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Introduzione

Aspetti biologici e anatomo-patologici

dell’osteosarcoma

L’osteosarcoma ¢ un tumore altamente maligno, che nasce all’interno dell’osso ed ¢
composto da cellule mesenchimali che si differenziano in senso osteoblastico, ossia che
tendono a produrre sostanza ossea (osteoide). Generalmente la produzione di osteoide ¢
abbondante e questo ne permette 1’identificazione sia attraverso I’esame radiografico che ad
un esame macroscopico.

L’osteosarcoma ¢ il tumore primitivo piu frequente nello scheletro dopo il mieloma, tuttavia ¢
un tumore con una scarsa incidenza. Tra tutte le neoplasie maligne dell’'uomo rappresenta
solamente lo 0,2%, 2 casi per milione di abitanti per anno (poco piu di 100 casi I’anno in
Italia) (Campanacci M, 1999).

Questa neoplasia predomina nel sesso maschile con un rapporto di circa 1,5-2:1 rispetto al
sesso femminile (Figura 1) e nel 75% dei casi si manifesta in individui con una etd compresa
tra i 10 e 1 30 anni (Figura 1), soprattutto in coincidenza con 1’eta in cui si ha il maggiore
accrescimento osseo. Il tumore si sviluppa nelle zone di piu vivace neoformazione e
rimaneggiamento dell’osso, questo spiega, almeno in parte, I’incidenza della malattia in una
fascia di eta composta di adolescenti e giovani adulti. Raramente, 1’osteosarcoma insorge in
soggetti di eta inferiore ai 5 anni e 1 pazienti piu anziani presentano solitamente osteosarcoma
secondari (osteosarcoma post-irradiazione, osteosarcoma su malattia di Paget) (Campanacci
M, 1999).

L’osteosarcoma predilige alcune strutture ossee rispetto ad altre nelle quali si manifesta
eccezionalmente. Le aree piu colpite sono nell’ordine, la parte distale del femore e la parte
prossimale della tibia, seguite dalla parte prossimale dell’omero. Si manifesta inoltre nelle
ossa cranio-facciali, nell’estremita prossimale del femore, nella diafisi del femore e nel
bacino. In alcune sedi compare molto raramente, come nel perone, nella diafisi e
nell’estremita distale della tibia. In sedi come la colonna vertebrale, la scapola, la clavicola, le
coste, lo sterno, I’omero distale, 1’avambraccio, la mano e il piede, compare invece
decisamente molto raramente (Campanacci M, 1999). Nelle ossa lunghe I’osteosarcoma
predilige le metafisi e le metadiafisi. La cartilagine di accrescimento, finché ¢ presente,

costituisce un ostacolo che ritarda ’invasione dell’epifisi. Nell’adulto, infatti, il tumore si
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estende rapidamente all’epifisi. Raramente il tumore origina in una zona diafisiaria o
epifisiaria (Figura 1).
L’esame radiografico, accompagnato dalle pit moderne tecnologie di tomografia
computerizzata e dalla risonanza magnetica rappresentano 1’unico mezzo per una diagnosi
precoce. Il quadro radiografico dell’osteosarcoma ¢ quello di un tumore maligno che nasce
all’interno dell’osso, infiltra e distrugge rapidamente la spongiosa e la corticale, solleva e alla
fine supera il periostio andando ad invadere anche i tessuti molli circostanti, producendo
sostanza osteoide ed ossea in quantita variabile.
Per una diagnosi corretta, le analisi devono essere convalidate dall’esame istologico.
Nell’osteosarcoma ¢ frequente osservare cellule grandi, talora gigantesche con forte dismetria
e polimorfismo, atipia, ipercromia, mitosi frequenti e atipiche, la natura sarcomatosa ¢
generalmente molto evidente.
Nel tessuto tumorale si osserva la deposizione di osteoide e tessuto osseo in maniera
irregolare. Le cellule che restano inglobate nella matrice ossea diventano piu piccole, 1 nuclei
picnotici e le mitosi spariscono, talora queste cellule diventano necrotiche. In zone di intensa
vascolarizzazione e emorragia (osteosarcoma emorragico) invece ¢ frequente osservare cellule
giganti plurinucleate senza atipia nucleare identiche a osteoclasti.
Nell’osteosarcoma possono essere identificati diversi sottotipi istologici (Figura 2) che, in
ordine di frequenza sono classificati come:

m Osteosarcoma classico intramidollare o centrale (osteoblastico, condroblastico,

fibroblastico)

m  Osteosarcoma emorragico (o teleangectasico)

m Osteosarcoma centrale a basso grado di malignita

m Osteosarcomi della superficie dell’osso (parostale, periosteo, di superficie ad alto

grado di malignita)

m Osteosarcoma su malattia di Paget

m Osteosarcoma secondario a lesioni preesistenti

m Osteosarcoma della mandibola

m  Osteosarcoma in condrosarcoma dedifferenziato

m  Osteosarcoma multicentrico

m  Osteosarcoma post-irradiazione
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Le cause responsabili dell'insorgenza dell'osteosarcoma sono tuttora sconosciute. La
correlazione con I'eta adolescenziale e la comparsa del tumore nella maggior parte dei pazienti
in coincidenza con il periodo di massimo accrescimento osseo, individuano nell’aumentata
attivita osteoblastica ed osteogenetica un fattore predisponente all'insorgenza della neoplasia.
L'unica relazione certa di causa-effetto esiste per 1'esposizione a radiazioni (Finkel MP, 1973).
Una precedente e prolungata esposizione a radiazioni in seguito a radioterapia per la cura di
altre forme tumorali &, infatti, responsabile dell'insorgenza di circa il 4% degli osteosarcomi.
Oltre alle radiazioni, 'altro fattore per il quale sia stato accertato un sicuro coinvolgimento
nell'insorgenza dell'osteosarcoma sono le anomalie genetiche specifiche (mutazioni e/o
delezioni) a carico di geni oncosoppressori, tra cui il gene P53 (localizzato nella regione
cromosomica 17pl13) (Hansen MF, 1991; Toguchida J, 1992). Infatti, nei pazienti affetti da
osteosarcoma, mutazioni o delezione parziale o completa del gene P53 sono stati rilevati in
circa il 30-50% dei casi, indicando come queste alterazioni genetiche giochino un ruolo di
primo piano nella tumorigenesi di questa neoplasia (Miller CW, 1990; Lonardo F, 1997).
Inoltre, mutazioni del gene P53 sono state associate anche ad una sindrome particolare, la
sindrome di Li-Fraumeni, la quale ¢ caratterizzata da un’elevata incidenza di diversi tumori,
fra cui anche l'osteosarcoma (Li FP, 1988).

Altro fattore genetico predisponente all'insorgenza di osteosarcoma ¢ la delezione del gene
oncosoppressore del retinoblastoma (gene RB1), localizzato nella regione cromosomica 13q14
(Hansen MF, 1991; Chano T, 2002). La perdita parziