuiti all’attivazione con la radiazione ultravioletta, quindi con lunghezza 

d’onda compresa tra i 400 e i 320 nm, ma sono noti anche effetti farmacologici, 

seppur di scarsa intensità, in assenza di irradiazione.  

Le furocumarine agiscono attraverso due tipi di meccanismi (Kitamura et al., 

2005): 

 Meccanismo fotodinamico. Questo tipo di meccanismo richiede la 

presenza dell’ossigeno, e prevede due tipi di reazione che portano alla 

formazione di ROS. Nelle reazioni di tipo I si assiste al trasferimento di 

elettroni tra la furocumarina eccitata e l’ossigeno molecolare, in 

particolare la furocumarina nello stato di tripletto viene ridotta da un 

donatore di elettroni, che può essere ad esempio una delle basi del 

DNA, e dona gli elettroni all’ossigeno, con formazione di idroperossidi, 

che evolveranno poi in anione superossido e radicale ossidrile. Nelle 

reazioni di tipo II, invece, la furocumarina eccitata allo stato di tripletto 
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trasferisce l’energia all’ossigeno, che si trova allo stato fondamentale, 

e si forma quindi l’ossigeno singoletto, altamente reattivo e 

responsabile del danno ossidativo di numerose molecole biologiche. 

Le specie radicaliche, quali 1O2, anione superossido (.O2), radicale 

ossidrilico (.OH), e perossido di idrogeno (H2O2), sono molto reattive 

verso le componenti cellulari; possono, infatti, determinare 

l’ossidazione dei lipidi di membrana, degli amminoacidi, delle proteine 

e degli acidi nucleici (Bordin et al., 1991).  

 Meccanismo non fotodinamico. Si tratta, in questo caso, di una 

reazione ossigeno indipendente, in cui il PS reagisce direttamente con 

il composto di destinazione (reazione di tipo III); la furocumarina allo 

stato di singoletto reagisce con il DNA allo stato fondamentale. In 

particolare, in seguito ad irradiazione con luce UV (320-400 nm), si 

formano, tra i filamenti dell’acido nucleico, monoaddotti e legami 

crociati tramite legame preferenziale alle basi pirimidiniche. Il danno al 

DNA si traduce in un forte effetto antiproliferativo. L’interazione tra le 

furocumarine e il DNA avviene in due step (Song e Tapley, 1979). Nel 

primo si ha la formazione di un complesso molecolare quando la 

molecola si trova ancora nel suo stato fondamentale; numerosi studi 

dimostrano la grande affinità delle furocumarine per il DNA anche al 

buio, sebbene questa interazione sia di debole entità e facilmente 

dissociabile (Dalla Via et al.,2012). La molecola si intercala nel doppio 

filamento formando un complesso molecolare che favorisce la 

successiva formazione di cicloaddotti con le basi pirimidiniche. Nel 

secondo step, in seguito ad irradiazione, la furocumarina si lega in 

modo covalente con le basi pirimidiniche del DNA. Il modo attraverso 

cui le furocumarine angolari, ovvero le angelicine, formano cicloaddotti 

con il DNA è molto diverso rispetto a quello degli psoraleni, in quanto 

questi presentano struttura completamente planare. Le furocumarine 

presentano due siti fotoreattivi: il doppio legame 3,4 e il doppio legame 

4’,5’. Mentre negli psoraleni entrambi i siti fotoreattivi possono legarsi 

con il doppio legame 5,6 di due basi pirimidiniche, le angelicine, in virtù 

della loro struttura angolare, presentano un solo sito fotoreattivo che 

si può allineare con il doppio legame di una base pirimidinica del DNA 

(Kitamura et al., 2005). Potendo, quindi, usufruire di entrambi i siti di 

legame gli psoraleni formano legami covalenti tra le basi pirimidiniche 

dei due filamenti complementari di DNA originando legami crociati, 
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mentre le angelicine legano quasi esclusivamente una base 

pirimidinica con formazione di monoaddotti. Sulla base di queste 

differenti capacità di legame gli psoraleni sono definiti molecole 

bifunzionali, mentre le angelicine monofunzionali. (Bissonnette et al., 

2008). Gli psoraleni preferenzialmente formano C4-cicloaddotti con le 

basi pirimidiniche tramite il loro sito reattivo in 4’,5’. In seguito alla 

formazione di questo primo legame, se viene assorbita ulteriore 

energia, un’altra base pirimidinica viene legata tramite il sito reattivo in 

3,4 con formazione di un legame crociato. Qualora il monoaddotto si 

formi, invece, tra il sito 3,4 dello psolarene e il doppio legame in 5,6 

della base pirimidinica, la molecola non è più in grado di assorbire 

ulteriore energia per cui non può dare origine alla formazione di legami 

crociati (Kitamura et al., 2005). Al contrario, le angelicine, essendo 

molecole angolari monofunzionali, formano con il DNA quasi 

esclusivamente un monoaddotto 4’,5’ con la timina. Infatti, anche se 

l’angelicina presenta entrambi i siti fotoreattivi precedentemente 

descritti, a causa della sua conformazione sterica, non è in grado di 

mettere a disposizione il doppio legame in 3,4 per legare le basi 

pirimidiniche, dando luogo quindi solo alla formazione di monoaddotti 

e non di legami crociati. 

 
Rappresentazione schematica del meccanismo di legame delle furocumarine  

al doppio filamento di DNA. 
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Esistono anche altre reazioni con formazione di specie radicaliche anioniche 

e cationiche, anch’esse in grado di reagire con un determinato substrato 

(reazione di auto-ionizzazione). Si è visto come le furocumarine, sempre in 

seguito all’attivazione con la luce, possano alchilare il DNA e produrre ROS, 

meccanismi che vengono considerati per il loro eventuale impiego contro 

alcune forme tumorali. Le furocumarine non trovano impiego solamente nel 

trattamento delle affezioni della pelle, ma agiscono anche ostacolando la 

proliferazione e la crescita di cellule tumorali, perché si legano al DNA 

rendendo difficoltosa la proliferazione e la crescita tumorale, e producono 

ROS fortemente reattivi nei confronti dei substrati biologici. 

 

 
Possibili reazioni degli psoraleni in seguito ad irradiazione 
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1.5 4,6,4’-Trimetilangelicina 

La 4,6,4’-trimetilangelicina (TMA) è una furocumarina angolare che, in associazione 

con luce UVA, esercita una significativa attività antiproliferativa grazie alla sua 

capacità di produrre ROS e di formare addotti al DNA. È in grado, inoltre, di fotolegarsi 

ai lipidi e di fotoossidare sia lipidi che proteine (Cadet et e.,1990; Chen et al., 1994). 

Su questa base, la TMA è stata valutata come potenziale agente terapeutico non solo 

per patologie cutanee ma anche per malattie ematologiche, tra cui -talassemia, 

leucemia, ed anemia falciforme (Lampronti et al., 2003). 

 
Struttura chimica della 4,6,4’-Trimetilangelicina 

 

Inoltre, è stato dimostrato che TMA, anche in assenza di fotoattivazione, può legare 

proteine intracellulari, quali il Nuclear Factor-kappa B (NF-kB) e il Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) (Borgatti et al., 2011). Queste 

ultime interazioni sono alla base dell’utilizzo della molecola nel trattamento della 

fibrosi cistica, malattia genetica su base autosomica recessiva causata da un difetto 

del gene CFTR. La proteina CFTR è una proteina transmembrana che funziona da 

canale per gli ioni cloro e una sua anomalia porta alla produzione di muco denso e 

viscoso che può ostruire i rami dell’albero bronchiale. Si instaura uno stato 

infiammatorio sostenuto da una forte attivazione di NF-κB, fattore di trascrizione, che 

legandosi al DNA induce l’espressione di citochine proinfiammatorie, e dal rilascio di 

interleuchina (IL)-8 (Becker et al., 2004). Si ha, quindi, un’alterazione nella 

regolazione del ciclo cellulare, nell’apoptosi e nella risposta immunitaria alle infezioni 

batteriche, che negli stadi avanzati possono cronicizzare (Laselva et al., 2016). In 

questa patologia, TMA si è rivelata in grado di modulare il fenomeno infiammatorio, 

di inibire il legame di NF-κB con il DNA e di potenziare l’efflusso del cloro. Per tali 

motivi, nel giugno 2013, TMA è stata riconosciuta dall’EMA (European Medicines 

Agency) come farmaco orfano per il trattamento della fibrosi cistica (EU/3/13/1137).  
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1.6 8-Metossipsoralene  

Alla classe delle furocumarine lineari, gli psoraleni, appartiene l’8-metossipsoralene 

(8-MOP). Questa molecola è attualmente utilizzata in PUVA terapia per la cura di 

malattie cutanee, quali vitiligine, psoriasi ed eczemi. Questo composto trova, inoltre, 

impiego nella fotoferesi per la cura di alcune malattie autoimmuni, quali il lupus 

eritematoso, come trattamento antirigetto nel caso di trapianti d’organo e contro 

linfomi cutanei. 

 

 
Struttura chimica dell’8-Metossipsoralene 

 

La fotoferesi extracorporea (ECP) è una terapia immunomodulante su base cellulare 

che prevede la separazione del plasma ricco di leucociti seguita dalla 

somministrazione ex vivo di un PS irradiato successivamente con UVA prima della 

reinfusione nell’organismo. 

Nel trattamento delle malattie autoimmuni il meccanismo d’azione di 8-MOP non è 

stato ancora del tutto chiarito e sembra essere dovuto ad un insieme di fattori; nel 

caso invece del linfoma cutaneo a cellule T e del rigetto del trapianto d’organo si 

ritiene che la sua efficacia sia dovuta alla sua capacità di legarsi covalentemente al 

DNA dei leucociti, separati tramite fotoferesi, provocandone l’arresto del ciclo 

cellulare e la morte cellulare per apoptosi (Alfred et al., 2017). 

In virtù della sua conformazione planare, che gli consente di intercalarsi al DNA, e 

alla sua capacità di formare legami covalenti con le basi pirimidiniche dell’acido 

nucleico, esercitando un effetto antiproliferativo, 8-MOP è stato studiato anche come 

possibile agente chemioterapico in diversi tumori solidi, come ad esempio i melanomi. 

Il suo buon effetto antiproliferativo è tuttavia controbilanciato dalla sua capacità di 

dare legami crociati al DNA in seguito ad irradiazione con UVA; questo tipo di legame 

covalente è sì alla base del suo meccanismo d’azione, ma rappresenta anche un 

grave danno genotossico qualora avvenga in cellule sane. I legami crociati infatti, a 

differenza dei monoaddotti che la molecola può formare, sono molto più difficilmente 

riparabili dalle cellule e possono dar luogo a mutazioni genetiche dannose.  
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2. SCOPO 

 

L’attività antiproliferativa delle furocumarine (psoraleni e angelicine), in seguito ad 

attivazione con luce UVA è ben nota e in gran parte dovuta alla loro capacità di 

interagire con il DNA formando monoaddotti e legami crociati. Tuttavia, il maggior 

svantaggio dato dall’utilizzo delle furocumarine in associazione a luce UVA è 

rappresentato dal rischio di mutagenicità legato sia alla formazione di addotti 

all’acido nucleico, che alla tossicità della stessa radiazione utilizzata. Altro 

svantaggio legato all’utilizzo della luce UVA per fotoattivare tali molecole è dato dalla 

scarsa penetrazione a livello tessutale di tale radiazione. È noto invece che, 

contrariamente ad UVA, BL possiede un profilo di tossicità intrinseca minore e 

presenta una maggiore penetrazione nei tessuti. 8-MOP e TMA si dimostrano in 

grado di assorbire nel campo della luce visibile, anche se con coefficienti di 

estinzione molto bassi. Sulla base di questi presupposti, in questa tesi si è verificato 

se le due molecole, in associazione con BL, potessero inibire la crescita di cellule di 

carcinoma prostatico e vescicale, fornendo una prima indicazione su un loro 

possibile utilizzo nella fototerapia locale di tali tipologie di tumore. A tal fine, come 

modello in vitro, sono state utilizzate le linee cellulari DU145, derivata da 

adenocarcinoma prostatico umano, e T24 da carcinoma dell’epitelio di transizione.  

In particolare, l’attività di ricerca si è sviluppata nel modo seguente:  

 valutazione delle lesioni indotte al DNA; 

 identificazione delle condizioni (dose di irradiazione Vis o UVA e 

concentrazione delle sostanze) in grado di inibire completamente la formazione di 

sferoidi cellulari o di indurre un’inibizione pari al 50% della proliferazione in colture 

in monostrato; 

 valutazione del meccanismo di morte cellulare indotto da 8-MOP e TMA; 

 studio del meccanismo d’azione di TMA/BL alla base degli effetti biologici: 

valutazione tramite immunofluorescenza, RT-PCR e/o Western blot 

dell’espressione di molecole coinvolte nella via Wnt canonica ( -catenina, GSK3 ), 

di alcune protein chinasi attivate dai mitogeni (MAPK) e di CD44; 

 studio del profilo di genotossicità tramite analisi western blot dello stato di 

fosforilazione dell’istone H2AX. 
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3. MATERIALI E METODI 

 

3.1 Sostanze 

8-MOP (PM 216.2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA) e TMA (PM 228.247, 

sintetizzata nel Dipartimento di Scienze del Farmaco dell’Università di Padova, nel 

laboratorio della Prof.ssa Adriana Chilin) sono state sciolte in etanolo assoluto alla 

concentrazione 10 mM (soluzione madre). Le molecole sono state ulteriormente 

diluite in etanolo alle concentrazioni 1 mM, 100, 10 e 1 μM e poi somministrate alle 

cellule nel terreno di coltura raggiungendo una concentrazione massima di etanolo 

pari al 2%. La concentrazione delle sostanze è stata verificata tramite 

spettrofotometria utilizzando lo spettrofotometro Varian Cary 50 (Palo Alto, CA). Alle 

lunghezze d’onda di utilizzo le sostanze in esame presentavano i valori di assorbività 

molare (ε) riportati nella tabella seguente. 

 

Sostanza λ (nm) ε 

8-MOP 
365 

420 

978 

50 

TMA  
365 

420 

280 

89 

 

Le irradiazioni sono state eseguite utilizzando la lampada Philips HPW 125 e 

l'apparato Waldmann UV236, che emettono, rispettivamente, principalmente a 365 

nm e a 420 nm.  

 

3.2 Isolamento dei fotoaddotti  

Le soluzioni in etanolo di 8-MOP e TMA 10 mM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, US) 

sono state aggiunte goccia a goccia a DNA di salmon testes 10 mg/mL (Sigma-

Aldrich) in 5 mL di NaCl 10 mM ed EDTA 1 mM (1.5 x 10-3 M) fino al raggiungimento 

di un rapporto DNA/sostanza di circa 40. Questa miscela è stata irradiata con 15 J/cm2 

di BL o luce UVA in dischetti di vetro. Al termine dell’irradiazione, il DNA è stato 

precipitato con 1 M NaCl ed etanolo freddo. Il DNA precipitato è poi stato raccolto, 

lavato con etanolo all’80%, disidratato ed in seguito disciolto in acqua. Le soluzioni 

finali sono state idrolizzate con 0.5 M HCl, riscaldate a 100°C per 1 h, neutralizzate 

con NaOH ed estratte per 3 volte con cloroformio (Sigma-Aldrich). In seguito è stata 

recuperata la fase organica, portata a secco e dissolta in etanolo (Sigma-Aldrich). Le 
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miscele idrolizzate sono state infine separate tramite cromatografia su strato sottile 

(TLC; F254 plates, 0.25 mm, Merck) eluite con etile acetato/etanolo (9:1). 

 

3.3 Relaxation assay 

Ogni campione di DNA pBR322 (160 ng) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

US) è stato dissolto in 10 uL di tampone TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) e 

poi irradiato con dosi crescenti di BL e luce UVA (0, 2.0, 5.0, 7.5, 12.0, 15.0 J/cm2) in 

presenza di 300 μM 8-MOP o TMA. Ai campioni è stato poi aggiunto 1 μL di loading 

buffer (0.25% blu di bromofenolo, PBS, 0.25% xilene cianolo, 40% p/v, saccarosio) e 

in seguito sono stati caricati su gel di agarosio all’1% precolorato con Gel Red (0.1 

μL/mL) (Biotium, Hayward, California, USA). La corsa elettroforetica è stata effettuata 

in tampone TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0) a 25 V per 6 h. Il gel è 

stato poi lavato con acqua e le bande di DNA visualizzate sotto radiazione UV Gel 

Doc 2000 Gel Documentation System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La frazione di 

DNA non danneggiato (supercoiled, SC) e DNA danneggiato (open circular, OC) è 

stata calcolata utilizzando ImageLab 5.2.1 (Bio-Rad). Campioni di solo DNA al buio e 

dopo irradiazione sono stati usati come controllo. 

 

3.4 Fotoossidazione 

Ogni campione di DNA pBR322 (200 ng) dissolto in tampone fosfato (10 mM, pH 7.2) 

è stato irradiato con BL e luce UVA (0, 2.0, 7.5 J/cm2) in presenza di 300 μM 8-MOP 

o TMA. Dopo irradiazione, il DNA è stato precipitato con etanolo/sodio acetato e 

dissolto nel tampone di reazione (10 mM Bis Tris propano-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM 

DDT, pH 7.0) (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA). Ogni campione è stato 

incubato per 30 min a 37° C con l’enzima Endo III (New England BioLabs). Ai 

campioni è stato poi aggiunto il loading buffer (3 μL, 0.25% BPB, 0.25% xilene cianolo, 

30% glicerolo in acqua) ed in seguito caricato su gel di agarosio all’1%. La corsa è 

stata effettuata in tampone TAE a 80 V per 2 h. Campioni di solo DNA al buio e dopo 

irradiazione sono stati usati come controllo. 

 

3.5 Cross-linking assay 

Il DNA (160 ng per campione) disciolto in tampone TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 

pH 7.4) è stato linearizzato utilizzando l’enzima di restrizione EcoRI (New England 

BioLabs). Il DNA è stato successivamente precipitato ed irradiato con dosi crescenti 

di BL e luce UVA (0, 2.0, 5.0, 7.5, 12.0, 15.0 J/cm2) in presenza di 300 μM di 8-MOP 

o TMA. Metà dei campioni sono stati denaturati con NaOH (0.2 M concentrazione 
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finale), in seguito posti in bagnetto termostatato a 100° C per 10 min ed 

immediatamente posti in ghiaccio. I campioni non denaturati, trattati ed irradiati con 

BL e luce UVA, pBR322 linearizzato non trattato ed irradiato con BL e luce UVA ed il 

pBR322 tenuto al buio sono stati utilizzati come controllo. I campioni sono stati poi 

caricati su gel di agarosio all’1% e fatti correre come precedentemente descritto. 

 

3.6 Colture cellulari  

La linea cellulare di carcinoma prostatico DU145 (Eppelheim, GER) e la linea di 

carcinoma vescicale T24 (ATCC, Manassas, USA) sono state coltivate in monostrato 

con terreno proliferativo composto da Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) 

(Sigma-Aldrich) supplementato con 10% di siero fetale bovino (FBS, Sigma-Aldrich), 

1% L-glutammina, 0.1mM aminoacidi non essenziali, 1% soluzione antibiotica ed 

antimicotica e, rispettivamente, in presenza e in assenza di 0.1 mM piruvato di sodio 

e (Sigma-Aldrich) a 37 °C in atmosfera umidificata e al 5% di CO2. 

 

3.7 Trattamenti  

 DU145: Le cellule sono state seminate in terreno di proliferazione a una 

densità pari a 105 cellule per pozzetto in piastre a 24 pozzetti (Sarstedt, 

Nϋmbrecht, Germania). Dopo 24 h, il terreno è stato rimosso e sostituito con 

MEM w/o rosso fenolo (Sigma-Aldrich), quindi le cellule sono state state 

irradiate con varie dosi di BL o UVA (da 2 a 7.5 J/cm2).  Immediatamente dopo 

irradiazione, il terreno contenente la sostanza è stato rimosso e sostituito con 

terreno proliferativo. In alternativa, le colture sono state incubate per 1 h al 

buio con MEM w/o rosso fenolo contenente diverse concentrazioni di TMA e 

8-MOP e successivamente irradiate con 2 J/cm2 di BL o UVA. 

 T24: Le cellule sono state seminate in terreno di proliferazione a una densità 

pari a 5x104 cellule per piastra Petri da 35 mm (P35, Sarstedt). Dopo 24 h, il 

terreno è stato rimosso, e sostituito con MEM w/o rosso fenolo (Sigma-

Aldrich); successivamente, le cellule sono state trattate con varie 

concentrazioni di TMA (da 1 a 10 μM) e mantenute per 1 h, al buio, in 

incubatore. I campioni sono stati poi irradiati con 2 J/cm2 di BL e 

successivamente riposti in incubatore. Immediatamente dopo irradiazione, il 

terreno contenente la sostanza è stato rimosso e sostituito con terreno 

proliferativo. Alternativamente, il terreno è stato addizionato di LiCl (Sigma-

Aldrich) alla concentrazione di 1 mM e mantenuto in esso fino alla successiva 

analisi. Le colture non trattate sono state considerate come controlli. 
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3.8 Saggio di formazione delle sfere  

La formazione in vitro di strutture sferoidali è dovuta alla presenza di cellule staminali 

tumorali (CST) e, per tal motivo, rappresenta un utile modello cellulare per verificare 

l’efficacia di trattamenti progettati per eradicare la componente staminale del tumore. 

Le prime sfere da CST in sospensione (denominate tumorosfere) sono state ottenute 

da tumori cerebrali (Singh et al., 2003) e, successivamente, da una vasta gamma di 

tumori solidi, quali carcinoma mammario, tumore al polmone (Eramo et al., 2008), al 

colon (Ricci-Vitiani et al., 2007), alla prostata (Collins et al., 2005), e al pancreas (Li 

et al., 2007).  

Subito dopo irradiazione, le cellule sono state tripsinizzate e contate con camera di 

Burker. Ne sono state seminate 5x103 per ciascun pozzetto di piastra a 24 pozzetti 

(Sarstedt), utilizzando un terreno privo di siero, composto da DMEM/F-12 (3:1, v/v) 

(Gibco, Carlsbad, CA, USA) supplementato con 0.4 % BSA (Sigma- Aldrich), 0.4% 

B27 (Gibco), 1% L-glutammina, 1% antibiotici. Dopo 13 giorni dalla semina, ogni 

pozzetto è stato osservato al microscopio a contrasto di fase Nikon T-s e fotografato 

utilizzando l’obiettivo 40x. La determinazione del numero delle sfere e dei rispettivi 

diametri è stata effettuata utilizzando il programma ImageJ.  

 

3.9 Immunofluorescenza 

3.9.1 CD44 

Le colture in monostrato, sono state lavate con PBS 1X, staccate con EDTA-Tripsina, 

centrifugate per 3 min a 1500 rpm, risospese in PBS 1X e contate. Le cellule sono 

state trasferite su vetrino tramite Cytospin 4 (Thermo Fisher Scientific) a 800 rpm per 

3 min. Per ogni spot su vetrino sono state seminate 3x104 cellule; quindi sono state 

preparate due aliquote da 1 mL contenenti 6 x 104 cellule in totale. I campioni sono 

stati fissati con formalina (Sigma-Aldrich) al 10% in PBS 1X per 15 min a 4˚C. Dopo 

3 lavaggi con PBS 1X, l’inattivazione dei siti aspecifici è stata effettuata tramite 

incubazione per 1 h a temperatura ambiente (TA) con 3% BSA (Sigma-Aldrich) in 

PBS 1X. Dopo un ulteriore lavaggio con PBS 1X, è stato successivamente aggiunto 

l’anticorpo primario non coniugato monoclonale mouse anti-CD44 (AbD Serotec, 

Kidlington, UK), diluito 1:100 in PBS 1X, ed è stato lasciato in incubazione overnight 

a 4˚C in camera umida. L’aggiunta dell’anticorpo secondario goat anti-mouse Alexa 

488 (Thermo Fisher Scientific), diluito 1:200 in soluzione 1.5% BSA in PBS 1X è stata 

effettuata dopo tre lavaggi con PBS 1X; il campione è stato lasciato incubare per 30 
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min al buio a temperatura ambiente. Il vetrino è stato montato con DAPI (Vector 

Laboratories, Peterborough, UK), che evidenzia in blu il nucleo delle cellule. 

 

3.9.2 β-Catenina 

Come precedentemente descritto, le cellule citospinate sul vetrino sono state fissate 

con formalina (Sigma-Aldrich) al 10% in PBS 1X per 20 min a TA e, successivamente, 

lavate per tre volte con PBS 1X contenente 0.1% di Triton X-100 (Sigma-Aldrich) per 

5 min. In seguito, la permeabilizzazione è stata effettuata mantenendo i campioni in 

una soluzione di Triton X-100 allo 0.5% per 15 min a TA. Dopo ulteriori lavaggi 

effettuati con PBS 1X addizionato con 0.1% di Triton X-100, è stata effettuata la 

disattivazione dei siti aspecifici con BSA al 10% per 1 h. La marcatura è stata eseguita 

con l’anticorpo primario non coniugato monoclonale mouse anti- -catenina (Santa 

Cruz Biotechnology, Dallas, Texas USA) diluito 1:200 in BSA 1% overnight a 4 °C in 

camera umida. In seguito, i campioni sono stati trattati con anticorpo secondario goat 

anti-mouse Alexa 488 (Thermo Fisher Scientific), diluito 1:200 in soluzione 1.5% BSA 

in PBS 1X per 30 min a TA. I vetrini sono stati colorati per 5 min con ioduro di propidio 

(50 μg/mL, Sigma-Aldrich), che evidenzia i nuclei in rosso, e montati con FLUORO-

GEL (with tris buffer) (Thermo Fisher Scientific) nel caso delle cellule T24 o montati 

con DAPI nel caso delle cellule DU145. 

 

3.9.3 Prostasfere 

È stato utilizzato il protocollo di Weiswald (2004). Le sfere ottenute da cellule DU145 

sono state prelevate, centrifugate, lavate con PBS 1X, ed infine citospinate su vetrino 

per 3 min a 500 rpm. In seguito, sono state fissate e permeabilizzate, per 3 h a 4˚C, 

con una soluzione di formalina al 4% e Triton X100 all’1% (Sigma- Aldrich). Sono stati 

eseguiti 3 lavaggi di 10 min ciascuno con PBS 1X. Per il processo di disidratazione, 

si è proseguito con lavaggi di 15 min a 4˚C con concentrazioni crescenti di metanolo 

in PBS 1X (25-50-75-95%); infine, i vetrini sono stati immersi in metanolo assoluto 

per 30 min a 4˚C. Successivamente, è stata effettuata la reidratazione degli stessi 

campioni, con metanolo in concentrazioni decrescenti (95-75-50-25%), seguita da 3 

lavaggi di 3 min con PBS 1X.  

La disattivazione dei siti aspecifici è stata effettuata con 3% BSA e 0.1% Triton in PBS 

1X per 1 h a TA, seguita da un lavaggio per 5 min con 0.1% Triton in PBS 1X. È stato 

utilizzato l’anticorpo primario non coniugato monoclonale mouse anti-CD44 (AbD 

Serotec), diluito 1:100 in PBS 1X e 0.1% Triton, ed è stato lasciato in incubazione 

overnight a 4˚C in camera umida. Il giorno seguente, dopo 3 lavaggi con PBS 1X per 

10 min, è stato aggiunto l’anticorpo secondario anti-mouse Alexa 488 (Thermo Fisher 
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Scientific), diluito 1:200 in 1.5% BSA in PBS 1X, ed è stato incubato per 30 min al 

buio, a TA. È stato eliminato l’eccesso di anticorpo con gli ultimi 3 lavaggi con PBS 

1X e, infine, è stato effettuato il montaggio con DAPI.  

 

Come controlli negativi, sia per le cellule in monostrato che per le sfere, alcuni 

campioni sono stati trattati con il solo anticorpo secondario, omettendo quello 

primario. L’osservazione è stata effettuata al microscopio confocale (Zeiss LSM800). 

 

3.10 Citofluorimetria 

La Citometria a flusso o Citofluorimetria (CFM) è una tecnica che consente la 

misurazione e la caratterizzazione di cellule sospese in un mezzo fluido, in modo 

rapido e dettagliato, sia a livello quantitativo che qualitativo. Le informazioni che si 

possono ottenere da questo tipo di analisi riguardano parametri biochimici 

caratteristici della cellula che possono essere analizzati indirettamente per mezzo di 

marcatori molecolari fluorescenti. Tramite CFM si possono valutare le dimensioni 

cellulari, la granularità superficiale, il contenuto di acidi nucleici (DNA, RNA), 

l’organizzazione del citoscheletro, il potenziale di membrana, i recettori di superficie 

ed intracellulari, le attività enzimatiche o lo stato di fosforilazione delle proteine. La 

tecnica prevede la preparazione del campione nella forma di una sospensione 

cellulare monodispersa, che viene poi marcato con marcatori fluorescenti specifici; 

trascorso il tempo di incubazione, il campione viene caricato in un sistema fluidico di 

trasporto o sheath fluid, ed eccitato nella camera di flusso mediante un fascio di luce 

laser. Il sistema fluidico controlla la captazione ed il flusso cellulare; qui le cellule in 

sospensione vengono iniettate in singola fila nella camera di flusso. Nel sistema ottico 

le cellule attraversano singolarmente un fascio di luce polarizzata, che viene riflessa 

e genera così dei segnali, che verranno raccolti da un sistema di lenti, specchi dicroici 

e filtri ottici, filtrati, amplificati ed inviati a specifici sensori (fotodiodi e fotomoltiplicatori) 

che ne misurano l’intensità. Nel sistema elettronico vengono raccolti ed analizzati i 

dati, grazie ad un software che converte i segnali in valori digitali, e inviati al computer 

in modo da poter ottenere una rappresentazione grafica e statistica dei parametri in 

analisi. Dopo trattamento (vedi punto 3.7), il terreno è stato rimosso, sostituito con 

terreno di proliferazione e le colture sono state mantenute in incubatore per 24 o 48 

h. Successivamente, sono stati determinati l’espressione di CD44 e il tasso di 

apoptosi, come di seguito descritto. 
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Rappresentazione schematica di un’analisi citofluorimetrica 

 

3.10.1 Valutazione dell’espressione di CD44 

Le colture sono state lavate con PBS 1X e tripsinizzate; le sospensioni cellulari sono 

state centrifugate per 3 min a 1500 rpm e risospese in 0.5% BSA in PBS 1X. Dopo 

centrifugazione, la BSA è stata rimossa ed è stata effettuata la marcatura indiretta dei 

campioni con 2 μL di anticorpo primario non coniugato monoclonale mouse anti-CD44 

(AbD Serotec) incubando per 15 min al buio a TA. L’anticorpo primario è stato poi 

disattivato con la soluzione di BSA e i campioni sono stati nuovamente centrifugati. È 

stato aggiunto 1 μL di anticorpo secondario coniugato Alexa 488 (Santa Cruz) e, dopo 

15 min di incubazione al buio, è stato effettuato un ultimo lavaggio con BSA. I 

campioni sono stati centrifugati e il surnatante è stato allontanato; i campioni sono 

stati mantenuti in opportuno tampone e posti in ghiaccio fino al momento dell’analisi 

effettuata con citofluorimetro FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose, California, 

USA). Come controlli negativi, alcuni campioni sono stati trattati con il solo anticorpo 

secondario, omettendo quello primario. 

 

3.10.2 Determinazione dell’apoptosi 
In seguito a trattamento ed irradiazione, le colture sono state lavate con PBS 1X, 

tripsinizzate, le cellule contate e le sospensioni cellulari sono state centrifugate per 3 

min a 1500 rpm, risospese in PBS 1X, centrifugate nuovamente e risospese in 100 

μL di Buffer. I campioni sono stati infine trattati con 5 μL di FITC-annessina V e 5 μL 
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di ioduro di propidio (Biosciences BD, Franklin Lakes, NJ, USA), incubati al buio per 

15 min a TA e analizzati al citofluorimetro.  

Questo tipo di analisi è stata effettuata per valutare il tipo di morte che TMA e 8-MOP 

possono indurre nelle colture cellulari. Lo ioduro di propidio (PI) è un colorante 

sintetico caratterizzato da una bassa fluorescenza in grado di legarsi selettivamente 

agli acidi nucleici. Perché il PI possa entrare nella cellula, è necessaria la rottura della 

membrana plasmatica, processo che avviene nella cellula in necrosi. L’Annessina, 

invece, in virtù delle sue caratteristiche strutturali, è in grado di legare i fosfolipidi di 

membrana, in particolare presenta una forte affinità con la fosfatidilserina che, 

durante l’apoptosi, passa dallo strato citosolico a quello non citosolico della 

membrana plasmatica (Riccardi e Nicoletti, 2006). Le cellule vive, quindi, non sono 

fluorescenti, quelle necrotiche sono caratterizzate da una fluorescenza rossa, quelle 

apoptotiche da una fluorescenza verde. Nella tarda fase dell’apoptosi si osserva 

invece una doppia fluorescenza, dovuta a fenomeni di necrosi secondaria. 

 

 
Rappresentazione schematica dell’effetto di Annessina e PI su cellule apoptotiche e necrotiche 

 

3.11 Produzione di specie reattive dell’ossigeno 

Per questo tipo di saggio, sono state seminate, in ciascun pozzetto di una piastra nera 

a 96 pozzetti con fondo trasparente (Corning, New York, USA), 2.5 x 104 cellule 

DU145 in 100 μL di terreno proliferativo. Il test è stato eseguito utilizzando il kit Abcam 

(Cambridge, UK), seguendo le indicazioni della casa produttrice. 

Questo saggio si basa sull’utilizzo della 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFDA), 

un composto che, dopo la diffusione nella cellula, viene deacetilato da esterasi 

cellulari ad un composto non fluorescente, successivamente ossidato dai ROS a 2',7'-

diclorofluoresceina (DCF). La DCF è un composto altamente fluorescente che può 

essere rilevato allo spettrofluorimetro con un massimo di eccitazione a 495 nm e di 

emissione a 529 nm. 

Dopo 24 h le cellule sono state lavate con PBS 1X ed incubate con 20 μM DCFDA in 

Buffer 1X per 45 min. Dopo aver ripetuto il lavaggio con PBS 1X, alcuni pozzetti 
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(controlli positivi) sono stati trattati con 100 μM e 200 μM t-butil perossido di idrogeno 

(TBHP) per 3 h come controllo positivo per la formazione di ROS, mentre gli altri sono 

stati trattati con varie concentrazioni di TMA e 8-MOP per 1 h. Dopo aver irradiato la 

piastra con 2 J/cm2 di BL o UVA, si sono raccolti i dati relativi all’emissione di ciascun 

pozzetto utilizzando un lettore per micropiastre (Es/Em = 485/535) (Viktor, Perkin 

Elmer, Waltham, Massachusetts, Stati Uniti). 

 

3.12 Estrazione delle proteine 

L’estrazione delle proteine nucleari e citoplasmatiche è stata effettuata usando il kit 

NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific), 

seguendo le indicazioni della ditta produttrice. Dopo 24 e 48 h dal trattamento, le 

cellule in adesione sono state tripsinizzate e lavate con PBS 1X. Al pellet cellulare 

sono stati aggiunti 100 μL di CER I e 10 μL di inibitori di proteasi e fosfatasi (Thermo 

Fisher Scientific). I campioni sono stati in seguito vortexati e incubati in ghiaccio per 

10 min. Dopo l’aggiunta di 5.5 μL di CER II, i campioni sono stati centrifugati per 5 

min a 16000 g per separare il surnatante contenente le proteine citoplasmatiche dal 

pellet contenente quelle nucleari. Al rimanente pellet sono stati aggiunti 50 μL di NER 

e 5 μL di inibitori di proteasi e fosfatasi. In seguito, i campioni sono stati 

alternativamente vortexati e incubati per 10 min per un totale di 40 min. 

Successivamente, sono stati centrifugati per 10 min a 16000 g per separare il pellet, 

contenente solo le membrane cellulari, dal surnatante in cui erano presenti le proteine 

nucleari. Tutti i campioni sono stati conservati in ghiaccio fino alla successiva 

quantificazione delle proteine. 

 

3.13 Estrazione degli istoni 

Per l’estrazione degli istoni è stato utilizzato il kit Histone Extraction Kit - Rapid/Ultra-

pure (Abcam) seguendo le istruzioni della casa produttrice. Dopo 4 h dall’irradiazione 

le cellule sono state raccolte, lavate e pellettizzate; il pellet è stato poi risospeso in 

200 μL di Pre-Extraction Buffer addizionato di inibitori di proteasi e ditiotreitolo (DTT) 

ed incubato in ghiaccio per 10 min. La sospensione così ottenuta è stata poi 

centrifugata per 2 min a 1000 g a 4 °C. In seguito il surnatante è stato allontanato e il 

pellet nuovamente risospeso in 200 μL di Pre-Extraction buffer + Pre-Extraction 

supplement addizionato di inibitori di proteasi e DTT. Dopo incubazione di 10 min in 

ghiaccio la sospensione è stata centrifugata per 2 min a 10000 g a 4 °C. Il pellet così 

ottenuto è stato poi addizionato di 200 μL di Extraction buffer contenente il cocktail di 

inibitori di proteasi e il DTT. Dopo incubazione per 30 min in ghiaccio i campioni sono 
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stati centrifugati per 2 min a 10000 g a 4 °C. Il surnatante contenente gli istoni è stato 

in seguito trasferito in una nuova eppendorf e addizionato di 20 μL di Neutralization 

buffer. I campioni così ottenuti sono stati analizzati tramite SDS-PAGE come 

specificato al punto 3.15. Il controllo positivo di fotogenotossicità è stato ottenuto 

trattando le cellule DU145 con 8-MOP alla concentrazione di 0.1 μM e irradiandole 

con 5 J/cm2 di luce UVA (Toyooka et al., 2011). 

 

3.14 Quantificazione delle proteine 

La quantificazione delle proteine in ogni campione è stata eseguita utilizzando il BCA 

Protein Assay (Pierce Biotechnology). Il kit dispone di una formulazione a base di 

acido bicinconinico (BCA) per la rilevazione colorimetrica e la quantificazione delle 

proteine totali. Con questo metodo si ha la riduzione del rame (da Cu2+ a Cu1+) ad 

opera delle proteine, in ambiente alcalino (reazione biureto); in particolare, due 

molecole di BCA complessano uno ione rameoso. Il complesso risultante è molto 

solubile e presenta una forte assorbanza a 562 nm, che è proporzionale alla 

concentrazione proteica. Le soluzioni A (Na2CO3, NaHCO3, Tartrato di Sodio, Acido 

Bicinconinico in 0.1 M di NaOH) e B (4% Cu2SO4) sono state miscelate in proporzione 

50:1, rispettivamente. Il rilevamento colorimetrico è altamente sensibile e selettivo e 

dipende anche dalla struttura delle proteine, dal numero di legami peptidici e in 

particolare dalla presenza di cisteina, triptofano e tirosina. Le concentrazioni proteiche 

sono generalmente determinate e indicate in riferimento ad uno standard comune 

come l'albumina sierica bovina (BSA), grazie alla quale è stato possibile ottenere la 

seguente retta di taratura. 

 

 
Retta di taratura con BSA  
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Per quanto riguarda la quantificazione proteica nei campioni preparati, 25 μL di ogni 

standard sono stati aggiunti a 200 μL di reagente in ogni pozzetto di piastre low 

adhesion a 96 pozzetti (Sarstedt). I dati relativi all’assorbimento di ciascun pozzetto 

sono stati ottenuti utilizzando un lettore per micropiastre a 570 nm (Viktor, Perkin 

Elmer, Waltham, Massachusetts, Stati Uniti). 

 

3.15 Western Blot 

Il western blot, o immunoblot, è una tecnica che prevede la separazione di proteine 

native o denaturate mediante elettroforesi su gel, in base al loro peso molecolare. 

Oltre ad essere uno strumento analitico essenziale per identificare la proteina di 

interesse in una miscela complessa, i dati che si possono ottenere da questa analisi 

possono essere utilizzati per determinare e confrontare in modo semi-quantitativo 

l'espressione di proteine specifiche in cellule e tessuti (Ghosh et al., 2014). 

Operativamente, le proteine sono state caricate su gel di poliacrilammide. La 

percentuale di gel è stata stabilita in base al peso molecolare delle proteine da 

separare, considerando quindi la grandezza delle maglie del gel (mesh) attraverso le 

quali avviene la corsa delle proteine. Per le proteine citoplasmatiche e nucleari sono 

stati usati gel al 10% di acrilamide mentre nel caso degli istoni al 18%. I gel erano 

così composti: 

- Running Gel al 10% composto da 33% di acrilamide al 30%, 25% tris 1.5 M 

HCl pH 8.8, 1% SDS 10%, in acqua milliQ  

- Running Gel al 18% composto da 60% di acrilamide al 30%, 25% tris 1.5 M 

HCl pH 8.8, 1% SDS 10%, in acqua milliQ  

- Stacking gel composto da 13% di Acrilamide al 30%, 25% 0.5 M Tris-HCl pH 

6.8, 1% SDS 10%, in acqua milliQ.  

Per garantire la polimerizzazione del gel, è stata aggiunto 0.5% di ammonio persolfato 

(APS) al 10% e 0.01% di TEMED. Le condizioni riducenti sono state ottenute grazie 

all’aggiunta di 4% -mercaptoetanolo nei campioni, al momento della preparazione. 

Per ogni pozzetto sono stati caricati 40 μg di proteine per ogni tipologia di campione. 

È stato aggiunto il Loading Buffer 1X, diluito dal Loading Buffer 6X preparato con 15% 

SDS, 0.075% blu di bromofenolo, in 4.7 mL di glicerolo, 1.2 mL 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 

(Sigma-Aldrich) e 2.1 mL di acqua milliQ. Una volta caricati 5 μL di marker (Precision 

Plus Protein WesternC, Bio-Rad), è stata avviata la corsa elettroforetica a 120V, 

12mA per 1 h circa.  
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Per il trasferimento sulla membrana, il Transfer Buffer 1X, composto da 0.3 % tris-

base, 14.4% glicina, 10% metanolo (Sigma-Aldrich), in acqua milliQ, è stato posto 

nell’apparato di trasferimento, dove è stata inserita la membrana, precedentemente 

attivata con metanolo (Sigma-Aldrich) per 15 sec. È stata poi ottenuta una struttura a 

sandwich, dove gel e membrana erano interposti tra una spugna e carta bagnata.  

In seguito, per visualizzare le proteine, la membrana è stata lavata con PBS Tween, 

tagliata, e lasciata in agitatore per 90 min in apposite vaschette di plastica immersa 

nella soluzione di Blocking (5% di BSA in TBS 1X).  

Come proteina house-keeping per gli estratti citoplasmatici è stata utilizzata la 

gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH), rivelata con anticorpo primario 

monoclonale rabbit (Cell Signaling, Danvers MA, USA); per le proteine nucleari è stata 

utilizzata la lamina B1, come normalizzatore, rilevata tramite anticorpo primario 

monoclonale mouse (Santa Cruz, Dallas, TX, USA). Gli istoni sono stati, invece, 

normalizzati verso l’istone H4, preso come riferimento, marcato tramite anticorpo 

primario policlonale rabbit (Millipore, Burlington, MA, USA). Per rilevare le proteine -

catenina e p- -catenina (Ser 33/Ser 37) sono stati usati anticorpi primari monoclonali 

mouse (Santa Cruz); per le proteine p-P44/42 (Thr202/Tyr204), p-P38 

(Thr180/Tyr182), istone p-H2AX (Ser139) (Cell Signaling), p-GSK3  (Tyr 216) un 

anticorpo policlonale rabbit (abcam, Cambridge, UK). Gli anticorpi primari per le 

proteine house-keeping sono stati utilizzati ad una diluizione 1:1000, mentre gli altri 

1:500 in BSA al 2.5% in TBS 1X. Gli anticorpi secondari, coniugati HRP goat anti-

rabbit (Bio-Rad) e donkey anti-mouse (abcam), erano diluiti 1:2000 in BSA al 2.5% in 

TBS 1X. 

Dopo aver lasciato incubare gli anticorpi, e dopo averne eliminato gli eccessi con 

diversi lavaggi con PBS-Tween, è stato effettuato lo sviluppo e la rilevazione dei 

campioni, trattando le membrane per 5 min con 5 mL di ECL (Bio-Rad) al riparo dalla 

luce. Per la rivelazione delle proteine fosforilate è stato usato un ECLextend 

(Euroclone, Milano). L’immunoreattività è stata visualizzata tramite il sistema di analisi 

di immagine VersaDoc (Bio-Rad). I livelli di espressione delle proteine sono stati 

normalizzati a quelli di GAPDH, lamina B1 o istone H4 e quantificati utilizzando il 

software ImageJ. 
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3.16 Analisi di espressione mediante RT-PCR 

La reazione a catena della polimerasi (Polymerase Chain Reaction) è una tecnica che 

consente di ricostruire in vitro uno specifico passaggio della duplicazione cellulare: la 

ricostruzione (sintesi) di un segmento di DNA a doppia elica a partire da un filamento 

a singola elica. Il filamento mancante viene ricostruito a partire da una serie di 

nucleotidi che vengono disposti nella corretta sequenza, complementare a quella del 

DNA interessato. 

 

3.16.1 Estrazione di mRNA totale dalle cellule 

L’estrazione di mRNA è stata effettuata tramite Trizol® Reagent (Sigma-Aldrich), una 

soluzione monobasica di fenolo e guanidina isotiocianato. Dopo 3 h dal trattamento, 

le cellule sono state tripsinizzate, centrifugate e lavate con PBS 1X. I pellet sono stati 

incubati in 1 mL di Trizol® Reagent per 5 min, a TA. In seguito all’aggiunta di una 

soluzione di cloroformio (0.2 mL) (Sigma-Aldrich), i campioni sono stati vortexati per 

15 sec ed incubati per 3 min a TA. Dopo centrifugazione a 12000 g per 15 min a 4°C, 

la fase superiore acquosa, contenente l’RNA, è stata prelevata e trasferita in una 

eppendorf da 1.5 mL. Successivamente, è stata eseguita la precipitazione dell’acido 

nucleico RNA mediante l’aggiunta di 0.5 mL di soluzione di isopropanolo (Sigma-

Aldrich) ed incubazione per 10 min a TA. I campioni sono stati poi centrifugati a 12000 

g per 10 min a 4°C e i pellet lavati in 1 mL di soluzione di etanolo al 75% e nuovamente 

centrifugati a 7500 g per 5 min a 4°C. Dopo rimozione del surnatante ed evaporazione 

delle tracce di etanolo, i campioni di RNA sono stati risospesi nella soluzione acquosa 

DEPC (dietilpirocarbonato) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), contenente l’inibitore 

delle RNAse cellulari. I campioni sono stati trasferiti in eppendorf da 0.2 mL RNAse-

free e conservati a –80°C. 

 

3.16.2 Quantificazione spettrofotometrica di RNA 

La quantificazione degli RNA estratti è stata effettuata con lo spettrofotometro 

NANODROP 2000 (Thermo Fisher Scientific). Utilizzando 1 μL di ciascun campione, 

è stata determinata l’assorbanza alla lunghezza d’onda di 260 nm. In parallelo, 

l’identificazione dell’assorbanza a 280 e a 230 nm, corrispondenti, rispettivamente, 

alla lunghezza d’onda di assorbimento di proteine e carboidrati, ha consentito di 

valutare la purezza degli RNA. Per lo studio di espressione genica, sono stati 

impiegati solo i campioni per i quali il rapporto 260/280 è risultato superiore a 1.95. 
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3.16.3 Retrotrascrizione dell’mRNA 

Consente di ottenere un filamento di DNA complementare al filamento di mRNA che 

funge da stampo. Tale filamento di DNA è il DNA copia (cDNA) dell’mRNA e non 

copia del gene. Nella miscela di reazione sono presenti tutti gli mRNA che sono stati 

prodotti dalle cellule e poi estratti. Per ottenere i cDNA solo degli mRNA d’interesse 

vengono aggiunti all’ambiente di reazione dei primer che sono brevi sequenze di 

nucleotidi ottenute per sintesi e disegnate in modo da essere complementari solo al 

mRNA di interesse. Nella tabella sottostante sono riportate le sequenze dei primers 

utilizzati.  

 

Marcatore Sigla Sequenza (5’-3’) 
Sequenza di 

riferimento 
pb 

β-Actina ACTB 
F-TGACGTGGACATCCGCAAAG 

R-TGGAAGGTGGACAGCGAGG 
NM_001101 205 

β-Catenina CTNNB1 
F-CTTCACCTGACAGATCCAAGTC 

R-CCTTCCATCCCTTCCTGTTTAG 
NM_001904 98 

Ciclina D1 CCND1 
F- GCGGAGGAGAACAAACAGAT 

R- GAGGGCGGATTGGAAATGA 
NM_053056.2 92 

C-myc MYC 
F- CTCCACACATCAGCACAACTA 

R- TGTCCAACTTGACCCTCTTG 
NM_002467 80 

CD44v6 CD44R2 
F- TCCAGGCAACTCCTA 

R- CAGCTGTCCCTGTTG 
NM_001202555.1 129 

Coppie di primers utilizzate nello studio di RT-PCR F: Forward; R: Reverse. 

 

I primer così costruiti si accoppiano selettivamente, secondo Watson e Crick, ai 

filamenti di mRNA complementari. L’ibrido mRNA-primer di DNA è l’innesco ideale 

per l’enzima virale Trascrittasi Inversa che da uno stampo di mRNA riesce a 

trascrivere un filamento copia di DNA. 

 

3.16.4 Reazione di retrotrascrizione e PCR: reazione a catena della polimerasi 

I campioni di RNA sono stati retrotrascritti e amplificati tramite OneStep RT-PCR Kit 

(QUIAGEN, Hilden, GE) seguendo il protocollo della ditta. Ogni tubo di reazione era 

composto da: 5 µL di Buffer 5X, 5 µL di Qsolution 5X, 1 µL di dNTPs mix, 1.5 µL di 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_001101
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_002467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001202555.1
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primer Forward (10µM), 1.5 µL di primer Reverse (10µM), 1 µL di enzima, 1 µL di 

RNA (80 ng/µL) e 9 µL di Acqua. La reazione è stata eseguita utilizzando il 

termociclatore C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) alle condizioni indicante nella tabella 

sottostante. 

 

Fasi Tempo Temperatura 

Retrotrascrizione 30 min 50 °C 

Attivazione DNA 

polimerasi 

15 min 95 °C 

Denaturazione DNA 1 min 94 °C 

Annealing 1 min 57 °C 

Estensione 1 min 72 °C 

Numero di cicli: 39   

Estensione finale 10 min 72 °C 

 

3.16.5 Elettroforesi su gel di agarosio 

L’analisi elettroforetica dei prodotti di reazione PCR è stata eseguita su gel di agarosio 

(Sigma-Aldrich) preparato al 3% in soluzione tampone TBE 1X (0.04 mM tris-Borato, 

0.001 M EDTA, pH 8) (Sigma-Aldrich) e Gel Red (0.1 μL/mL) (Biotium). La soluzione 

è stata versata in una vaschetta per elettroforesi avente già fissati i pettini. Questi 

pettini formano nel gel dei pozzetti dove viene introdotto il campione da analizzare. 

L’EDTA del tampone serve ad impedire alle nucleasi eventualmente presenti di agire 

distruggendo il campione, perché chela gli ioni Mg2+ indispensabili al funzionamento 

delle nucleasi. L’agarosio ha la proprietà di formare spontaneamente reticoli 3D: 

maggiore è la concentrazione di agarosio, più piccole saranno le maglie del gel che 

si otterranno. Il gel di agarosio funge quindi da setaccio molecolare per separare gli 

acidi nucleici in base al loro raggio idrodinamico, che è direttamente proporzionale al 

PM: se non ci fosse il reticolo 3D, tutti i diversi frammenti di acido nucleico 

elettromigrerebbero allo stesso modo senza poter essere separati. Per ciascun 

campione, sono stati caricati su gel 8 μL di prodotto di amplificazione e 2 μL di 

soluzione colorante Gel Loading Buffer (Sigma-Aldrich). In parallelo, è stato caricato 

il PCR Marker (Thermo Fisher Scientific), un marcatore di riferimento di peso 

molecolare compreso tra 25 e 700 pb. La corsa elettroforetica è stata eseguita 
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applicando una differenza di potenziale al sistema di 80 Volt: il polianione 

elettromigrava nel gel di agarosio lungo le linee di campo elettrico dal polo negativo 

verso il polo positivo. Alla fine della corsa le bande dei prodotti di amplificazione sono 

state visualizzate tramite transilluminatore UV Gel Doc 2000 Gel Documentation 

System (Bio-Rad). L’analisi quantitativa delle bande è stata eseguita con il software 

ImageLab 5.2.1 (Bio-Rad) e la normalizzazione dei marcatori di interesse è stata 

effettuata verso la -actina.  

 

 3.17 Analisi statistica 

I risultati, ottenuti da tre esperimenti indipendenti, sono stati espressi come media ± 

deviazione standard e l’elaborazione statistica dei dati è stata effettuata con il t test 

di Student. 
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4. RISULTATI 

 

4.1. Lesioni al DNA indotte da 8-MOP e TMA 

       attivate da UVA e BL 

La capacità delle furocumarine di fotolegarsi al DNA dopo attivazione con BL è stata 

verificata irradiando DNA isolato con le sostanze e confrontando i risultati con quelli 

ottenuti in seguito ad irradiazione con le stesse dosi di UVA.  

 

Monoaddotti. La formazione di cicloaddotti con la timina (monoaddotti al lato furanico, 

MA), tramite il doppio legame 4’,5’ di TMA e di 8-MOP con il doppio legame 5,6 della 

timina, è stata verificata tramite idrolisi acida della miscela di irradiazione seguita da 

TLC e successiva caratterizzazione dei MA isolati tramite [H]NMR (dati non mostrati). 

Il DNA impiegato per questo esperimento proveniva da testicoli di salmone e, dopo 

irradiazione, sia con UVA che con BL, in presenza di 8-MOP e TMA mostrava una 

fluorescenza di colore viola, come solitamente avviene quando le furocumarine si 

fotolegano alla macromolecola al livello del furano (Dall’Acqua et al., 1984). Le bande 

corrispondenti ottenute con le due irradiazioni e separate tramite TLC in seguito ad 

idrolisi acida a caldo ed estrazione con cloroformio, presentavano non solo lo stesso 

tipo di fluorescenza viola ma anche lo stesso fronte di corsa (Rf=0.52 per 8-MOP e 

per TMA). Inoltre, le sostanze possedevano la stessa capacità di fotoreversione 

quando irradiate con “mineral light” a 254 nm, dando origine a timina e 8-MOP o TMA 

di partenza (visualizzati attraverso una cromatografia bidimensionale), 

comportamento tipico del cicloaddotto al C4 al furano tra le timine e le furocumarine 

(Kanne et al., 1984). Questa evidenza indica che 8-MOP e TMA erano in grado di 

formare cicloaddotti con le timine attraverso il doppio legame sul furano (4’,5’-MA) 

anche quando attivate da BL. Tuttavia, la minor intensità di fluorescenza delle bande 

formatesi in seguito ad irradiazione con BL, rispetto a quella ottenuta con UVA, indica 

che la formazione di MA era meno efficiente con luce blu. 

 

Legami crociati. I MA al lato furanico degli psoraleni, assorbendo un ulteriore fotone, 

sono in grado di formare legami crociati (XL) attraverso il fotolegame con un’altra 

pirimidina posta nel filamento complementare di DNA. La capacità di 8-MOP e TMA 

di formare XL, in seguito a fotoattivazione, è stata verificata tramite corsa 

elettroforetica denaturante in gel di agarosio alcalino di DNA plasmidico pBR322. Il 

trattamento del DNA a doppio filamento (ds-DNA) con una base forte (NaOH) rompe 
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i legami idrogeno tra i due filamenti, traducendosi nella denaturazione e nella 

separazione del DNA nei due singoli filamenti (ss-DNA). Il ds-DNA corre, all’interno 

di un gel di agarosio, più lentamente del ss-DNA e talvolta nel gel alcalino si possono 

facilmente identificare i due filamenti denaturati che corrono separati. Di 

conseguenza, il ds-DNA che è stato covalentemente cross-linkato attraverso la 

fotocicloaddizione delle sostanze non può essere denaturato e rimane in forma di 

doppio filamento. La denaturazione del DNA pBR322 fotosensibilizzato, 

precedentemente linearizzato tramite l’enzima di restrizione EcoRI e irradiato con 

entrambe le tipologie di luce in presenza di 8-MOP e TMA (Fig.1), ha dimostrato che 

8-MOP formava un numero crescente di XL al crescere della dose di BL (Fig. 1B). 

 
Figura 1. Fotosensibilizzazione di DNA pBR322 linearizzato con 8-MOP (A e B) e TMA (C e D) con 
dosi crescenti di luce UVA (A e C) e BL (B e D). Campioni di L-DNA denaturato o meno sono stati 

considerati come controlli. L-DNA: campione di DNA non denaturato; L-DNA+NaOH: DNA denaturato e 
irradiato; ds-DNA: DNA a doppio filamento; ss-DNA: DNA a singolo filamento. 

 

Questo è dimostrato dalla presenza della banda più alta (ds-DNA) di intensità via via 

maggiore, corrispondente a DNA cross-linkato che non è stato denaturato. Questo 

DNA dovrebbe contenere sia MA che almeno un XL per molecola. Le percentuali di 

ss- e ds-DNA dei campioni irradiati con luce UVA e BL in presenza di 8-MOP e TMA 

rispetto ai controlli sono riportate in Tabella 1. È interessante notare che in tutti i 

campioni irradiati con luce UVA e trattati con 8-MOP (Fig. 1A) la sola banda presente 

era quella del ds-DNA a tutte le dosi di irradiazione usate, mentre con TMA alla dose 

minore era presente anche quella relativa a ss-DNA. Inoltre, osservando la posizione 

delle bande del ds-DNA si poteva notare che, all’aumentare della dose di luce, il ds-

DNA cross-linkato si muoveva più lentamente a causa del crescente numero di 

monoaddotti e di XL formatisi. In seguito ad irradiazione con UVA (Fig. 1C), anche 

TMA era in grado di formare legami crociati a partire dalla dose minore di luce 
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utilizzata (2 J/cm2). La formazione di queste lesioni sembrava essere completa a 15 

J/cm2 di luce UVA con la scomparsa di ss-DNA.  

Al contrario, TMA si comportava come un agente monofunzionale a tutte le dosi di BL 

(Fig. 1D). Questo è dimostrato dalla presenza esclusiva di ss-DNA presente come 

banda allargata senza alcuna traccia di DNA cross-legato. Inoltre, le due bande di ss-

DNA nei campioni trattati sembravano correre più velocemente rispetto a quelle dei 

controlli all’aumentare della dose di luce. Con BL, 8-MOP manteneva la capacità di 

formare XL ma a livelli notevolmente inferiori rispetto a quanto rilevato con UVA. 

 
Tabella 1. Analisi densitometrica dei gel di agarosio di 8-MOP (A) e TMA (B) di figura 1. L’intensità 

delle bande è stata calcolata usando il software ImageLab. I campioni di L-DNA sono stati considerati 
come controlli. *p<0.05 vs L-DNA. L-DNA: campione di DNA non denaturato; L-DNA+NaOH: DNA 

denaturato e irradiato; ds-DNA: DNA a doppio filamento; ss-DNA: DNA a singolo filamento. 
 

Questo comportamento può essere attribuito alla formazione di derivati 

furoidrossicinnamici (Kozma et al., 1991), che si formano dalle rotture dell’anello 

piranico nelle condizioni alcaline usate nell’esperimento. Pertanto, ulteriori due 

cariche negative presenti per ogni molecola di TMA legata al DNA (4’,5’-MA) possono 

aumentare la migrazione dei filamenti separati di DNA verso l’elettrodo positivo. 

Queste cariche negative sicuramente presenti nel ds-DNA cross-legato da TMA, 

contenente anche MA, potrebbero essere nascoste all’interno della doppia elica 

rispetto al più esposto ss-DNA senza rallentarne la migrazione. Una ipotetica struttura 

della molecola di TMA idrolizzata è rappresentata in figura 2. 
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Figura 2. Ipotesi di struttura del monoaddotto TMA-timina in seguito ad idrolisi alcalina dell’anello 

piranico, con conseguente formazione di un derivato furoidrossicinnamico con due cariche negative. 
 

Tagli al DNA. I composti fotoattivi che legano il DNA spesso possono provocare tagli 

ad uno o ad entrambi i filamenti dell’acido nucleico e possono anche fotossidarne le 

basi. Utilizzando il DNA isolato pBR322 superavvolto (SC), le sostanze che inducono 

rotture al singolo filamento portano al rilassamento della molecola di DNA, con 

passaggio dalla forma SC a quella svolta (OC). L’introduzione di tagli ad entrambi i 

filamenti, invece, si traduce nella formazione di DNA linearizzato (L) a doppio 

filamento. Queste strutture sono topologicamente differenti e presentano, quindi, una 

diversa migrazione elettroforetica all’interno di un gel di agarosio. In particolare, 

grazie alle sue ridotte dimensioni collegate ai ripetuti avvolgimenti, la forma SC migra 

più velocemente di quella OC; la forma L presenta una velocità di migrazione 

intermedia. Il “relaxation assay” (Fig. 3) ha evidenziato che 8-MOP, quando irradiato 

con luce UVA (Fig. 3A), cominciava ad indurre tagli al singolo filamento già alla dose 

di 2 J/cm2. Il danno era poi maggiormente evidente a 5.0 J/cm2 e aumentava 

all’aumentare della dose di luce UVA. A 12 e 15 J/cm2, OC era la forma maggiormente 

presente insieme ad un incremento della “sbavatura” ed un più lento movimento della 

banda di SC, suggerendo la presenza di forme multiple di DNA differentemente 

modificato da un vario numero di fotoaddotti (Chen et al., 1994). Analoghi risultati 

sono stati ottenuti con TMA associata a luce UVA (Fig. 3C) con un rilassamento del 

DNA crescente all'aumentare della dose di luce. Le percentuali di SC e OC dei 

campioni irradiati con luce UVA e BL in presenza di 8-MOP e TMA rispetto ai controlli 

sono riportate in Tabella 2. 
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Figura 3. “Relaxation assay”. Tagli al DNA pBR322 trattato con 8-MOP (A e B) e TMA (C e D) con dosi 

crescenti di luce UVA (A e C) e BL (B e D). I campioni SC di DNA non irradiato sono stati considerati 
come controlli. SC: forma superavvolta; OC: forma svolta. 

 

Quando attivate con BL, sia 8-MOP che TMA (Fig. 3B e D) non hanno invece indotto 

alcun taglio rilevabile sul DNA plasmidico e solo la forma SC era presente in tutti i 

campioni. Inoltre, nessuna rottura al doppio filamento, che convertisse la forma SC in 

quella L, è stata indotta dalle sostanze in entrambe le condizioni di irradiazione. 

Quindi, come per la formazione di XL, la luce UVA risultava molto più efficace della 

BL. È da notare come la forma SC migrava più lentamente con l'aumentare 

dell'irradiazione UVA, mentre con BL accadeva il contrario.  

Questo comportamento può essere dovuto a due differenti tipi di fotoaddotti formatisi 

con le due diverse luci e le risultanti strutture acquisite dal plasmide: con UVA, il DNA 

SC è ricco di XL e i MA sono lesioni minori, mentre con BL si formano solo MA. 

 
Tabella 2. Analisi densitometrica dei gel di agarosio di 8-MOP (A) e TMA (B) di Fig. 3. L’intensità delle 
bande è stata calcolata usando il software ImageLab. I campioni di SC sono stati presi come controlli. 

*p<0.05 vs SC. SC: forma superavvolta; OC: forma svolta. 
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Danno ossidativo. La formazione di ROS, spesso coinvolti nella fotosensibilizzazione 

indotta dalle furocumarine, può contribuire alla rottura dei filamenti di DNA. Infatti, le 

basi del DNA, soprattutto la guanina, sono sensibili ai ROS, con formazione di derivati 

8-ossoguaninici e 5,6-diidropirimidinici (Cadet e Wagner, 2013). La rilevazione del 

danno ossidativo (Fig. 4) è stata effettuata con l’ausilio dell’enzima Endo III, il quale 

riconosce le 5,6-diidropirimidine indotte dal radicale idrossilico e rimuove le basi 

ossidate lasciando siti abasici. Questo permette il rilassamento della forma SC del 

DNA plasmidico pBR322. La sola luce UVA alla maggior dose impiegata 

nell’esperimento induceva un lieve danno fototossidativo, visibile nel DNA di controllo 

(campione 0). 8-MOP aumentava, rispetto alla sola luce UVA, questo tipo di lesioni 

solo quando attivato dalla dose più alta di UVA (7.5 J/cm2) (Fig. 4A). Lo stesso 

comportamento è stato osservato anche in seguito a irradiazione con BL (Fig. 4C), 

ma, in questo caso, 8-MOP non ha prodotto danni fotoossidativi maggiori di quelli 

presenti nel campione trattato con la sola luce; sembrava anzi avere un effetto 

protettivo sul DNA probabilmente conseguente all’assorbimento della radiazione 

incidente. Risultati analoghi a quelli descritti per 8-MOP sono stati ottenuti con TMA 

sia con UVA che con BL (Fig. 4C e D).   

 

 
Figura 4. Danni fotoossidativi al DNA. Modificazioni alle basi del DNA fotoindotte da 8-MOP (A e B) e 

TMA (C e D) irradiati con dosi crescenti di luce UVA (A e C) e BL (C e D). SC: forma superavvolta; OC: 
forma svolta. 
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4.2 Effetti sulla linea cellulare DU145 

L’attività antiproliferativa di 8-MOP e TMA, fotoattivati da UVA e BL, è stata 

inizialmente valutata sulle cellule DU145, derivate da un carcinoma prostatico di 

origine umana. Queste cellule formavano colonie di discrete dimensioni quando non 

confluenti e un monostrato una volta raggiunta la confluenza (Fig. 5A). Le colture 

possedevano una elevata percentuale (circa 98%) di cellule positive al marcatore 

CD44, che risultava maggiormente localizzato a livello della membrana 

citoplasmatica (Fig. 5C). Quando coltivate in condizioni di non aderenza, invece, in 

un terreno privo di siero, le cellule DU145 erano in grado di formare sferoidi, anch’essi 

esprimenti CD44, il cui diametro variava tra gli 80 e i 100 µm (Fig. 5B e D). 

 

 
Figura 5. Immagine di microscopia a contrasto di fase (A e B) e immunofluorescenza (C e D) di cellule 

DU145 in monostrato (A e C) e in condizioni di assenza di siero (B e D). L’immunoreattività verso il 
CD44 è rappresentata dal colore verde mentre i nuclei colorati con DAPI appaiono di colore blu. Barre: 

100 µm (A e B), 20 µm (C e D). 
 

Per valutare l’attività antiproliferativa dei composti, il monostrato cellulare è stato 

trattato con varie concentrazioni di 8-MOP e TMA (da 0.01 µM a 30 µM e da 0.01 µM 

a 10 µM, rispettivamente) e successivamente irradiato con la dose di 2 J/cm2 di luce 

UVA o di BL. È stata usata la dose di 2 J/cm2 in quanto era la più bassa dose di UVA 

e BL che non induceva diminuzioni nel numero delle (dati non mostrati). In seguito ad 

irradiazione le cellule sono state staccate e riseminate in condizioni di privazione di 
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siero per testarne la capacità di formazione di sfere. Come evidenziato in figura 6, 

entrambi i composti presentavano un maggior effetto inibitorio quando attivati da luce 

UVA rispetto a BL. 8-MOP fotoattivato da UVA era in grado di inibire completamente 

la formazione di sferoidi cellulari a partire dalla concentrazione di 0.5 µM (Fig. 6A), 

mentre TMA presentava la stessa capacità alla concentrazione di 0.05 µM (Fig. 6C). 

Quando irradiati con BL, invece, la mancata formazione di sfere si osservava alla 

concentrazione di 5 µM per TMA (Fig. 6D), mentre per 8-MOP si raggiungeva 

solamente un 70% di inibizione alla concentrazione di 30 µM (Fig. 6B). TMA è risultata 

quindi più efficace di 8-MOP nell’inibire la proliferazione cellulare sia quando attivata 

da UVA che da BL. Nessuna variazione significativa è stata, invece, riscontrata nei 

campioni trattati solo con luce o con le sostanze mantenute al buio. 

 

 
Figura 6. Saggio di formazione delle sfere. Colture trattate con 8-MOP (A e B) e TMA (C e D) e 

irradiate con 2.0 J/cm2 di UVA (A e C) e BL (B e D). Le colture non trattate sono state considerate 
come controllo. *p<0.05 vs controllo, Student’s t-test. BL: blue light. 

 

Per approfondire il meccanismo biologico alla base dell’effetto osservato, i successivi 

esperimenti sono stati condotti trattando le cellule in monostrato con le concentrazioni 

delle sostanze che avevano inibito completamente, o quasi, la formazione delle sfere 

(0.5 µM e 30 µM 8-MOP e 0.05 µM e 5 µM TMA).  
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La diminuita vitalità cellulare era associata a una morte cellulare per apoptosi (Fig. 7). 

Infatti, come dimostrato dall’analisi citofluorimetrica, a 48 h dal trattamento, sia le 

colture trattate con 8-MOP che con TMA presentavano una elevata percentuale di 

cellule apoptotiche, positive all’annessina V. In linea con i dati ottenuti dal saggio di 

formazione delle sfere l’effetto proapoptotico di 8-MOP risultava maggiore quando la 

molecola veniva attivata da UVA (Fig. 7A) rispetto a quando irradiata con BL (Fig. 

7B), inducendo anche un significativo aumento di cellule necrotiche (PI+/ANX-). Nelle 

colture trattate con TMA, invece, non è stato possibile apprezzare alcuna differenza 

nel tasso di apoptosi tra le due modalità di irradiazione (Fig. 7C e D); è stato, invece, 

registrato un sensibile incremento della percentuale di cellule necrotiche nei campioni 

trattati con la sostanza irradiata con BL. Un lieve ma significativo aumento di cellule 

necrotiche è stato registrato nelle colture trattate con la sola BL, mentre nessuna 

variazione significativa è stata osservata nei campioni irradiati con UVA e in quelli 

incubati con le sostanze e mantenuti al buio. Le colture non trattate sono state usate 

come controllo. 

 

 
Figura 7. Effetto di 8-MOP (A e B) e TMA (C e D) sull’apoptosi quando attivati da 2.0 J/cm2 di UVA (A 
e C) o BL (B e D). *p<0.05 vs controllo, Student’s t-test. PI: ioduro di propridio; ANX: annessina V; BL: 

blue light. 
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L’effetto proapoptotico osservato nelle colture trattate con le sostanze fotoattivate può 

essere in parte dovuto alla capacità delle furocumarine di formare ROS. Infatti, come 

illustrato in figura 8, immediatamente dopo irradiazione, sia 8-MOP (Fig. 8A) che TMA 

(Fig.8B) erano in grado di formare un’ingente quantitativo di ROS sia quando attivati 

da UVA che da BL.  L’ammontare di ROS risultava maggiore quando le molecole 

erano irradiate con UVA rispetto a BL, probabilmente in virtù della radiazione più 

energetica; inoltre, con BL, 8-MOP dimostrava una maggiore capacità di formare di 

specie reattive rispetto a TMA. Un lieve ma significativo aumento di ROS è stato 

riscontrato anche nelle colture trattate con le sostanze mantenute al buio, mentre non 

si è osservata nessuna variazione significativa nei campioni trattati con la sola luce. 

Le colture non trattate sono state usate come controllo, mentre come controllo 

positivo di formazione di ROS sono stati usati alcuni campioni tratti con TBHP alla 

concentrazione di 200 µM. 

 

 
Figura 8. Formazione di ROS. Colture trattate con 8-MOP (A) e TMA (B) e irradiate con 2.0 J/cm2 di 

UVA o BL. *p<0.05 vs controllo, Student’s t-test. BL: blue light; TBHP: tert-butil-idroperossido. 
 

A 48 h dal trattamento è stata valutata anche l’immunoreattività delle cellule DU145 

verso il CD44. L’analisi citofluorimetrica, i cui valori sono riportati nelle tabelle in figura 

9, ha evidenziato una significativa diminuzione nella percentuale di cellule CD44+ nei 
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campioni trattati sia con 8-MOP sia in quelli incubati con TMA con entrambi i tipi di 

radiazione luminosa. Nelle colture esposte a 8-MOP il maggiore decremento di 

immunoreattività si verificava quando la fotoattivazione veniva effettuata con UVA; al 

contrario, TMA presentava una maggiore diminuzione della percentuale di cellule 

positive per il CD44 nelle colture irradiate con BL rispetto a quelle esposte alla luce 

UVA. Una lieve ma significativa riduzione di CD44 si è verificata anche nei campioni 

esposti solamente a BL e in quelli trattati con le sostanze alla concentrazione 

maggiore e mantenuti al buio. Con entrambi i tipi di luce, TMA, ha dimostrato una 

maggiore capacità nel ridurre l’immunoreattività verso il CD44 rispetto ad 8-MOP. I 

dati ricavati dall’analisi citofluorimetrica sono stati, in seguito, confermati dall’analisi 

in immunofluorescenza. 

 
Figura 9. Espressione di CD44. Immagini rappresentative della diminuzione di immunoreattività per 
CD44 in colture trattate con 8-MOP (B) e TMA (C) rispetto a quelle di controllo (A). Le colture sono 

state irradiate con 2.0 J/cm2 di UVA o BL. La positività a CD44 è evidenziata in verde mentre i nuclei 
colorati con DAPI appaiono di colore blu. Barre 20 µM. I dati di citofluorimetria sono riportati come 

percentuale di cellule CD44+. *p<0.05 vs controllo, Student’s t-test. BL: blue light. 
 

Per analizzare più dettagliatamente il meccanismo alla base dell’effetto 

antiproliferativo e proapoptotico di 8-MOP e TMA, in seguito ad irradiazione, è stato 

valutato lo stato di attivazione di alcune protein chinasi attivate da mitogeni (MAPK) 

tramite western blot, usando anticorpi in grado di riconoscere la forma fosforilata di 

queste proteine. Come mostrato in figura 10 l’attivazione di 8-MOP tramite luce UVA 

si traduceva in un significativo incremento della forma fosforilata della proteina p38 

rispetto ai campioni non trattati (Fig. 10); al contrario, non si riscontrava alcun tipo di 

variazione nella forma attiva delle proteine ERK1/2 negli stessi campioni (Fig. 10C). 
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Piccoli ma significativi aumenti della forma fosforilata di p38 sono stati riscontrati 

anche nei campioni trattati con la sostanza tenuta al buio e in quelli irradiati con UVA. 

Quando fotoattivato da BL, 8-MOP induceva un incremento della forma fosforilata di 

ERK1/2 (Fig. 10B), osservato anche nel campione trattato con sola BL, ma nessun 

effetto a livello di p38 (Fig. 10D). 

 

 
Figura 10. Analisi tramite western blot delle forme fosforilate di p38 (A e B) e ERK1/2 (C e D). Le 

colture sono state trattate con 0.5 µM 8-MOP più 2.0 J/cm2 UVA o 30 µM più BL. La quantificazione 
dell’espressione proteica è stata eseguita tramite analisi densitometrica usando il software ImageJ. I 

dati, normalizzati alla proteina house-keeping GAPDH, sono riportati come percentuale rispetto al 
controllo non trattato. *p<0.05 vs controllo. BL: blue light. 

 

TMA presentava, invece, un comportamento differente: provocava un significativo 

aumento della forma fosforilata di p38 quando attivata sia con UVA (Fig. 11A) che 

con BL (Fig. 11B). Al contrario, si verificava una cospicua diminuzione della forma 

attiva di ERK1/2 nei campioni trattati con TMA e irradiati sia con UVA (Fig. 11C) che 

BL (Fig. 11D). Decrementi significativi della fosforilazione di ERK1/2 sono stati 
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registrati anche nei campioni trattati con la sola sostanza mantenuta al buio. Inoltre, 

quando fotoattivata sia da UVA (Fig. 11E) che da BL (Fig. 11F) TMA è risultata in 

grado di ridurre i livelli nucleari di -catenina. 

 

 
Figura 11. Analisi tramite western blot delle forme fosforilate di p38 (A e B), ERK1/2 (C e D) e dei livelli 

nucleari di -catenina (E e F). Le colture sono state trattate con 0.05 µM TMA più 2.0 J/cm2 UVA o 5 
µM più BL. La quantificazione dell’espressione proteica è stata eseguita tramite analisi densitometrica 
usando il software ImageJ. I dati, normalizzati alle proteine house-keeping GAPDH ed a Lamina B1, 
sono riportati come percentuale rispetto al controllo non trattato. *p<0.05 vs controllo. BL: blue light. 
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Infine, in virtù della loro capacità di interagire e di legare il DNA, è stata verificata la 

genotossicità di 8-MOP e TMA, attraverso la valutazione della forma fosforilata 

dell’istone H2AX (Fig. 12). L’analisi tramite western blot ha dimostrato che 8-MOP 

provocava un incremento significativo di p-H2AX quando fotoattivato sia da UVA che 

da BL. Al contrario, non è stato registrato nessun considerevole aumento della forma 

fosforilata dell’istone nei campioni trattati con TMA in entrambe le condizioni di 

irradiazione. Come atteso, un piccolo ma significativo aumento di p-H2AX è stato 

riscontrato nei campioni trattati con sola luce UVA. Le colture non trattate sono state 

usate come controlli, mentre il controllo positivo di marcatura era rappresentato da 

cellule DU145 trattate con 8-MOP alla concentrazione di 0.1 µM e irradiate con 5.0 

J/cm2. 

 

 
Figura 12. Analisi tramite western blot della forma fosforilata dell’istone H2AX. Le colture sono state 

trattate con 0.5 µM 8-MOP più 2.0 J/cm2 UVA o 30 µM più BL e con 0.05 µM TMA più 2.0 J/cm2 UVA o 
5 µM più BL. La quantificazione dell’espressione proteica è stata eseguita tramite analisi 

densitometrica usando il software ImageJ. I dati, normalizzati all’istone H4, sono riportati come 
percentuale rispetto al controllo non trattato. *p<0.05 vs controllo. BL: blue light. 
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4.3 Effetti sulla linea cellulare T24 

Sulla base dei risultati ottenuti e dell’ultima evidenza sulla fosforilazione dell’istone 

H2AX, la sperimentazione si è focalizzata sulla condizione non genotossica che nel 

contempo garantisse una buona attività antiproliferativa: TMA fotoattivata da BL. In 

particolare, è stata valutata l’efficacia di questa combinazione sulla linea T24 di cellule 

tumorali vescicali umane derivate da un carcinoma dell’epitelio di transizione. Le 

cellule, coltivate in monostrato (Fig. 13A), presentavano una morfologia poligonale 

simil epiteliale e, il 70-80% di esse, esprimeva l’antigene di superficie CD44, come 

rilevato dall’analisi citofluorimetrica. Quando coltivate in condizione di non aderenza 

e in terreno privo di siero, formavano, a circa 10 giorni dalla semina, aggregati 

sferoidali (Fig. 13B) che erano fortemente immunoreattivi per CD44 (Fig. 13C).  

 

 
Figura 13. Microscopia ottica a contrasto di fase di colture in monostrato di cellule T24 (A, bar 50 µm) 
e di sferoide cellulare (B, bar 50 µm). Immunofluorescenza con anticorpo anti-CD44 (C, bar 20 µm); le 

zone immunoreattive sono fluorescenti in verde, i nuclei in blu. 
 

Il trattamento con TMA è stato effettuato utilizzando una dose di BL pari a 2 J/cm2, 

che non aveva alcun effetto sulla crescita cellulare. Dosi superiori, al contrario, 

inibivano in modo dose-dipendente la proliferazione (dati non mostrati). Come 

illustrato in figura 14, l’associazione TMA/BL si traduceva in significative diminuzioni 

del numero di cellule rispetto ai controlli non trattati con la sostanza e non irradiati, 

con un andamento dose-risposta. Confrontando i due time-point l’effetto inibitorio 

sulla crescita cellulare aumentava leggermente a 48 h, ma in modo non significativo. 

Il trattamento delle colture con la dose massima di TMA (10 μM) ma senza 

irradiazione non aveva alcun effetto.  

L’attività antiproliferativa di TMA era legata ad un effetto pro-apoptotico. Infatti, come 

evidenziato in figura 14, la percentuale di cellule apoptotiche era significativamente 

elevata nelle colture trattate con la sostanza, sia a 24 che a 48 h (Fig. 14C e D). 

Come per la linea cellulare DU145, gli esperimenti successivi sono stati effettuati 

utilizzando TMA in concentrazione pari a 5 μM, corrispondente a circa un 50% di 

inibizione della crescita cellulare.  
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Figura 14. Determinazione della vitalità cellulare effettuata tramite colorazione con trypan blue di 

cellule T24 dopo 24 (A) e 48 (B) h dal trattamento con TMA e BL (2 J/cm2). I risultati, espressi come 
percentuale rispetto alle colture non trattate, sono stati ottenuti da 3 esperimenti effettuati in triplicato 
ed espressi come media ± SD. Analisi citofluorimetrica con Annessina (V) e Ioduro di Propidio (PI) 

dopo 24 (C) e 48 h (D) dal trattamento con TMA e BL (2 J/cm2). I risultati, espressi come percentuale 
di cellule positive alla marcatura, sono stati ottenuti da 3 esperimenti effettuati in triplicato ed espressi 
come media ± SD. * = p<0.05 verso colture non trattate, Δ = p<0.05 verso colture trattate con TMA/BL 

Student’s t test. 
 

In seguito, il profilo di genotossicità del trattamento combinato TMA e BL è stato 

valutato anche su questa linea cellulare (Fig. 15). L’analisi della forma fosforilata 

dell’istone H2AX non ha evidenziato alcuna differenza significativa tra i campioni 

trattati e i relativi controlli, confermando quindi che il trattamento combinato non 

risultava genotossico. 



- 62 - 

 

 
Figura 15. Analisi tramite western blot della forma fosforilata dell’istone H2AX. Le colture sono state 

trattate 5 µM TMA più BL. La quantificazione dell’espressione proteica è stata eseguita tramite analisi 
densitometrica usando il software ImageJ. I dati, normalizzati all’istone H4, sono riportati come 

percentuale rispetto al controllo non trattato. *p<0.05 vs controllo. BL: blue light. 
 

Il trattamento con TMA e BL modulava in modo negativo la via Wnt canonica. Infatti, 

l’espressione della -catenina a livello nucleare diminuiva rispetto alle colture non 

trattate. A 24 e 48 h, decrementi significativi si registravano solo nei campioni esposti 

a TMA e BL (Fig. 16). Nelle colture di controllo, era visibile una diffusa fluorescenza 

non solo a livello del nucleo, ma anche del citoplasma e della membrana 

citoplasmatica (Fig. 17). Nei campioni trattati con TMA/BL in queste due ultime 

localizzazioni la positività alla -catenina risultava ridotta e completamente assente 

nel nucleo.  

 

 
Figura 16. Espressione di -catenina nucleare dopo 24 h e 48 h dal trattamento con TMA e BL (2 

J/cm2). La quantificazione dei livelli di espressione proteica è stata effettuata tramite analisi 
densitometrica utilizzando il software ImageJ e i risultati espressi come percentuale rispetto alle colture 

di controllo * = p<0.05 verso colture non trattate, Δ = p<0.05 verso colture trattate con TMA/BL, 
Student’s t test. 
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Figura 17. Immunofluorescenza con anticorpo anti- -catenina dopo 48 h dal trattamento con TMA e 
BL. I nuclei sono fluorescenti in rosso, mentre le zone positive alla -catenina in verde (bar 20 μM). 

 
L’inibizione della via Wnt/ -catenina si traduceva in una riduzione dell’espressione di 

geni target della via (Fig. 18). A 3 h dal trattamento si osservavano decrementi 

significativi di ciclina D1, c-Myc, -catenina e CD44v6 rispetto al controllo. Questi 

ultimi due venivano diminuiti anche in seguito al trattamento con TMA in assenza di 

BL.  
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Figura 18. Analisi RT-PCR di -catenina (A), ciclina D1 (B), c-Myc (C) e CD44v6 (D) a 3 ore dal 
trattamento con TMA e BL (2 J/cm2). La quantificazione dei livelli di espressione è stata effettuata 
tramite l'analisi densitometrica utilizzando il software ImageLab e i risultati sono stati espressi in 
percentuale rispetto alle colture di controllo. *p<0.05 verso culture non trattate, Student’s t test. 

 

Consistente con i risultati della RT-PCR, il trattamento con TMA riduceva in modo 

significativo la percentuale di cellule positive a CD44. In particolare, rispetto alle 

colture non trattate, si osservava una diminuzione di circa il 9% a 24 h (Fig. 19A) che 

raggiungeva circa il 45% a 48 h (Fig. 19B). I dati citofluorimetrici sono stati confermati 

dall’immunofluorescenza (Fig. 19C). Nelle colture di controllo e in quelle trattate con 

TMA, ma non irradiate, l’immunoreattività era principalmente localizzata a livello della 

membrana plasmatica, diffusa, in misura minore, all’interno del citoplasma e assente 

nel nucleo. Nelle colture incubate con la sostanza e irradiate, solo poche cellule erano 

debolmente positive per CD44.  
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Figura 19. Analisi citofluorimetrica dell’espressione di CD44 dopo 24 (A) e 48 h (B) dal trattamento con 
TMA e BL. I dati sono espressi come percentuale di cellule positive rispetto al controllo non trattato. I 
risultati, ottenuti da 3 esperimenti effettuati in triplicato, sono espressi come media ± SD. * = p<0.05 

verso colture non trattate, Student’s t test. (C)  Immunofluorescenza con anticorpo anti-CD44 dopo 24 
h dal trattamento con TMA e BL. I nuclei sono fluorescenti in blu, mentre le zone positive a CD44 in 

verde (bar 20 μM). 
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Studi di docking di TMA sono stati condotti sulla proteina CD44, la cui superficie è 

riportata in figura 20.  

 
Figura 20. Struttura cristallografica di CD44. L’area in cui è stato eseguito il test di docking con TMA è 

racchiusa dalla linea tratteggiata rossa. 
 

L'area in cui è stata effettuata l’analisi è evidenziata con un cerchio tratteggiato rosso. 

È interessante notare che, mediante simulazioni computazionali, non sono state 

ottenute posizioni di legame significative. Infatti, non sono state rilevate posizioni di 

interazione con energia di legame negativa. Inoltre, il protocollo di docking non ha 

portato a risultati riproducibili. Di conseguenza, si può concludere che, probabilmente, 

TMA non sia in grado di interagire in modo efficace con CD44. 

 

I dati raccolti tramite Western blot hanno evidenziato che la diminuzione di -catenina 

nucleare e, conseguentemente, l’inibizione della via Wnt, erano dovuti, almeno in 

parte, ad una induzione della rimozione della proteina a livello proteasomale. Infatti, 

il trattamento con TMA/BL determinava un aumento significativo della forma 

fosforilata della -catenina e della fosforilazione alla tirosina 216 della chinasi GSK3 , 

sia a 24 che a 48 h (Fig. 21).  
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Figura 21. Espressione delle forme fosforilate di -catenina (A e B) e GSK3  (C e D) dopo 24 (A e C) 

e 48 (B e D) h dal trattamento con TMA e BL (2 J/cm2). La quantificazione dei livelli di espressione 
proteica è stata effettuata tramite analisi densitometrica utilizzando il software ImageJ e i risultati 

espressi come percentuale rispetto alle colture di controllo * = p<0.05 verso colture non trattate, Δ = 
p<0.05 verso colture trattate con TMA/BL, Student’s t test. 

 

Per verificare il ruolo dell’attivazione di GSK3  come possibile target di TMA è stato 

utilizzato LiCl, che inibisce GSK3  tramite fosforilazione alla serina 9, e, 

conseguentemente, stabilizza la -catenina citoplasmatica stimolando la via Wnt 

(Zhang et al., 2003). Come riportato nella figura 14, sia a 24 che a 48 h, il trattamento 

delle colture con 1 mM LiCl aumentava la proliferazione cellulare rispetto alle colture 

di controllo. Il composto era in grado di contrastare, anche se non completamente, 

l’inibizione della crescita indotta da TMA/BL. Come atteso, a 24 h, LiCl in associazione 

con TMA/BL diminuiva, in modo significativo rispetto alle colture trattate con TMA/BL, 

sia l’espressione della forma fosforilata della -catenina che quella attiva della 

GSK3 , anche se non era in grado di riportare i valori di espressione a quelli delle 

colture non trattate (Fig. 21). A 48 h, nelle stesse condizioni sperimentali, l’aggiunta 

di LiCl non modificava in modo significativo l’espressione della forma attiva di GSK3  
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rispetto a TMA/BL. Parallelamente, a 48 h aumentava la -catenina nucleare rispetto 

ai trattati con TMA/BL (Fig. 16); nelle colture corrispondenti era ben visibile un 

incremento diffuso della immunoreattività, specialmente a livello nucleare, rispetto 

alle colture esposte a TMA/BL (Fig. 17).  

Infine, è stato verificato se l’attivazione di GSK3  potesse essere una conseguenza 

della modulazione, da parte di TMA, di altre vie di segnale che risultano spesso sovra-

attivate nelle cellule tumorali, quali quelle delle MAPK.  

A 24 e 48 h, non si riscontravano variazioni significative nell’espressione della forma 

fosforilata di Akt (dati non mostrati), mentre si osservava una diminuzione significativa 

della forma attivata di ERK1/2 in seguito a trattamento con TMA/BL (Fig. 22). In 

quest’ultimo caso, a 48 h si riscontrava una modulazione negativa anche con la sola 

TMA senza irradiazione. Aumenti significativi della forma fosforilata di p38 venivano 

rilevati con TMA/BL solamente a 48 h dal trattamento. 

 

Figura 22. Espressione delle forme fosforilate di ERK1/2 (A e B) e di p38 (C e D) dopo 24 (A e C) e 48 
(B e D) h dal trattamento con TMA e BL. La quantificazione dei livelli di espressione proteica è stata 

effettuata tramite analisi densitometrica utilizzando il software ImageJ e i risultati espressi come 
percentuale rispetto alle colture di controllo * = p<0.05 verso colture non trattate, Student’s t test. 
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5. DISCUSSIONE 

 

Gli psoraleni sono ad oggi usati in combinazione con luce UVA (terapia PUVA) per la 

cura di diverse patologie cutanee e anche per alcune malattie immunitarie grazie alla 

fotoferesi. Queste molecole posseggono una ben nota capacità antiproliferativa data 

dalla capacità di legarsi al DNA, una volta fotoattivati, formando legami covalenti con 

le basi pirimidiniche dell’acido nucleico, in particolar modo con le timine. Le addizioni 

possono avvenire all’interno di un singolo filamento (MA) o interessare due basi 

situate su filamenti complementari (XL). Inoltre, questi composti sono in grado di 

interagire e di fotolegarsi anche con i lipidi di membrana e proteine extra- ed intra-

cellulari, anche a livello mitocondriale, danneggiando le strutture e portando 

all’attivazione del processo apoptotico (Dall’Acqua e Martelli, 1991; Canton et al., 

2002). 

Negli anni, nel tentativo di aumentare l’attività e l’efficacia degli psoraleni, evitando al 

contempo gravi effetti collaterali dovuti principalmente alla formazione di XL tra i 

filamenti di DNA, sono stati sintetizzati numerosi derivati monofunzionali. Tra questi, 

l’angelicina TMA, un isomero angolare, ha dimostrato buone capacità antiproliferative 

dopo attivazione con UVA e una ridotta genotossicità rispetto ad 8-MOP (Cristofolini 

et al., 1990; Bordin et al., 1991).  

L’attività di psoraleni ed angelicine, in seguito ad irradiazione, origina dalla loro ampia 

struttura aromatica che ne aumenta la capacità di assorbire la radiazione UVA 

portandole ad uno stato eccitato dal quale poi si formano i legami covalenti con altre 

molecole. Sebbene il picco di maggior assorbimento di queste molecole si trovi nella 

regione dell’ultravioletto (320 nm), il loro spettro dimostra la capacità di captare anche 

la radiazione luminosa di lunghezza d’onda maggiore (BL), nonostante il basso 

coefficiente di estinzione molare a 420 nm (Gasparro et al., 1993).  

Le evidenze sperimentali raccolte in questa tesi dimostrano che BL è in grado di 

attivare sia 8-MOP che TMA, nonostante le loro basse ε a queste lunghezze d’onda, 

traducendosi in una buona capacità antiproliferativa.  

L’utilizzo di BL può aprire scenari interessanti per il trattamento locale di tumori, quali 

il carcinoma prostatico e quello vescicale, in quanto questa radiazione luminosa è 

meno tossica rispetto alla luce UVA, con un rischio di induzione di lesioni mutageniche 

sensibilmente minore, e possiede una maggiore capacità di penetrazione tissutale, 

permettendo di raggiungere punti situati più in profondità nei tessuti e riducendo gli 

effetti collaterali a carico delle cellule sane (Bjelland e Seeberg, 2003).  
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La fotoattivazione con BL dei due composti induceva una diminuzione quantitativa e 

una variazione qualitativa del tipo di lesioni a carico del DNA. Esperimenti condotti 

sull’acido nucleico isolato hanno confermato che 8-MOP e TMA erano in grado di 

formare MA e XL, produrre tagli ai filamenti e fotoossidare le basi dell’acido nucleico 

quando attivate da UVA. L’entità di queste lesioni risultava invece notevolmente 

ridotta, se non del tutto assente nel caso della TMA, quando l’attivazione delle 

molecole veniva effettuata tramite irradiazione con BL. A 2 J/cm2, dose utilizzata negli 

esperimenti effettuati sulle colture cellulari, 8-MOP formava una quantità di XL 

difficilmente rilevabile, mentre con UVA la formazione di queste lesioni era evidente 

a tutte le dosi di irradiazione utilizzate. TMA era in grado di formare una piccola 

quantità di XL quando irradiata da UVA, mentre, in seguito ad attivazione con BL, si 

formavano solamente MA; i tagli e le ossidazioni delle basi pirimidiniche riscontrati 

nei campioni trattati con la sostanza e UVA risultavano assenti in quelli trattati con 

BL.  

Gli esperimenti effettuati sulle cellule DU145 hanno evidenziato che 8-MOP e TMA 

possedevano attività antiproliferativa, sia quando attivate da UVA che da BL, tramite 

l’induzione del processo apoptotico. Tuttavia, la concentrazione di composto richiesta 

per la completa inibizione della formazione di sferoidi cellulari era più elevata (circa 

60 volte per 8-MOP e 100 per TMA) quando la fotoattivazione veniva effettuata con 

BL rispetto a UVA. Questa differenza può essere conseguente, almeno in parte, al 

diverso tipo e alla diversa entità di lesioni al DNA generatesi in base alla tipologia di 

irradiazione utilizzata. Inoltre, anche la produzione di ROS, i cui danni ossidativi sono 

comparabili ai tagli ai filamenti di DNA nel minare la vitalità cellulare (Cadet et al., 

1993; Wallace, 2002), risultava minore nei campioni cellulari trattati con le sostanze 

esposte a BL.  

I risultati ottenuti hanno evidenziato una maggiore attività di TMA rispetto a 8-MOP in 

entrambe le condizioni di fotoattivazione. Infatti, l’angelicina inibiva completamente la 

formazione delle sfere a concentrazioni pari a 0.05 µM e 5 µM con UVA e BL, 

rispettivamente; 0.5 µM 8-MOP, invece, induceva un effetto simile con UVA, mentre 

con BL 30 µM 8-MOP provocava solo una riduzione di circa il 70% rispetto alle colture 

non trattate. 

L’effetto antiproliferativo sulle cellule DU145 esercitato da 8-MOP e TMA fotoattivati 

da UVA o BL era legato alla modulazione dello stato di attivazione di p38 ed ERK1/2, 

MAPK implicate nei processi di vitalità cellulare, espressione genica e apoptosi. p38 

modula i checkpoint del ciclo cellulare, l’apoptosi e l’autofagia in seguito ad attivazione 

tramite diversi stimoli intracellulari come lo stress ossidativo e la radiazione UV 

(Cuadrado e Nebreda, 2010). 
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In particolare, è stato evidenziato che 8-MOP regolava in modo differente queste due 

proteine in base al tipo di radiazione utilizzata, mentre con TMA la loro modulazione 

è simile in entrambe le condizioni. 

8-MOP induceva un aumento della forma fosforilata di p38 solo in seguito a 

fotoattivazione con UVA, senza esercitare alcun effetto su ERK1/2. Questa evidenza 

concorda con Cappellini e colleghi (2005) che hanno dimostrato come la terapia 

PUVA inducesse la fosforilazione di p38, ma non di ERK1/2, nelle cellule Jurkat e nei 

linfociti T umani. Al contrario, la fotoattivazione di 8-MOP con BL aumentava la forma 

fosforilata di ERK1/2, lasciando invariato p38. Solitamente la via di segnale di 

ERK1/2, attivata da mitogeni e fattori di crescita, sostiene un effetto antiapoptotico, 

grazie alla regolazione negativa di fattori proapoptotici e/o all’attivazione di quelli 

antiapoptotici (Lu et al., 2006). Tuttavia, in alcuni casi, può agire in modo 

proapoptotico a seconda dei tipi di cellule e sotto stimoli specifici, quali ad esempio 

danni al DNA e alcune molecole antitumorali. Ad esempio, Li e collaboratori (2016) 

hanno riportato che l’angelicina, una furocumarina angolare, inibiva la crescita 

cellulare tramite l’attivazione della via di segnale di ERK senza alcun effetto sulla 

fosforilazione di p38. Inoltre, è stato dimostrato che l’attivazione di ERK1/2 può 

portare a tossicità nelle cellule neuronali e la sua inibizione riduce l’apoptosi indotta 

da adriamicina e composti del platino (Scuteri et al., 2010). 

TMA aumentava la forma fosforilata di p38 e diminuiva quella di ERK1/2 con 

entrambe le radiazioni utilizzate. Questo dato suggerisce una regolazione indiretta di 

ERK1/2 da parte di p38 come già osservato in fibroblasti di origine umana, dove 

l’inibizione di p38 bloccava la defosforilazione di MEK1/2 e il processo apoptotico (Li 

et al., 2003). Una riduzione della forma attiva di ERK1/2 si è riscontrata anche nelle 

colture trattate con TMA ma non irradiate, suggerendo che il composto sia in grado 

di interagire con bersagli molecolari anche senza fotoattivazione. È già stato 

dimostrato, infatti, che alcune angelicine sono in grado di regolare l’espressione 

genica delle -globine umane senza irradiazione, suggerendo un loro possibile 

utilizzo in terapia per il trattamento di disordini ematologici come la beta talassemia e 

l’anemia falciforme (Lampronti et al., 2003). Inoltre, numerosi derivati hanno 

dimostrato buone proprietà antiinfiammatorie, utili nel trattamento della fibrosi cistica, 

inibendo l’interazione tra NF-kB con il DNA. In particolare, TMA è un potente inibitore 

del processo infiammatorio indotto nelle cellule dell’epitelio bronchiale da 

Pseudomonas Aeruginosa e un efficacie potenziatore di CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane conductance Regulator) (Marzaro et al., 2013; Favia et al., 2014). 

Il problema principale dei trattamenti con composti fotoattivabili in grado di interagire 

con il DNA è rappresentato dalla potenziale genotossicità associata. Quest’ultima può 
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progredire in carcinogenesi se i danni all’acido nucleico, che non vengono eliminati 

dai meccanismi di riparazione, non si traducono nella morte della cellula e causano 

mutazioni. Per determinare la fotogenotossicità di 8-MOP e TMA è stato valutato il 

tasso di fosforilazione dell’istone H2AX. Gli istoni sono proteine basiche attorno a cui 

si avvolge il DNA degli organismi eucariotici per formare i nucleosomi, le unità 

fondamentali della cromatina. Le proteine istoniche sono quattro: H2A, H2B, H3 e H4 

e contengono una grande quantità di aminoacidi a carica positiva, come lisine e 

arginine, con cui i gruppi fosfato del DNA, caricati negativamente, possono interagire. 

L’istone H2AX è una variante di H2A e possiede una regione carbossi-terminale più 

lunga di quest’ultimo. In ogni nucleosoma sono presenti due istoni H2A e la variante 

H2AX è presente in percentuale variabile da circa 10% a 20% a seconda dell’origine 

tissutale delle cellule (Ibuki e Toyooka, 2014). H2AX presenta la peculiarità di venire 

fosforilata all’altezza della serina in posizione 139 in seguito a radiazioni ionizzanti o 

ad altri agenti che possono provocare rotture al doppio filamento dell’acido nucleico. 

Questo evento avviene anche in seguito ad altri danni al DNA, quali ossidazione delle 

basi, formazione di MA e XL e rotture di un singolo filamento.  

La valutazione del livello di fosforilazione dell’istone H2AX sia nelle cellule DU145 che 

in quelle T24, suggerisce che TMA, al contrario di 8-MOP, non esercita effetti 

genotossici quando fotoattivata sia da UVA che da BL. Infatti, lo stato di fosforilazione 

dell’istone non veniva modificato dal trattamento con TMA, mentre veniva aumentato 

in modo significativo rispetto al controllo da 8-MOP, in accordo con quanto già 

evidenziato da Toyooka e colleghi (2011). Le differenze riscontrate tra le due 

sostanze correlano con l’entità e la tipologia di danno che le molecole sono in grado 

di indurre nel DNA isolato e che, probabilmente, si verificano anche nelle cellule alle 

condizioni testate. 

Alla luce degli incoraggianti risultati ottenuti con la combinazione TMA e BL in termini 

di attività antiproliferativa e di mancanza di genotossicità, è stata indagata la 

possibilità di utilizzare l’associazione TMA/BL per il trattamento del carcinoma 

vescicale non invasivo. Anche questa tipologia di tumore potrebbe beneficiare di un 

trattamento endocavitario con PDT vista la ridotta invasività del metodo, data da fibre 

ottiche sempre più sottili e performanti, e la minima tossicità dei composti e della 

radiazione utilizzati. 

Al pari di quanto precedentemente osservato, anche nelle cellule T24 il trattamento 

combinato TMA/BL non induceva effetti genotossici. Infatti, i livelli di fosforilazione 

dell’istone H2AX rimanevano invariati nei campioni sottoposti a trattamento rispetto a 

quelli rilevati nei controlli. TMA era, inoltre, in grado di ridurre la proliferazione cellulare 

e attivare il processo apoptotico. Lo studio di vitalità ha evidenziato come 5 μM TMA 
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riducesse la vitalità cellulare del 50% sia a 24 che a 48 h dal trattamento. Alla 

medesima concentrazione il trattamento aumentava la percentuale di cellule 

apoptotiche sia a 24 che a 48 h e provocava un lieve aumento di cellule necrotiche a 

48 h.  

TMA era, inoltre, in grado di inibire la via canonica di Wnt. Infatti, come già evidenziato 

nelle cellule DU145, si osservava una diminuzione significativa dei livelli nucleari della 

-catenina. Parallelamente, nelle cellule T24, si rilevava un aumento nel citoplasma 

delle forme fosforilate della -catenina e del GSK3  alla tirosina 216, sia a 24 che a 

48 h dal trattamento. La -catenina, oltre ad avere un ruolo nell’adesione cellulare 

partecipando al complesso con le caderine, agisce anche come trasduttore 

intracellulare della via di segnale canonica di Wnt, regolando lo sviluppo embrionale, 

l’omeostasi tissutale e la proliferazione sia nelle cellule staminali normali che in quelle 

tumorali. La traslocazione nel nucleo avviene in seguito al legame tra le proteine Wnt 

e il loro recettore Frizzled (Fz) associato al corecettore LRP5/6 (low-density 

lipoprotein receptor-related protein 5/6), la cui attivazione comporta l’inibizione della 

degradazione citoplasmatica della -catenina. La mancata regolazione di questa via 

di segnale è stata associata con numerose tipologie di tumori, compreso quello alla 

prostata (Kypta e Waxman, 2012). 

GSK3 è un enzima coinvolto in una moltitudine di processi cellulari come il 

metabolismo del glicogeno, la via di segnale dell’insulina, la proliferazione cellulare, 

funzioni neurologiche e l’oncogenesi e lo sviluppo embrionale; risulta costitutivamente 

attivato e la sua regolazione avviene tramite fosforilazioni ai residui serinici e treoninici 

nella parte N-terminale e in quelli tirosinici nella C-terminale. Questo enzima è 

presente in due isoforme, α e , codificate da due geni diversi ed aventi funzioni e 

ruoli differenti (Rayasam et al., 2009). GSK3  svolge un ruolo molto importante a 

livello della via canonica di Wnt in quanto regola i livelli citoplasmatici di -catenina; 

la chinasi, infatti, fa parte del complesso di distruzione insieme ad axina e APC 

(Adenomatous Polyposis Coli). A livello di questo complesso proteico GSK3  è 

deputato alla fosforilazione di -catenina la quale, in seguito ad ubiquitinizzazione, 

viene distrutta. La regolazione dell’attività di GSK3  avviene tramite fosforilazione su 

due siti differenti: l’enzima risulta maggiormente attivo quando fosforilato alla sua 

tirosina in posizione 216, mentre la sua attività viene ridotta in seguito a fosforilazione 

alla serina in posizione 9 (Doble e Woodgett, 2003).  

L’inibizione della via canonica di Wnt indotta da TMA/BL si traduceva, inoltre, in una 

diminuzione dell’espressione di alcuni geni target della via. Infatti, è stata evidenziata 

una riduzione dei livelli di -catenina, ciclina D1, c-Myc e CD44 nella sua variante v6 
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nei campioni trattati; diminuzioni significative si sono riscontrate anche nelle colture 

incubate con TMA mantenuta al buio nel caso di -catenina, c-Myc e CD44v6.  

La regolazione del ciclo cellulare da parte di ciclina D1 risulta finemente regolata dalla 

via di segnale di GSK3  e da quella canonica di Wnt. Elevati livelli di questa proteina 

si registrano in numerosi tumori dove si comporta come protooncogene facilitando 

proliferazione e progressione del ciclo cellulare e promuovendo la trascrizione di 

numerosi fattori favorevoli alla trasformazione neoplastica (Zhang et al., 2012). Anche 

l’espressione dell’oncogene c-Myc è strettamente legata alla via Wnt in quanto i livelli 

di espressione di questa proteina sono regolati dall’inibizione di GSK3  da parte delle 

vie di segnale attive di ERK1/2 e PI3K/Akt (Li et al., 2015). Nelle cellule T24 è stata 

rilevata una diminuzione della forma fosforilata di ERK1/2 e nessuna variazione di 

quella di Akt, suggerendo che l’inibizione di GSK3  possa essere legata alla 

modulazione di ERK1/2. 

CD44 è una glicoproteina transmembrana, ampiamente espressa nelle cellule di 

mammiferi; possiede un ruolo importante nell’adesione, nella migrazione e nella 

proliferazione cellulare principalmente attraverso vie di segnale attivate dalla sua 

interazione con l’acido ialuronico della matrice extracellulare o tramite legame con 

un’altra molecola di CD44. Numerose evidenze hanno dimostrato che CD44 è 

sovraespresso in numerosi tipi di cancro dove è stato identificato, da solo o in 

combinazione con altre molecole, come un marcatore delle cellule staminali tumorali 

(CSC). Le CSC sono responsabili dell’insorgenza del tumore, della sua progressione, 

invasione, metastatizzazione, recidività e resistenza alla chemio e radioterapia a 

causa del loro elevato livello di espressione di pompe di efflusso, la continua 

attivazione di vie di segnale antiapoptotiche e di meccanismi di riparazione del DNA 

(Jordan et al., 2015; Yan et al., 2015). Ciò è vero anche nel caso del tumore prostatico 

e di quello vescicale, dove i livelli di espressione di CD44 sono positivamente correlati 

allo stadio della patologia e possono essere usati per monitorare la risposta 

terapeutica al trattamento. Numerosi studi hanno anche confermato che CD44 

stimola la proliferazione e la migrazione delle cellule tumorali prostatiche (Korski et 

al., 2014; Li et al., 2017). In particolare, la variante di CD44 contenente l'esone 10, 

nota anche come CD44v6 è strettamente associata ad un comportamento aggressivo 

e correlata con una prognosi sfavorevole in una varietà di tumori maligni umani, quali 

la leucemia e i carcinomi mammario, gastrico, colorettale e prostatico; si è dimostrata 

in grado di regolare la trasformazione maligna inducendo la proliferazione, l’adesione 

e la migrazione delle cellule tumorali. Nel tumore alla prostata, inoltre, è stato 

evidenziato che la diminuita espressione di questo marcatore sia connessa alla ridotta 

attività delle vie di segnale Wnt/ -catenina e PI3K/Akt (Ni et al., 2014).  
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La fotoattivazione di TMA induceva una riduzione dei livelli di espressione della 

proteina CD44 in entrambe le linee cellulari. Nelle cellule DU145 questa tendenza era 

riscontrabile sia in seguito ad irradiazione con UVA che con BL con maggiore efficacia 

nel caso di quest’ultima (35.5% e 12.8% di cellule positive, rispettivamente). Inoltre, 

una piccola ma significativa riduzione è stata rilevata anche nei campioni trattati con 

5 μM TMA al buio. La riduzione della percentuale di cellule CD44+ riscontrata anche 

nei campioni trattati con TMA non irradiata potrebbe essere legata alla riduzione della 

forma attivata di ERK1/2 in quanto, come già dimostrato, queste MAPK sono 

responsabili anche della regolazione dell’espressione della glicoproteina (Roeder et 

al., 2017). Seppur in misura nettamente inferiore, anche 8-MOP si dimostrava in 

grado di indurre una riduzione di cellule CD44+ sia quando attivato da UVA (25%) che 

da BL (11%). Come riscontrato nella linea cellulare prostatica, anche in quella 

vescicale il trattamento TMA/BL induceva una diminuzione della percentuale di cellule 

CD44+, più marcata a 48 (40%) rispetto alle 24 h (9%).  

I risultati ottenuti suggeriscono, quindi, che TMA e in minor misura 8-MOP siano in 

grado di colpire anche la componente staminale del tumore e di renderla più 

vulnerabile ai ROS, favorendo l’eradicazione del tumore. È stato dimostrato infatti che 

CD44 è coinvolto anche nella protezione delle CSC dagli effetti citotossici indotti da 

ROS tramite la sintesi di glutatione (Ishimoto et al., 2011).  

I risultati raccolti concordano con numerose evidenze attestanti una stretta 

connessione tra CD44 e la via di segnale di Wnt. CD44 è non solo un gene bersaglio 

della via canonica di Wnt ma anche un regolatore positivo della stessa attraverso 

l’interazione con LRP6 e il riarrangiamento del citoscheletro. Ad oggi, la relazione 

CD44/Wnt è stata studiata in numerosi tumori evidenziando come il silenziamento di 

CD44 porti ad un’inibizione della traslocazione di -catenina a livello nucleare (Chang 

et al., 2013; Schmitt et al., 2015). Tuttavia, TMA non sembra in grado di legarsi in 

modo covalente al recettore CD44. Infatti, studi sul docking della molecola con la 

glicoproteina hanno evidenziato come questa, sebbene sia in grado di interagire in 

più punti con CD44, in virtù della sua lipofilicità e delle sue ridotte dimensioni, non 

riesca a formare con il recettore alcun tipo di legame. Quest’ultimo riscontro fa 

supporre, quindi, che la riduzione di cellule CD44+ e la diminuzione della traslocazione 

nucleare di -catenina sia dovuta ad una inibizione della via canonica di Wnt e non 

conseguente ad una interazione diretta tra TMA e CD44.  

L’aumentata attivazione di GSK3  come evento responsabile, almeno in parte, 

dell’inibizione della via di Wnt è stata confermata dagli esperimenti effettuati con LiCl. 

Quest’ultimo è un ben noto attivatore della via canonica di Wnt grazie alla sua 

capacità di inibire GSK3  legandolo in modo diretto, competendo per il sito di legame 
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del Mg2+ e favorendone la fosforilazione in serina 9, responsabile del suo stato meno 

attivo (Beurel et al., 2015). La conseguente inibizione porta alla mancata 

fosforilazione di -catenina ed al suo accumulo a livello citoplasmatico, favorendone 

l’ingresso a livello del nucleo e la trascrizione dei geni bersaglio. I dati raccolti hanno 

evidenziato che l’aggiunta di LiCl alle colture cellulari esposte al trattamento con 

TMA/BL induceva un recupero della vitalità sebbene non ai livelli dei controlli sia a 24 

che a 48 h. Inoltre, nelle colture incubate con solo LiCl si registrava un aumento di 

proliferazione cellulare rispetto alle colture di controllo sia a 24 che a 48 h dovuto 

all’attivazione della via di Wnt da parte del sale. Inoltre, l’aggiunta di LiCl ripristinava 

i livelli di CD44 ai valori delle colture di controllo solamente a 24 h e quelli di -catenina 

nucleare a 48 h. Parallelamente, sono state rilevate variazioni significative, rispetto a 

quanto registrato nei campioni trattati con TMA/BL, nella fosforilazione di GSK3  e -

catenina; infatti, l’aggiunta di LiCl nel terreno di coltura era in grado di ridurre l’entità 

di fosforilazione di queste proteine riportandola a livelli molto simili a quelli registrati 

nelle colture di controllo.  

Analogamente a quanto rilevato nelle cellule DU145, TMA/BL diminuiva in modo 

significativo lo stato di attivazione di ERK1/2 e aumentava la forma fosforilata di p38 

a 48 h quando sottoposta ad irradiazione con BL. GSK3  rappresenta un punto in 

comune tra le vie PI3K/Akt, MEK/ERK e p38 in quanto tutte ne modulano l’attività in 

base agli stimoli ricevuti. È stato dimostrato che GSK3  è un substrato di Akt, la cui 

forma attiva può fosforilarlo e inattivarlo, con accumulo di -catenina e induzione della 

crescita cellulare (Huang e He, 2008) e che ERK1/2 attivata lo inibisce portando 

sempre ad un aumento nucleare di -catenina (Ding et al., 2005; Caraci et al., 2008). 

I risultati raccolti sembrano quindi indicare che nelle cellule T24 TMA moduli 

l’espressione di -catenina e l’azione della via Wnt in modo indipendente da Akt e 

parzialmente dipendente da ERK 1/2 modulando l’attività di GSK3 . 
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6. CONCLUSIONI 

 

I dati raccolti in questa tesi hanno evidenziato che, nonostante i loro bassi coefficienti 

di estinzione molare nel campo della luce visibile, 8-MOP e TMA sono in grado di 

inibire efficacemente la proliferazione cellulare tramite induzione del processo 

apoptotico e formazione di ROS anche in seguito ad irradiazione con BL. Questa 

modalità di fotoattivazione può rappresentare una innovazione nel campo della 

fotochemioterapia in quanto va a migliorarne i più comuni limiti operativi ed effetti 

collaterali riscontrati con l’utilizzo di UVA. BL, infatti, a differenza della radiazione 

UVA, possiede una migliore penetrazione a livello dei tessuti, permettendo quindi il 

potenziale trattamento di tumori più invasivi, e al contempo presenta una minore, se 

non assente, genotossicità. Inoltre, a livello tecnico, è noto che le fibre ottiche usate 

in PDT hanno un migliore rendimento quando trasportano BL rispetto ad UVA per 

quanto riguarda diffusione della luce e quantità di radiazione trasmessa.  

TMA si è dimostrata più efficace di 8-MOP sia quando attivata da UVA che da BL. 

Nonostante fossero necessarie concentrazioni di TMA più elevate di quelle utilizzate 

con UVA per ottenere lo stesso effetto biologico, è importante ricordare che, come 

suggerito dai test su DNA isolato, con BL il composto non era in grado di formare 

legami crociati, principali responsabili dell’azione mutagena delle furocumarine, 

suggerendo, quindi, un profilo di sicurezza migliore. Questa ipotesi è stata confermata 

dall’assenza della forma fosforilata dell’istone H2AX nei campioni trattati con TMA, 

rispetto a quelli incubati con 8-MOP. Questo differente comportamento potrebbe 

essere spiegato dal diverso tipo e dalla diversa entità di danni al DNA che le due 

molecole sono in grado di formare. Alle dosi di radiazione utilizzate, infatti, 8-MOP era 

comunque in grado di formare legami crociati e di produrre tagli al DNA.  

L’effetto antiproliferativo di TMA era legato ad una modulazione negativa della via 

canonica di Wnt risultante dall’attivazione di GSK3 . I dati raccolti suggeriscono che 

quest’ultimo effetto possa essere dovuto alla diminuzione della forma fosforilata di 

ERK1/2. Inoltre, la riduzione dell’espressione del marcatore tumorale CD44 è risultata 

essere indotta dalla modulazione della via Wnt e non da una diretta interazione di 

TMA con la glicoproteina, come dimostrato dagli studi sul docking.  

In conclusione, TMA fotoattivata da BL può rappresentare un interessante opzione 

per la fotochemioterapia dei carcinomi prostatico e vescicale non invasivo, in quanto 

tale trattamento è in grado di inibire vie chiave per la crescita e la progressione 

tumorale in assenza di effetti genotossici. 
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In prospettiva, si intende valutare se il trattamento con TMA possa essere associato 

alla PDT effettuata con porfirine e attualmente in uso nella pratica clinica. Infatti, 

l’effetto antitumorale di queste ultime è conseguente ad un’ingente produzione di 

ROS che, tuttavia, spesso porta a resistenza alla terapia. L’associazione con altre 

molecole, quali la TMA, aventi altri meccanismi di azione e attivabili alle stesse 

lunghezze d’onda usate nella PDT, potrebbe aumentare l’efficacia del trattamento 

tramite un effetto sinergico, diminuendo le dosi di farmaco ed evitando il fenomeno 

della resistenza. 
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Antiproliferative activity of 8-methoxypsoralen on
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The use of photoactivatable 8-methoxypsoralen (8-MOP) as potential focal treatment towards prostate

cancer cells is proposed here. Our results, obtained on isolated DNA and DU145 cells, indicate that blue

light, besides UVA, is able to activate 8-MOP. When compared to UVA, blue light irradiation led to a modu-

lation of the extent and the types of 8-MOP-DNA damage, specially cross-links, coupled to a still valuable

antiproliferative effect. Our data suggest that the proapototic activity of 8-MOP is related not only to DNA

damage and reactive oxygen species generation but also to the modulation of cell signalling pathways. In

particular, a different activation of p38 and p44/42 mitogen-activated protein kinases was detected

depending on the light wavelengths.

1. Introduction

Prostate cancer (PCa) is the most common non-cutaneous

male malignancy and the second leading cause of cancer-

related deaths in males. External beam radiotherapy, brachy-

therapy or radical prostatectomy are the main options for

localized PCa. Chemotherapy is also used for patients with

recurrent PCa after prostatectomy. However, recurrence and

progression of disease occur in a high percentage of patients.1

In the last few years, interstitial photodynamic therapy (PDT)

has also been proposed for the treatment of recurrent PCa and

has entered clinical trials.2 PDT involves a photosensitizer that

upon activation by visible light, leads to cell death through the

production of reactive oxygen species (ROS).

Furocoumarins are natural and synthetic compounds

whose structure consists of a furan ring fused with coumarin

leading to several isomers, i.e. linear molecules, so called psor-

alens, and the angular ones, angelicins. 8-Methoxypsoralen

(8-MOP), 5-methoxypsoralen (5-MOP) and 4,5,8-trimethyl-

psoralen (TMP) are commonly used with ultraviolet A (UVA)

light in PUVA (psoralen plus UVA) therapy to treat a number of

skin conditions, i.e. psoriasis, vitiligo, and cutaneous T-cell

lymphoma (CTCL).3 Another application is extracorporeal

photopheresis (ECP), which involves exposure of white blood

cells to UVA with 8-MOP, for the treatment of autoimmune dis-

orders, such as variants of cutaneous T cell lymphomas, graft-

versus-host disease, rheumatoid arthritis, systemic lupus

erythematosus, systemic sclerosis and Crohn’s disease.4

Furthermore, linear furocoumarins have been used for sterilis-

ing blood components under UV irradiation5 and some of

them are also active without light activation, showing some

activity against psychological depression.

As the photosensitizers used in PDT, furocoumarins

produce ROS, singlet oxygen (1O2) or superoxide (O2
−), that

impair cellular functions through lipid peroxidation, oxidation

of guanine, strand breaks in nucleic acids, oxidation of pro-

teins, and inactivation of enzymes.6 However, the photobio-

logical effects of furocoumarins are mainly related to their

capacity to bind DNA and form monoadducts and interstrand

crosslinks, mainly with pyrimidine bases, under UVA

irradiation (320–400 nm), a region of the electromagnetic spec-

trum in which nucleic acids are transparent. Moreover, furo-

coumarins photobind lipids and intra- and extra-cellular pro-

teins, localize in mitochondria and, upon UVA irradiation, they

are able to damage these organelles leading to cell death by

apoptosis.7 Photoactivation of furocoumarins also yields stable

species (photoproducts, mainly formyl-derivatives and dimers)

which are cytotoxic products considered to play a relevant role

in PUVA therapy.8 Although some long-term side-effects, such

as skin phototoxicity, have been observed after PUVA therapy,

it has been acknowledged that long-term multiple exposures

appear to be necessary for a clinical meaningful increase of

risk of genotoxicity and skin cancer.9,10 Furthermore, it has

been proposed that photoactivation of furocoumarins under†These authors equally contributed to the work.
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longer wavelengths than the UVA range leads to less mutagenic

lesions in the DNA, i.e. preferential formation of psoralen-

monoadducts over crosslinks.11

Herein, this work aimed to verify whether 8-MOP activated

by UVA or blue light could target prostate cancer cells, provid-

ing some insights into mechanisms underlying the antiproli-

ferative effect.

2. Materials and methods
2.1 Irradiation procedure

For UVA irradiation, a Philips HPW 125 lamp was used, mainly

emitting at 365 nm. The total energy hitting the sample was

monitored by means of a radiometer (Variocontrol,

Waldmann, Villingen-Schwenningen, Germany), equipped

with a Variocontrol UV Sensor (Waldmann). The radiant power

emitted by the UVA lamp was about 8 mW cm−2. For blue light

(BL) experiments, samples were irradiated using Waldmann

UV436HF apparatus, mainly emitting at around 420 nm

(radiant power 20 mW cm−2). The total energy hitting the

sample was monitored by means of the same radiometer

equipped with a Variocontrol blue_v Sensor (Waldmann). The

samples were maintained at room temperature during

irradiation.

2.2 Isolation of photoadducts with salmon testes DNA

The volumes of 8-MOP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA)

ethanol concentrated solution were added dropwise to salmon

testes DNA (Sigma-Aldrich) in 10 mM NaCl and 1 mM EDTA

(1.5 × 10−3 M) solutions to achieve a DNA/compound ratio of

about 40. The mixture was irradiated with 15 J cm−2 of blue or

UVA light in a glass dish. After irradiation, the DNA was preci-

pitated with 1 M NaCl and cold ethanol (2 volumes); the preci-

pitated DNA was collected, washed with 80% ethanol, dried

and then dissolved in water. The two final solutions were

hydrolyzed with 0.5 M HCl, heated at 100 °C for 1 h, neutral-

ized with NaOH and extracted three times with CHCl3. Then,

the organic layers were collected, dried under high vacuum

and dissolved in ethanol. The hydrolyzed mixtures were separ-

ated by thin-layer chromatography (TLC; F254 plates, 0.25 mm,

Merck, Darmstadt, Germany) eluting with ethyl acetate/

ethanol (9 : 1).

2.3 pBR322 DNA strand break-relaxation assay

Each pBR322 DNA sample (150 ng) (Life Technologies, Monza,

Italy) dissolved in TE buffer (10 mM Tris–HCl, 1 mM EDTA,

pH 7.5) was irradiated with increasing blue and UVA radiation

exposures (0, 2.0, 5.0, 7.5, 12.0, 15.0 J cm−2) in the presence of

300 μM 8-MOP. The samples were loaded on 1% agarose gel,

after addition of 1 µL of gel loading buffer (0.25%

Bromophenol blue, BPB; 0.25% xylene cyanol; and 40%, w/v,

sucrose) to each of them. The electrophoretic run was carried

out in TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0) at

25 V for 6 h, using GNA-100 electrophoretic apparatus

(Pharmacia, Uppsala, Sweden). After staining with ethidium

bromide solution (1 μg mL−1 in TAE buffer) for 20 min, the gel

was washed with water, and the DNA bands were visualized

under UV radiation with a UV transilluminator and detected

with Bio-Rad GelDoc EZ (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,

CA, USA). The fraction of undamaged DNA (supercoiled, SC)

and damaged DNA (open circular, OC) was calculated by using

ImageLab 5.2.1 (Bio-Rad). Samples of DNA alone in the dark

and after irradiation were used as controls.

2.4 Photooxidation of pBR322 DNA

Each pBR322 DNA sample (200 ng) dissolved in phosphate

buffer (10 mM, pH 7.2) was irradiated with UVA and BL (0, 2.0,

7.5 J cm−2) in the presence of 300 μM 8-MOP. After irradiation,

DNA was precipitated by ethanol/sodium acetate, dissolved in

the reaction buffer (supplied by BioLabs: 10 mM Bis Tris

propane–HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DDT, pH 7.0). Each

sample was incubated for 30 min at 37 °C with Endo III (New

England BioLabs, Ipswich MA, USA), as previously described.12

Loading buffer (3 μL, 0.25% BPB, 0.25% xylene cyanol, 30%

glycerol in water) was added to the samples, then loaded on

1% agarose gel. The run was carried out in TAE buffer at 80 V

for 2 h. After staining with ethidium bromide solution, the gel

was washed with water and the DNA bands were detected and

quantified as described above. Samples of DNA alone in the

dark and after irradiation were used as controls.

2.5 Cross-linking assay

pBR322 DNA dissolved in TE buffer (10 mM Tris–HCl, 1 mM

EDTA, pH 7.4) was linearized using EcoRI restriction enzyme

(New England BioLabs). DNA was precipitated and irradiated

with increasing doses of blue and UVA light (0, 2.0, 5.0, 7.5,

12.0, 15.0 J cm−2) in the presence of 300 µM 8-MOP. Half of

the samples were denatured with NaOH (0.2 M final), then

placed in water bath at 100 °C for 10 min and immediately

placed in ice. Non-denatured UVA and blue light treated

samples (the second half ), UVA and blue light irradiated

pBR322 linearized untreated samples and pBR322 kept in the

dark were taken as controls. The samples were loaded on 1%

agarose gel and run as described above.

2.6 Cell cultures

Human prostatic cell line DU145 (Cell Lines Service, GmbH,

Eppelheim, GER) was cultured as a monolayer in a prolifer-

ation medium composed of Eagle’s Minimum Essential

Medium (MEM) supplemented with 10% fetal bovine serum

(FBS), 1% L-glutamine, 0.1 mM non-essential amino acids,

0.1 mM sodium pyruvate and 1% antibiotics (Sigma-Aldrich)

at 37 °C under a humidified atmosphere containing 5% CO2.

2.7 Cell treatments

Cells (2.6 × 104 cm−2) were seeded into each well of 24-well

plates (Sarstedt, Newton, NC, USA) in the proliferation

medium. After 24 h, the medium was removed and replaced

with MEM w/o phenol red (Sigma-Aldrich) containing various

8-MOP concentrations (ranging from 0.01 to 30 µM). After 1 h

of incubation in the dark at 37 °C, cultures were irradiated
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with 2 J cm−2 of UVA or blue light. After irradiation, media

were removed and replaced with proliferation media. At 48 h,

CD44 expression, apoptosis rates and cell viability were

determined.

2.8 Sphere forming assay

To evaluate sphere formation, immediately after irradiation

the cells were detached, seeded (3.3 × 103 cm−2) into each well

of low attachment 24-well plates and cultured for 13 days with

a sphere formation medium composed of DMEM/F-12 (3 : 1,

v/v) (Gibco, Waltham, MA, USA) supplemented with 0.4% BSA

(Sigma-Aldrich), 0.4% B27 (Gibco), 1% L-glutamine, and 1%

antibiotics. Then, cultures were observed by using a phase con-

trast microscope Nikon T-s (Shinagawa, Tokyo, Japan) and

photographed at ×40 magnification. Spheres’ diameters and

number were determined using ImageJ tools.

2.9 ROS production

The assay was performed using the Abcam’s DCFDA – Cellular

Reactive Oxygen Species Detection Assay Kit (Cambridge, UK)

according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the cells

(2.5 × 104) were seeded into each well of a 96-well black plate

with a clear bottom (Corning, New York, U.S.) in the prolifer-

ation medium. After 24 h, cultures were incubated with 20 µM

2′,7′-dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) for 45 min and then

treated with various concentrations of 8-MOP for 1 h.

Afterwards the plate was irradiated with 2 J cm−2 of blue or

UV-A light. Data were collected using a fluorescence microplate

reader (Ex/Em = 485/535) (Viktor, PerkinElmer, Waltham,

Massachusetts, US). Cultures treated with 100 and 200 μM tert-

butyl hydrogen peroxide (TBHP) were taken as positive

controls.

2.10 CD44 expression

CD44 expression was evaluated by means of immunofluores-

cence and citofluorimetric analysis. The cells were detached,

placed on glass slides using Cytospin 4 (Thermo Scientific,

Waltham, Massachusetts, US) and fixed with 10% formalin

(Sigma-Aldrich) in PBS for 15 min at 4 °C. Nonspecific binding

sites were deactivated through incubation with 3% BSA

(Sigma-Aldrich) for 1 h. Samples were treated overnight at 4 °C

with a non-conjugated monoclonal mouse anti-CD44 antibody

(1 : 100, v/v) (AbD Serotech, Hercules, CA, USA) and, after wash-

ings with PBS, treated with secondary antibody goat anti-

mouse Alexa 488 (1 : 200 in 1.5% BSA) (Gibco) for 30 min at

room temperature. The samples were mounted with an

aqueous mounting medium containing DAPI (4′-6-diamidino-

2-phenylindole) (Vector Laboratories, Peterborough, UK). For

citofluorimetric analysis, cell suspensions were incubated with

the primary antibody non-conjugated mouse anti-CD44 (AbD

Serotech) for 15 min in the dark at room temperature.

Afterwards, the samples were washed with 0.5% BSA and

treated with the secondary antibody Alexa 488-conjugated

(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA). The cells were

analysed by using a FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose,

California, USA). Samples treated only with a secondary anti-

body were taken as controls.

2.11 Cell viability and apoptosis

Cell viability was assessed by trypan blue staining.

Alternatively, cell suspensions were treated with FITC-Annexin

V and propidium iodide (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)

and incubated in the dark for 15 min at room temperature.

Data were collected with a FACSCanto II cytofluorimeter.

Samples marked with only FITC-Annexin V or propidium

iodide and not stained cells were used as control to set up the

instrument.

2.12 Western blot

At 24 h from irradiation, cultures were treated with lysis buffer

(0.3% Tris-Base, 1.4% Glycine, 0.1% SDS, 1% Triton X-100,

protease and phosphatase inhibitors 1×). Proteins were quanti-

fied using a BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA, Pierce Biotechnology) according

to the manufacturer’s protocols and then separated by 10%

SDS/PAGE (Bio-Rad Laboratories). Electroblotting was per-

formed by using a polyvinylidene difluoride membrane

(Immobilon PVDF, Millipore, Watford, UK). Blocking of non-

specific binding was achieved by incubation with 5% BSA in

tris-buffered saline for 2 h at room temperature. Then, the

membrane was incubated overnight, with gentle shaking, at

4 °C with primary polyclonal rabbit anti-human GAPDH,

phospho(Thr180/Tyr182)-p38, phospho(Thr202/Tyr204)-p44/42

(1 : 500, v/v) (Cell Signaling, Danvers MA, USA) antibodies. The

detection of target proteins was performed using peroxidase-

conjugated goat anti-rabbit secondary antibodies (Bio-Rad

Laboratories). The development of immunoreactivity was

enhanced by a chemiluminescence substrate (ECL) (Sigma-

Aldrich) and then visualized by using the VersaDoc Imaging

System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The protein expression

level was normalized to housekeeping protein GAPDH and

quantified using the image processing software ImageJ. Data

are reported as the ratio between target protein and relative

housekeeping protein expression.

2.13 Statistical analysis

Data are expressed as mean ± the standard error of the mean.

The difference between groups was evaluated using analysis of

variance (ANOVA) and Student’s t-test.

3. Results
3.1 Formation of monoadducts

The capacity of 8-MOP to photobind DNA under BL was

verified by irradiating salmon testes DNA with 8-MOP and

comparing the results obtained under UVA at the same dose

(15 J cm−2). DNA irradiated in the presence of 8-MOP acquired

a violet fluorescence under both blue and UVA light, as it

usually happens when fluorescent furocoumarins photobind

to the macromolecule.13 The corresponding fluorescent bands,
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separated through TLC after hot acid hydrolysis, presented not

only the same kind of violet fluorescence but also the same

Rf = 0.52. Moreover, they showed the same capacity to photo-

reverse under mineral light (254 nm), giving rise to thymine

and 8-MOP (visualized through two-dimensional chromato-

graphy), thus showing the typical behaviour of the C4-furan

side cycloadduct between thymine and 8-MOP.14 This

common behaviour indicated that 8-MOP was able to form

cycloadducts with thymine through the furan side double

bond (4′,5′-monoadducts) even under BL. However, the lower

fluorescence intensity of the band formed under BL with

respect to UVA indicated that the formation of this mono-

adduct was less efficient under longer wavelengths. The

8-MOP pyrone side photoadducts (3,4-monoadducts) were not

visualized on the TLC plate in the sample after BL irradiation.

In contrast, a low amount of 3,4-monoadducts was formed

under UVA light.

3.2 Interstrand cross-linking detection

Since the furan side monoadducts of psoralens, by absorbing

a further photon, are able to form cross-links (XLs) through

the photobinding to another front pyrimidine in the com-

plementary DNA strand, the capacity of 8-MOP to crosslink

DNA under BL was investigated with plasmid pBR322 DNA by

alkaline agarose gel electrophoresis and compared with the

experiment under UVA light. The treatment of double-stranded

DNA (ds-DNA) with a base (NaOH) destroys the H-bonds of the

two strands linked together, thus leading to the denaturation

and separation of the single-stranded DNA (ss-DNA). ds-DNA

runs slower than ss-DNA and sometimes the two single

strands which run separately in the agarose gel can be easily

seen (Fig. 1). Consequently, ds-DNA, which has been covalently

cross-linked through 8-MOP cycloaddition, is unable to alkali

denature and remains double stranded. In our experiment,

denaturation of photosensitized pBR322 DNA, previously line-

arized with EcoRI restriction enzymes and irradiated in the

presence of 8-MOP with the two lights, proved that 8-MOP pro-

duced a growing amount of XLs under increasing BL doses,

i.e. a growing amount of both crosslinked DNA molecules and

XLs inside the same molecule. These can be seen from the

presence of the upper band (double strand DNA, ds-DNA) of

increasing intensity, corresponding to non-denatured-cross

linked DNA. This DNA should contain both monoadducts and

at least one cross-link per molecule. It is interesting to note

that in all the samples irradiated with UVA light the only band

present was the ds-DNA at all the light doses used, indicating

that 8-MOP is a very efficient bifunctional agent under the con-

ditions used, even at the lowest dose of light. Moreover,

looking at the position of the ds-DNA bands it can be seen

that, as the light increased, the ds-crosslinked DNA moved

slightly slower under the effect of the increasing number of

monoadducts and XLs formed. In contrast, at the BL dose of

2.0 J cm−2, corresponding to the dose used in the photo-

antiproliferative experiments, the XLs were hardly detectable.

Fig. 1 Photosensitization of linearized pBR322 DNA (L) with 300 μM 8-MOP under increasing UVA and blue light (BL) radiant exposures. The

samples were treated with 0.2 M NaOH, boiled for 10 min, placed quickly on ice, and loaded in alkaline 1% agarose. L: non-denatured DNA sample.

L + UVA + NaOH and L + BL + NaOH: denatured and irradiated (15.0 J cm−2) L samples. ds: double strand. ss: single strand. *p < 0.05 vs. non-treated

L sample taken as control.
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Looking at the ss-DNA, this is split into the two comple-

mentary strands in the alkaline gel. The percentage of

ss- (denatured, summing the two separate bands) and ds-DNA

(non-denatured) of the blue and UVA light irradiated samples

in the presence of 8-MOP with respect to the control are

reported in Fig. 1.

3.3 Frank strand breaks on pBR322 DNA

We further investigated and compared the possible photo-

damage of 8-MOP to the nucleic acid with the two light con-

ditions. In particular, we performed the relaxation assay on

pBR322 plasmid DNA, through which single strand breaks

induced directly (frank strand breaks) from the photosensitizing

agent converted a supercoiled (SC) DNA molecule to a relaxed

single strand form (open circular, OC) that migrates separately

in an agarose gel (Fig. 2). Relaxation assay showed that 8-MOP

did not damage plasmid DNA under 2 J cm−2 of BL and barely

cleaved DNA under higher BL doses (5.0, 7.5, 12 and

15 J cm−2), as indicated by the presence of a very slight band

corresponding to the OC form. In contrast, under UVA light

8-MOP started to directly induce single strand cleavage at the

lowest dose of 2 J cm−2. The damage was much more evident

at 5.0 J cm−2 and augmented at increasing UVA doses (12 and

15 J cm−2). At these last UVA doses, the OC was the main

lasting form of the DNA along with the increasing broader and

slower moving SC band, reflecting the presence of a popu-

lation of DNA molecules, which differ in their extent of

covalent photomodification.15 No double strand breaks, which

convert the SC plasmid DNA in a linear form, were generated

by 8-MOP under both light conditions. Therefore, under BL

only a small effect was observed by irradiating pBR322 DNA in

the presence of 8-MOP, with the formation of a very low

amount of OC form, indicating that 8-MOP is not able to

induce a significant yield of frank strand breaks inside DNA

upon BL irradiation. It is therefore conceivable that the furan-

side monoadducts are the major lesions produced under this

kind of light. The fractions of SC and OC DNA were quantified

and the results are reported in the table of Fig. 2 below the

electrophoretic run. In the case of UVA irradiated samples

(2.0, 5.0, 7.5, 12 and 15 J cm−2) the quantification of the SC

form was made including its smearing.

3.4 pBR322 DNA photooxidation

We further investigated the possible photooxidative damage

on plasmid pBR322 DNA induced by 8-MOP under the two

light conditions by using the Endonuclease III (Endo III)

enzyme known to recognize 5,6-dihydropyrimidine derivatives,

in addition to AP sites.12 Single strand breaks (OC form) pro-

duced by 8-MOP under enzymatic incision at the endo-

nuclease-sensitive sites were measured as in the previous experi-

ments. Quantification of SC and OC DNA is shown in Fig. 3.

The treatment with the base excision enzyme revealed that

8-MOP was able to photooxidize DNA bases under UVA light

only under the highest UVA dose (7.5 J cm−2) with respect to

the UVA light alone. Indeed, UVA alone induced a photooxida-

tive damage but besides the endonuclease revealed a small oxi-

Fig. 2 Relaxation assay-frank strand breaks. pBR322 DNA in the presence of 300 μM 8-MOP was irradiated with increasing doses of UVA and blue

light (BL). In the first two wells dark (SC) and irradiated pBR322 DNA samples (UVA and BL, 15 J cm−2) were loaded. *p < 0.05 vs. non-treated DNA

sample (SC) taken as control. OC: open circular. SC: super coiled.
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dative damage also in sample 0, thus present already in the

DNA used although the sample was kept in the dark during

the treatment (0 sample). The same behaviour was observed

when DNA was irradiated under BL (see sample 0), but, in this

case, 8-MOP did not produce a photooxidative damage higher

than that of the light alone; rather it seemed to have a photo-

protective effect likely through the absorption of the incoming

radiation (Fig. 3). Therefore, no significant oxidative damage

was induced by 8-MOP on the plasmid DNA and only a greater

damage was present under a higher dose of UVA.

3.5 Effects on DU145 prostate cancer cells

The antiproliferative activity of 8-MOP activated by both UVA

and BL was evaluated on DU145 cells, derived from human

prostate carcinoma. These small and flat cells formed good-

sized colonies when sub-confluent and a squamous layer when

they reached confluence (Fig. 4A). The cultures comprised a

high percentage (about 98%) of cells expressing CD44 that

appeared mainly localized in the cytoplasmic membrane

(Fig. 4C). When cultured in low attachment plates with serum

free medium, DU145 cells were able to form spheres still

expressing CD44 and their diameters ranged from 80 to

100 µm (Fig. 4B and D).

Monolayer cultures were treated with various con-

centrations of 8-MOP and then irradiated with 2 J cm−2 UVA or

BL. As shown in Fig. 5, 8-MOP was more effective after UVA

irradiation than under BL one. Indeed, sphere formation was

completely abrogated at 0.5 µM when activation was carried

out with UVA light. In contrast, 30 µM 8-MOP was needed to

achieve a 70% decrease in sphere number after BL activation.

No significant variations were detected in cultures treated with

light only or with 8-MOP kept in the dark.

To elucidate the mechanism underlying the observed

effects on sphere formation, further experiments were carried

out by using 0.5 µM and 30 µM 8-MOP activated by UVA and

BL, respectively. As expected, immediately after both

irradiation, significant increases in ROS production were

detected, being more pronounced under UVA activation

(Fig. 6).

At 48 h, two-dimensional cultures treated with photo-

activated 8-MOP were less immunoreactive towards CD44 than

control ones (Fig. 7). These findings are in agreement with

cytofluorimetric analysis that showed significant decrease in

the percentage of CD44-positive cells treated with the com-

pound under both light conditions. However, a stronger

variation was detected after UVA irradiation than under BL.

Decrease in CD44 expression was also noted in cultures treated

with BL only and 30 µM 8-MOP kept in the dark.

Furthermore, the significant decrease in cell viability was

coupled to the induction of cell apoptosis (Fig. 8). Indeed, as

demonstrated by cytofluorimetric analysis, 8-MOP with both

UVA and BL significantly enhanced the percentage of annexin

V-positive cells. However, the apoptosis rate was higher in cul-

tures treated with 0.5 µM 8-MOP plus UVA that also induced a

significant increase in necrotic cells (propidium iodide-

positive/annexin V-negative). No significant variations were

detected in control cultures, in those treated with UVA light

only or with the compound kept in the dark.

To investigate the mechanism underlying the antiprolifera-

tive and proapoptotic effects of 8-MOP under irradiation, the

activation status of some mitogen-activated protein kinases

(MAPKs) was evaluated by western blotting, using antibodies

able to detect the phosphorylated forms of these proteins. The

expression levels of phosphorylated p38 significantly increased

in cultures treated with 8-MOP plus UVA compared to that

revealed in non-treated cultures, whereas no variations of

phosphorylated p44/42 were detected (Fig. 9). In contrast, after

BL irradiation, 8-MOP enhanced p44/42 activation, without

affecting the p38 one.

4. Discussion and conclusion

Prostate cancer is a significant health problem due to its high

incidence, mortality and cost associated with its diagnosis and

treatment, and the lack of effective treatment for advanced

disease. Thus, there is an urgent need for developing more

effective anticancer modalities with minimal side effects. In

this context, the use of naturally occurring dietary agents, such

Fig. 3 Photooxidative DNA damage. DNA base modifications photoinduced by 8-MOP under increasing exposures (2.0 and 7.5 J cm−2) to UVA light

(left) and blue light (right). SC: non-treated SC plasmid pBR322 DNA; SC + ENDO: pBR322 DNA digested with Endo III in the dark (0) and upon

irradiation (2.0, 7.5 J cm−2); 8-MOP + ENDO: pBR322 DNA in the presence of 300 μM 8-MOP in the dark (0) and upon irradiation (2.0 and 7.5

J cm−2) after treatment with the enzyme Endo III.
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Fig. 5 Sphere forming assay. Cultures were irradiated with 2 J cm−2 of UVA (A) or blue light (B). Statistical significance was calculated using

Student’s t-test, *p < 0.05 vs. non-treated cultures taken as control. BL: blue light.

Fig. 4 Phase contrast microscopy (A, B) and immunofluorescence (C, D) of DU145 cell cultures as a monolayer (A, C) and under serum free con-

ditions (B, D). Immunoreactivity towards CD44 stained green, whereas nuclei were labelled with DAPI (blue). Bars: 100 µm (A, B), 20 µm (C, D).
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as some bioactive compounds from Psoralea corylifolia, includ-

ing flavonoids and coumarins (psoralidin, psoralen, isopsora-

len and angelicin), has already been proposed as an effective

strategy for prostate cancer chemoprevention.16–18

In this work, our data have shown that 8-MOP activated by

either UVA and blue light BL exerts antiproliferative effects on

DU145 prostate cancer cells. Although inhibition of sphere for-

mation under blue light was achieved at micromolar concen-

trations of the compound, 8-MOP was less cytotoxic on DU145

cells than when irradiated with UVA. Indeed, sphere formation

inhibition of 70% was obtained with 2 J cm−2 of BL plus

8-MOP at a concentration about 60 times higher than that

used with the same dose of UVA under which 100% of sphere

inhibition was reached. From the experiments on isolated

Fig. 7 CD44 expression. Cultures were irradiated with 2 J cm−2 of UVA or blue light. Representative micrographs of untreated cell cultures (A) and

cultures exposed to 8-MOP plus blue light. Immunoreactivity towards CD44 stained green, whereas nuclei were labelled with DAPI (blue). Bars:

20 µm. Cytofluorimetric data are reported as the percentage of CD44-positive cells. Statistical significance was calculated using Student’s t-test,

*p < 0.05 vs. non-treated cultures taken as control. BL: blue light.

Fig. 6 ROS generation. Cultures were irradiated with 2 J cm−2 of UVA (A) or blue light (B). Statistical significance was calculated using Student’s

t-test, *p < 0.05 vs. non-treated cultures taken as control. BL: blue light.
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DNA, the furan side monoadduct and cross-link formation

were detected, although to a lower extent under blue light than

under UVA, thus showing that the photocytotoxic effect is

strictly related to the number of DNA lesions. Similarly, the

production of ROS measured both in the treated cancers cells

and through the detection of photooxidized bases in plasmid

DNA was less efficient under blue radiation than under UVA.

These findings suggest that the photocytotoxic effects of

8-MOP on prostate cancer cells can be strictly related to the

number of DNA lesions and the oxidation of cell targets. In

accordance with the data of Gasparro et al.,19 the XLs in

plasmid DNA were hardly detectable at a blue light dose of

2.0 J cm−2, corresponding to the dose we used in the cell-

based assays. Therefore, we can assume that the formation of

XLs could be very low even in the DU145 cells and that this

lesion likely plays a minor role in the antiproliferative effects

of 8-MOP on cancer cells.

Compelling evidence suggest that PCa stem cells (PCaSCs),

a subset of cells possessing tumor-propagating ability and

long-term self-renewal potential,20 are resistant to conven-

tional chemotherapy and radiation because they overexpress

drug efflux pumps and possess an increased capacity to acti-

vate anti-apoptotic and pro-survival pathways as well as DNA

repair.21 They are responsible for recurrent hormone refractory

PCa and the signatures of PCaSCs are associated with PCa

bone metastasis and poor prognosis.22 Our results indicate

that photoactivated 8-MOP was also able to target PCaSCs, as

demonstrated by the inhibitory activity in sphere forming

assay and decreases in the percentage of CD44-positive cells.

CD44, a receptor for hyaluronic acid and involved in cell

adhesion and migration, is overexpressed by PCaSCs and plays

an important role in the development and progression of

cancer.23 Since it is positively correlated with the PCa stage, its

expression levels can be used to predict the therapeutic

response to the treatment.24 Furthermore, it has been demon-

strated that monoclonal antibodies against CD44 and anti-

sense oligonucleotides significantly reduce tumour

progression.25

Our data show that 8-MOP activated by both UVA and blue

light induced cell death by apoptosis as a result of DNA

damage and the generation of a large amount of ROS.

Nowadays, the release of high levels of ROS is the basis of PDT

for cancer treatment. However, this may be not sufficient for

successfully inhibiting tumor growth. Indeed, cancer cells

Fig. 8 Effects on apoptosis (A, B) and cell viability (C, D). Cultures were irradiated with 2 J cm−2 of UVA (A, C) or blue light (B, D). Statistical signifi-

cance was calculated using Student’s t-test, *p < 0.05 vs. non-treated cultures taken as control. BL: blue light; PI: propidium iodide; ANX: annexin V.
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Fig. 9 WB analysis of the phosphorylation status of p38 and p44/42. Cultures were treated with 0.5 µM 8-MOP plus 2 J cm−2 of UVA or 30 µM

8-MOP plus 2 J cm−2 of blue light. The quantification of protein expression levels was performed by densitometric analysis of the bands using

ImageJ processing software. Data are reported as the ratio between target protein and relative GAPDH expression. *p < 0.05 vs. non-treated cultures

taken as control. BL: blue light.
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overexpress antioxidant proteins to prevent ROS-induced

damage. Moreover, ROS levels inside tumor tissue must be

finely tuned because low amounts of ROS can facilitate

cancer cell survival and angiogenesis through the modulation

of VEGF expression.26,27 Thus, treatments possessing the

mechanisms of action besides ROS generation might be more

effective than PDT.

To further elucidate the proapoptotic activity of 8-MOP, we

investigated its effects on the activation of the MAPKs that

modulate a wide range of processes, such as cell growth and

differentiation, apoptosis, and gene expression, through the

phosphorylation of target proteins. In particular, among

MAPKs, extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2), also

named p44/42, and p38 MAPK were here taken into account.

Our data have shown that a different modulation of these sig-

nalling pathways occurred depending on the light used for the

activation of 8-MOP. Indeed, the phosphorylation status of p38

was enhanced by 8-MOP plus UVA, whereas, under BL, it

remained unchanged compared to control cultures. Our find-

ings agree to that already reported by Cappellini et al.,28 who

demonstrated that PUVA treatment induced phosphorylation

of p38, but not p42/44, in both Jurkat cells and normal human

T lymphocytes. Modulation of cell cycle checkpoints, cell apop-

tosis and autophagy is closely related to the p38 MAPK signal-

ling pathway similar to Jun amino-terminal kinases (JNKs),

strongly activated by various extracellular stimuli, such as oxi-

dative stress and UV radiation.29 On the other hand, increased

phosphorylation of p44/42 MAPK was detected only after acti-

vation of 8-MOP with BL. The ERK1/2 signalling pathway is

usually activated by growth factors and mitogens, leading to

anti-apoptotic effects by down-regulation of pro-apoptotic

factors and/or upregulation of anti-apoptotic ones.30 However,

an ERK1/2 module can also act in a pro-apoptotic manner

depending on cell types and under specific stimuli, such as

DNA damage and some anticancer molecules. For example,

Li et al.31 have reported that angelicin, an angular furocoumarin,

inhibits cell growth through the activation of the ERK pathway

without any effect on the phosphorylation levels of p38 MAPK.

Furthermore, it has been demonstrated that the activation of

ERK1/2 may lead to toxicity in neuronal cells and its inhibition

reduces apoptosis induced by adriamycin and platinum com-

pounds.32 Thus, we can suppose that in this study the

observed different activations of MAPKs could be related to the

different kinds of DNA damage and their extent. Nevertheless,

further study is needed to confirm this hypothesis.

Collectively, this work demonstrates, for the first time,

that 8-MOP photoactivated by blue light exerts reliable anti-

proliferative effects on DU145 prostate cancer cells. The flexi-

bility of 8-MOP photochemistry has allowed modulating the

extent and the types of DNA damage through the delivery of

blue light, thus controlling the ratio of monoaddition to the

crosslinkage, mainly responsible for the mutagenicity of the

DNA lesions. Moreover, in view of clinical applications, blue

light may guarantee deeper penetration into the target tissue

and it is also easier to be delivered by an optical fiber than

UVA.
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Abstract
Objectives: Furocoumarins (psoralens and angelicins) have been already used under 

ultraviolet	A	light	(UVA)	for	the	treatment	of	skin	diseases	and	cutaneous	T-	cell	lym-
phoma.	Besides	their	high	anti-	proliferative	activity,	some	severe	long-	term	side	ef-
fects	have	been	observed,	for	example	genotoxicity	and	mutagenicity,	 likely	strictly	
related	to	the	formation	of	crosslinks.	 It	has	been	demonstrated	that	blue	light	 (BL)	
activation	 of	 8-	methoxypsoralen,	 an	 FDA-	approved	 drug,	 leads	 to	 less	 mutagenic	
monoadducts	in	the	DNA.	So	far,	in	this	work	the	less	toxic	and	more	penetrating	BL	
is	proposed	to	activate	4,6,4′-	trimethylangelicin	(TMA),	an	already	known	UVA	photo-
activatable compound.

Materialsandmethods:	Photocleavage,	crosslink	formation	and	oxidative	damage	were	
detected	in	pBR322	plasmid	DNA	treated	with	300.0	μmol/L	TMA	activated	with	vari-
ous	exposures	of	BL.	Anti-	proliferative	activity,	reactive	oxygen	species	(ROS)	formation	
and	activation	status	of	some	signalling	pathways	involved	in	cell	growth	and	apoptosis	
were	verified	on	DU145	cells	treated	with	5.0	μmol/L	TMA	plus	2.0	J/cm2	of	BL.
Results:	Under	BL-	TMA,	no	mutagenic	crosslinks,	no	photocleavage	and	neither	pho-
tooxidative	lesions	were	detected	on	isolated	plasmid	DNA.	TMA	showed	high	anti-	
proliferative	 activity	 on	DU145	 cells	 through	 induction	 of	 apoptosis.	 Besides	 ROS	
generation,	the	proapoptotic	effect	seemed	to	be	related	to	activation	of	p38	and	in-
hibition	of	p44/42	phosphorylation.	 Interestingly,	 the	decrease	 in	nuclear	β-	catenin	
was	coupled	with	a	significant	dropping	of	CD44-	positive	cells.
Conclusion:	Overall,	our	results	indicate	that	TMA	can	be	activated	by	BL	and	may	be	
considered	for	targeted	phototherapy	of	prostate	cancer	lesions.

1  | INTRODUCTION

Prostate	cancer	(PCa)	is	one	of	the	most	frequent	disease	among	male	
subjects. Conventional therapies may lead to recurrence and progres-
sion	of	disease,1	being	necessary	the	development	of	new	approaches.	
Among	these,	photodynamic	therapy	(PDT)	is	a	promising	strategy	in	
delivering	focal	treatment	in	PCa.2	PDT	involves	the	use	of	a	photo-
sensitizer,	quite	harmless	in	the	dark,	that	generates	cytotoxic	reactive	
oxygen	species	(ROS)	upon	visible	light	irradiation.	Besides	porphyrin	
derivatives	in	PDT,	furocoumarins	(ie,	8-	methoxypsoralen,	8-	MOP)	are	

employed	with	ultraviolet	A	light	(UVA)	in	PUVA	(psoralen	plus	UVA)	
therapy	to	treat	several	skin	diseases	for	patients	with	moderate-	to-	
severe	psoriasis,	eczema,	vitiligo,	mycosis	fungoides3 and some auto-
immune	disorders	such	as	cutaneous	T-	cell	lymphomas,	graft-	vs-	host	
disease,	systemic	sclerosis	and	Crohn’s	disease	through	an	extracorpo-
real therapy called photopheresis.4

Furocoumarins comprise natural and synthetic compounds: linear 

molecules,	 so	called	psoralens,	and	the	angular	ones,	 the	angelicins.	
The	photobiological	effects	of	furocoumarins	plus	UVA	are	mainly	re-
lated	to	their	capacity	to	bind	DNA	and	form	monoadducts	(MAs)	and	
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interstrand	crosslinks	(XLs),	mainly	with	pyrimidine	bases.	Furthermore,	
furocoumarins	 produce	 ROS	 that	 impair	 cellular	 functions	 through	
lipid	peroxidation,	oxidation	of	guanine	and	strand	breaks	 in	nucleic	
acids,	oxidation	of	proteins	and	inactivation	of	enzymes.5	It	is	known	
that	the	combination	of	8-	MOP	and	UVA	radiation	causes	apoptosis	of	
treated	leucocytes	and	may	cause	preferential	apoptosis	of	activated	
or	 abnormal	 T	 cells.	 Moreover,	 these	 apoptotic	 cells	 may	 promote	
immune	tolerance,	production	of	antigen-	specific	regulatory	lympho-
cytes	(CD4/8	T,	B)	and	rebalance	of	immune	system.6

Even	 though	 furocoumarins	 possess	 high	 chemotherapeutic	 po-
tency	under	UVA	and	lack	toxicity	in	the	dark,	genotoxicity,	mutagen-
icity	and	skin	phototoxicity	have	been	observed.7,8

In	the	attempt	to	improve	the	activity	of	psoralens	and	avoid	se-
vere	side	effects	thought	to	be	mainly	related	to	the	formation	of	XLs,	
a	variety	of	derivatives,	hopefully	monofunctionals,	have	been	synthe-
sized.	Although	angelicins,	due	to	their	angular	geometry,	do	not	gen-
erally	form	XLs,	some	of	them,	that	is	4,6,4′-	trimethylangelicin	(TMA),	
are	reported	to	crosslink	certain	types	of	folded	DNA	upon	UVA	irra-
diation.9	8-	MOP	was	found	to	photoreact	under	blue	light	(BL)	leading	
to	less	mutagenic	lesions	in	the	DNA,	that	is	preferentially	MAs	over	
XLs.10	Recently,	we	have	demonstrated	that	8-	MOP,	upon	BL,	exerts	
anti-	proliferative	 effects	 in	 DU145	 PCa	 cells.11	 Furthermore,	 cells	
treated	with	419	nm	 light	 resumed	normal	growth	 rates	 faster	 than	
cells	which	received	the	same	UVA	dose.12

2  | MATERIALSANDMETHODS

2.1 | Irradiationapparatus

UVA	 irradiation	 was	 carried	 out	 using	 1	 Philips	 HPW	 125	 lamp,	
mainly	emitting	at	365	nm.	BL	was	delivered	 to	 the	samples	by	 the	
Waldmann	UV436HF	apparatus,	mainly	emitting	at	around	417	nm.	
The	total	energy	hitting	the	sample	was	monitored	by	means	of	a	radi-
ometer	(Variocontrol;	Waldmann,	Villingen-	Schwenningen,	Germany),	
equipped	 with	 a	 Variocontrol	 UV	 Sensor	 (Waldmann).	 The	 radiant	
power	emitted	by	 the	UVA	and	BL	 lamp	was	about	8	and	20	mW/
cm2,	 respectively.	All	 samples	 (isolated	DNA	and	cell	cultures)	were	
maintained at room temperature during irradiation.

2.2 | DetectionofinteractionbetweenTMAand
isolatedDNA

Strand	breaks,	photooxidative	damage	and	XL	 formation	were	veri-
fied	on	pBR322	plasmid	DNA	as	described	previously.9	DNA	was	ir-
radiated	with	various	BL	and	UVA	 radiant	exposures	 (up	 to	15.0	J/
cm2) with 300.0 μmol/L	TMA	(Figure	S1),	kindly	provided	by	Professor	
Adriana	Chilin	(University	of	Padova).	Samples	kept	in	the	dark	or	only	
irradiated were used as controls.

2.3 | Cellcultures

Human	PCa	 cell	 line	DU145	 (Cell	 Lines	 Service,	GmbH,	 Eppelheim,	
Germany) was cultured as described previously.9	Cells	(2.6	×	104/cm2) 

were	seeded	into	24-	well	plates.	After	24	hours,	medium	was	removed	
and	 replaced	with	MEM	w/o	phenol	 red	 (Sigma-	Aldrich)	 containing	
TMA	concentrations	up	to	10.0	μmol/L.	After	1	hour	of	incubation	in	
the	dark,	 cultures	were	 irradiated	with	UVA	 light	or	BL	 (2.0	J/cm2). 

Then,	media	were	removed	and	replaced	with	fresh	medium.	Sphere	
formation,	ROS	generation,	CD44	expression	and	apoptosis	rate	were	
determined as in.9	Briefly,	to	evaluate	sphere	formation,	immediately	
after	 irradiation,	 cells	 were	 detached,	 seeded	 (3.3	×	103/cm2) into 

each	well	of	low-	attachment	24-	well	plates	and	cultured	for	13	days	
with	sphere	formation	medium	composed	of	DMEM/F-	12	(3:1,	v/v)	
(Gibco,	Waltham,	MA,	 USA)	 supplemented	 with	 0.4%	 BSA	 (Sigma-	
Aldrich),	0.4%	B27	(Gibco),	1%	L-	glutamine	and	1%	antibiotics.	Then,	
cultures	were	observed	using	phase-	contrast	microscope	Nikon	T-	s	
(Shinagawa,	 Tokyo,	 Japan)	 and	 photographed	 at	 40x	magnification.	
Spheres	diameters	and	number	were	determined	using	ImageJ	tools.

2.4 | Westernblot

At	 24	hours,	 total	 proteins	 were	 isolated	 by	 lysis	 buffer,	 whereas	
nuclear	 proteins	 by	 Nuclear	 and	 Cytoplasmic	 Extraction	 Reagents	
(Thermo	 Fisher	 Scientific,	 Waltham,	 MA,	 USA).	 Protein	 separation,	
electroblotting	and	detection	of	target	proteins	were	carried	out	as	in9 

with	primary	polyclonal	rabbit	anti-	human	GAPDH,	phospho(Thr180/
Tyr182)-	p38,	 phospho(Thr202/Tyr204)-	p44/42	 (Cell	 Signaling	
Technologies,	Danvers	MA,	USA),	β-	catenin	and	laminB1	(Santa	Cruz,	
Dallas,	Texas,	USA)	(1:500,	v/v)	antibodies.	Data	were	reported	as	ratio	
within	target	protein	and	relative	housekeeping	protein	expression.

2.5 | Statisticalanalysis

Data,	 obtained	 from	 at	 least	 3	 experiments,	 were	 expressed	 as	
mean	±	the	standard	error	of	the	mean.	The	difference	between	groups	
was	evaluated	using	analysis	of	variance	(ANOVA)	and	Student’s	t test.

3  | RESULTS

3.1 | LesionsinducedbyTMAonDNAunderBLand
UVAirradiation

Thin-	layer	chromatography	followed	by	[H]NMR	demonstrated	that,	
although	 at	 a	 lower	 yield	 than	 under	UVA,	 TMA	plus	BL	was	 able	
to	form	MAs	in	salmon	testes	DNA	(data	not	shown).	To	verify	the	
ability	of	TMA	to	form	XLs,	alkali	denatured	linearized	pBR322	DNA	
was	 loaded	on	denaturing	agarose	gel	 (Figure	1A).	When	XLs	were	
formed,	 double-	strand	 (ds)	 DNA	 was	 unable	 to	 denature	 and	 ran	
slower	than	the	2	single	strands	(ss).	XLs	formed	even	at	the	lowest	
UVA	 exposure	 (2.0	J/cm2)	 along	with	 the	 ss-	DNA;	 their	 formation	
seemed	complete	upon	12.0	and	15.0	J/cm2.	The	slower	migration	
of	 crosslinked	DNA	was	a	 function	of	 the	 light	dose	 reflecting	 the	
increasing	number	of	XLs	and	MAs	per	molecule.	On	 the	contrary,	
at	 the	 highest	 doses	 of	 BL,	 TMA	 behaved	monofunctionally	 with-
out	any	trace	of	undenatured	crosslinked	DNA.	Moreover,	the	2	ss-	
DNA	bands	appeared	to	run	faster	compared	to	the	controls	as	the	
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light	 increased,	 likely	due	 to	 the	presence	of	TMA-	MAs	containing	 
furohydroxycinnamic	 derivatives	 resulting	 from	 the	 breakage	 of	
the	 pyrone	 ring	 by	 the	 alkali	 (Figure	 S2).	 Therefore,	 2	more	 nega-
tive	charges	per	TMA	molecule	bound	to	the	DNA	increased	the	mi-
gration	of	 the	separate	strands	towards	 the	anode.	These	negative	
charges	were	 surely	 present	 in	 the	 TMA	 crosslinked	 ds-	DNA	 that	
contains	also	MAs,	but	probably	did	not	increase	its	migration	being	
masked	inside	the	folded	DNA.

When	irradiated	with	BL,	TMA	did	not	induce	any	detectable	cleav-
age	on	DNA	and	only	the	supercoiled	(SC)	form	was	present	 in	all	the	
samples	(Figure	1B).	On	the	contrary,	under	UVA,	TMA	relaxed	the	DNA	
with	an	increasing	efficacy	as	the	exposures	augmented.	Fragmentation	
of	the	strands	was	also	visible	as	a	smearing	attesting	the	presence	of	
multiforms	of	DNA	differently	modified	by	a	varied	number	of	photoad-
ducts.	It	is	noteworthy	that	as	long	as	the	SC	DNA	migrated	slower	as	
the	UVA	irradiation	increased,	under	BL	it	happened	the	opposite.	This	

F IGURE  1  (A)	Photosensitization	of	linearized	pBR322	DNA	(L)	with	300.0	μmol/L	TMA	under	UVA	light	and	BL.	The	samples	were	treated	
with	0.2	mol/L	NaOH,	boiled	for	10	min,	placed	quickly	in	ice	and	loaded	in	alkaline	1%	agarose.	L-	DNA:	undenatured	DNA.	 
L-	DNA+UVA+NaOH	and	L-	DNA+BL+NaOH:	denatured	and	irradiated	(15.0	J/cm2)	samples.	ds:	double	strand.	ss:	single	strand.	(B)	Relaxation	
assay	in	supercoiled	pBR322	DNA.	pBR322	DNA	treated	with	300.0	μmol/L	TMA	was	irradiated	with	UVA	and	BL.	In	the	first	2	wells,	dark	
(super	coiled,	SC)	and	irradiated	pBR322	DNA	samples	(UVA	and	BL,	15.0	J/cm2)	were	loaded.	OC:	open	circular.	(C)	Photooxidative	DNA	
damage.	DNA	base	modifications	photoinduced	by	TMA	under	UVA	light	and	BL.	SC:	untreated	SC	plasmid	pBR322	DNA;	SC+	ENDO:	pBR322	
DNA	digested	with	Endo	III	in	the	dark	(0)	and	upon	irradiation	(2.0,	7.5	J/cm2);	TMA	+	ENDO:	pBR322	DNA	with	300.0	μmol/L	TMA	in	the	dark	
(0)	and	upon	irradiation	after	treatment	with	the	enzyme	Endo	III

F IGURE  2 Sphere-	forming	assay.	
Cultures	were	irradiated	with	2.0	J/cm2 

of	UVA	light	(A)	or	BL	(B).	Student’s	t	test,	
*P < .05	vs	untreated	cultures	taken	as	
control
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behaviour	 is	 likely	due	 to	 the	different	 types	of	photoadducts	 formed	
under	the	2	lights	and	the	resulting	structure	acquired	by	the	plasmid.

The	detection	of	DNA	oxidative	damage	was	achieved	by	the	base	
excision	enzyme	Endo	 III,	which	 recognizes	5,6-	dihydropyrimidines	
induced	by	hydroxyl	radicals	and	removes	the	oxidized	base,	leaving	
abasic	sites.	Notably,	TMA	in	combination	with	BL	induced	less	ox-
idation	than	BL	alone	(Figure	1C).	However,	both	BL	and	UVA	light	

alone	were	 able	 to	 induce	 a	 remarkable	 oxidative	 damage,	 higher	
than	 in	 the	 presence	 of	 TMA.	 Indeed,	 TMA	molecules	 by	 absorb-
ing	the	incoming	radiation	likely	protected	the	macromolecule	from	
photooxidation.

The	quantification	by	densitometric	analysis	of	each	band	of	the	
gels	 shown	 in	 Figure	1	 is	 reported	 in	 Figure	 S3	 of	 the	 Supporting	
Information.

F IGURE  3 Effects	on	cell	apoptosis,	ROS	formation	and	CD44	expression.	Cultures	were	irradiated	with	2.0	J/cm2	of	UVA	light	or	BL.	(A,	B)	 
Cell	apoptosis.	PI:	propidium	iodide;	ANX:	annexin	V.	(C)	ROS	generation.	TBHP:	tert-	butyl	hydrogen	peroxide.	(D)	Cytofluorimetric	data	are	
reported	as	percentage	of	CD44-	positive	cells.	Student’s	t	test,	*P < .05	vs	untreated	cultures	taken	as	control.	Representative	micrographs	of	
untreated	cell	cultures	(E)	and	cultures	exposed	to	5	μmol/L	TMA	plus	BL	(F).	Immunoreactivity	towards	CD44-	stained	green,	whereas	nuclei	
were	labelled	with	DAPI	(blue).	Bars:	20	μm
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3.2 | EffectsonDU145PCacells

To	evaluate	the	anti-	proliferative	activity	of	TMA,	DU145	cells	were	
incubated	with	TMA	(0.01–10.0	μmol/L)	and	irradiated	with	2.0	J/cm2  

of	 UVA	 or	 BL.	 Then,	 detached	 cells	 were	 seeded	 to	 carry	 out	 the	
sphere-	forming	assay.	TMA	was	more	effective	after	UVA	irradiation	
than	under	BL	one	(Figure	2).	Lack	of	sphere	formation	was	observed	
with 0.05 μmol/L	 TMA	 upon	 UVA	 (IC50 = 0.017 μmol/L),	 whereas	
100-	fold	 higher	 concentration	 (5.0	μmol/L)	 was	 needed	 to	 achieve	
the	 same	 effect	 after	 BL	 (IC50 = 2.47 μmol/L).	 No	 significant	 varia-
tion	was	 detected	with	 samples	 treated	with	 light	 alone	 or	 TMA	 in	
the	dark.	Further	experiments	were	performed	by	treating	monolayer	
cultures with 0.05 and 5.0 μmol/L	TMA	activated	by	UVA	light	and	BL,	
respectively.

Reactive	oxygen	species	generation,	determined	immediately	after	
cell	 treatments,	was	 significantly	 enhanced	by	photoactivated	TMA.	
TMA	plus	UVA	induced	higher	levels	of	ROS	than	plus	BL	(Figure	3C).

Small	but	significant	increases	were	noted	in	cultures	treated	with	
the	compound	without	light.	ROS	generation	was	unaffected	by	UVA	
light	or	BL	alone.

At	48	hours,	TMA	with	either	UVA	light	and	BL	significantly	enhanced	
the	percentages	of	apoptotic	annexin	V-	positive	cells	and,	at	lower	yield,	
those	 of	 necrotic	 propidium	 iodide-	positive	 cells	 compared	 to	 non-	
treated	cultures	(Figure	3A,B).	No	significant	variations	were	detected	in	
cultures	treated	with	light	alone	or	TMA	in	the	dark.	Nevertheless,	the	

presence	of	large	vacuoles	inside	the	treated	cells	suggests	that	also	au-
tophagy	may	contribute	to	the	anti-	proliferative	effects	of	TMA.13

DU145	cell	 cultures	 comprised	a	high	percentage	 (about	98%)	of	
cells	 expressing	 CD44	 (Figure	3D).	 Significant	 decreases	 in	 CD44-	
positive	cells	were	detected	at	48	hours	from	treatment	with	the	TMA	
under	both	lights,	being	BL	more	effective	(about	12%)	than	UVA	light	
(about	35%).	Although	to	a	lesser	extent	than	upon	TMA	photoactiva-
tion,	5.0	μmol/L	TMA	in	the	dark	and	BL	alone	lowered	CD44	expression.

The	 expression	 levels	 of	 phosphorylated	 p38	were	 significantly	
enhanced	 in	 cultures	 treated	with	TMA	 plus	 UVA	 light	 or	 BL	 com-
pared	to	non-	treated	cells	(Figure	4,	Figure	S4).	On	the	contrary,	the	
amount	of	phosphorylated	p44/42	was	decreased	by	photoactivated	
TMA.	Notably,	also	cultures	treated	with	TMA	alone	presented	lower	
expression	of	ERK½	than	controls.	Nuclear	β-	catenin	expression	was	
significantly	lowered	by	TMA	plus	UVA	light	or	BL.

DISCUSSION

Our	 data	 demonstrated	 that	 TMA	 activated	 by	 either	UVA	 light	 or	
BL	exerts	strong	anti-	proliferative	effects	on	DU145	cells	through	in-
duction	of	apoptosis.	Although	inhibition	of	sphere	formation	under	
BL	was	achieved	at	concentration	100-	fold	higher	than	under	UVA,	
different	 kinds	 of	 lesions	were	 induced.	 Indeed,	MAs	were	 formed	
in salmon testes	 DNA	 under	 both	 lights,	 but	 XLs	 were	 detected	 in	

F IGURE  4 WB	analysis.	Cultures	were	
treated with 0.05 μmol/L	TMA	plus	2.0	 
J/cm2	UVA	light	or	5.0	μmol/L	plus	BL.	
The	quantification	of	protein	expression	
levels	was	performed	by	densitometric	
analysis	of	the	bands	using	ImageJ	
processing	software.	Data	are	reported	as	
ratio between target protein and relative 
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pBR322	DNA	only	 under	UVA	 light.	Moreover,	 both	 TMA-	induced	
DNA	photocleavages	and	photooxidations	under	UVA	were	not	de-
tected	under	BL.	Accordingly,	the	production	of	ROS	measured	in	the	
TMA-	treated	cells	was	less	efficient	under	BL	compared	to	UVA	light.	
It	is	known	that	the	oxidative	lesions	are	as	important	as	strand	breaks	
for	cellular	function	and	survival.14

The	results	obtained	under	BL	are	very	satisfactory	assuming	that	
the	formation	of	less	mutagenic	lesions	could	be	negligible	and	even	
absent	in	the	DU145	cells	when	TMA	activation	is	achieved	through	
less	 noxious	 and	more	 penetrating	wavelengths.	However,	 a	 signifi-
cant	amount	of	DNA	lesions,	that	is	MAs,	can	justify	the	effects	on	cell	
growth.	In	previous	experiments	with	8-	MOP	on	the	same	cells,	we	as-
sumed	that	XLs	likely	play	a	minor	role	in	the	anti-	proliferative	effects.9

Our	findings	 indicate	that	the	strong	TMA	photocytotoxicity	can	
be	related	to	the	kind	and	number	of	DNA	lesions;	BL,	compared	to	
UVA	 light,	 can	 activate	TMA	 as	well,	 although	 at	 higher	 concentra-
tions,	but	without	the	potential	risk	of	mutagenic	lesions.15

TMA	 activated	 by	 both	 UVA	 light	 and	 BL	 induced	 cell	 death	
by	 apoptosis	 enhancing	 the	 phosphorylation	 of	 p38	whose	 path-
way	modulates	 cell	 cycle	 checkpoints,	 cell	 apoptosis	 and	 autoph-
agy.16	Furthermore,	as	in	photopheresis,	apoptotic	bodies	induced	
by	TMA	 treatment	with	 BL	 and	UVA	 light,	 and	 the	 following	 an-
tigen	 presentation	 by	 dendritic	 cells	 (DCs),	 could	 modulate	 the	
immune	 system,	 increasing	 the	 photoantiproliferative	 effect.	 It	
must	 be	 also	 noted	 that,	 despite	UVA	 light,	 BL	 irradiation	 (2.5	J/
cm2)	does	not	impair	the	in	vitro	differentiation	and	maturation	of	
human	monocyte-	derived	DCs	and	reduces	the	production	of	pro-	
inflammatory	cytokines.17

On	 the	 contrary,	 cultures	 treated	 with	 photoactivated	 TMA	
showed	decreases	in	phosphorylation	of	p44/42	MAPK	(ERK½),	usu-
ally	activated	by	growth	factors	and	mitogens	leading	to	anti-	apoptotic	
effects.18	Taken	together,	our	data	agree	to	the	observation	that	p38	
signalling	can	indirectly	regulate	ERK½.19

Decreases	 in	 p44/42	 phosphorylation	 were	 detected	 also	 in	
	cultures	treated	with	the	compound	in	the	dark,	suggesting	that	TMA	
could	interact	with	molecular	targets	without	photoactivation.	It	has	
been	demonstrated	that	in	the	dark	some	angelicins	are	able	to	inhibit	
NF-	kB/DNA	 interactions	 demonstrating	 anti-	inflammatory	 profile20 

and	TMA	 has	 shown	 to	 be	 an	 effective	 enhancer	 of	 cystic	 fibrosis	
transmembrane conductance regulator.21

Photoactivation	 of	TMA	 by	 either	 UVA	 light	 or	 BL	 affected	 the	
canonical	 Wnt	 signalling	 pathway	 as	 the	 nuclear	 accumulation	 of	
 β-	catenin	decreased.	The	binding	of	Wnt	 ligands	 to	Frizzled	 (Fz)	 re-
ceptors	 or	 low-	density	 lipoprotein	 receptor-	related	 protein	 5/6	
(LRP5/6)	 co-	receptors	 inhibits	 degradation	of	 cytoplasmic	β-	catenin	
that	 translocates	 into	 the	nucleus	 leading	 to	 transcription	of	 genes.	
Dysregulation	 of	 Wnt	 signalling	 has	 been	 associated	 with	 several	
types	of	cancers,	including	PCa.22

Notably,	the	decrease	in	nuclear	β-	catenin	was	coupled	to	significant	
lowering	of	CD44-	positive	cells,	being	TMA	plus	BL	more	effective	than	
TMA	plus	UVA	light.	The	reduction	in	CD44-	positive	cells	detected	also	in	
cultures treated with the compound alone may be related to the lowering 

of	p44/42	MAPK	phosphorylation,	as	pERK	regulates	CD44	expression.23

Several	evidences	have	shown	that	CD44	is	overexpressed	in	sev-
eral	 cancers	as	marker	of	 cancer	 stem	cells	 (CSCs).	Thus,	 in	 the	 last	
years,	 the	 therapeutically	 targeting	 of	 CD44	 has	 been	 attempted	
through various approaches.24	 In	 PCa,	CD44	 expression	 levels	 pos-
itively correlate to the cancer stage and can predict the therapeutic 

response to the treatment.25	Our	findings	suggest	a	relation	between	
CD44	and	Wnt	pathway.	CD44	is	not	only	a	Wnt	target	gene	but	also	
a	positive	regulator	of	Wnt	pathway	through	interaction	with	LRP6.26 
Indeed,	 nuclear	 translocation	 of	 β-	catenin	 is	 inhibited	 by	 silencing	
CD44	in	several	cancer	cells,	including	PCa	cell	lines.27

Overall,	our	 results	 indicate,	 for	 the	 first	 time,	 that	TMA	can	be	
activated	 by	 BL,	 although	 at	 higher	 concentrations	 than	UVA	 light,	
decreasing	 the	 risk	of	mutagenic	 lesions	on	 treated	 cells.	Thus,	 the	
toxicity	 of	 both	 light	 and	 compound	 itself	 on	 neighbouring	 healthy	
cells	 could	 be	 overcome	with	 a	 BL-	TMA-	targeted	 treatment	 in	 the	
site	of	the	cancer	lesions.	Besides	ROS	generation,	the	proapoptotic	
effects	on	DU145	cells	seem	to	be	related	to	activation	of	p38	and	
inhibition	 of	 p44/42	 phosphorylation.	 Interestingly,	 photoactivated	
TMA	was	 able	 to	 affect	Wnt	 signalling	 and	CD44	 expression,	 both	
involved	 in	CSC	growth	and	 renewal.	To	 investigate	 the	 interaction	
between	 these	 2	 hallmarks	 of	 CSCs	 after	 treatment	with	 BL-	TMA,	
molecular	docking	studies	will	be	carried	out	to	verify	whether	TMA	
can	bind	CD44	and	expression	levels	of	Wnt	target	genes	as	well	as	
glycogen	synthase	kinase-	3b,	 involved	in	β-	catenin	degradation,	will	
be determined.
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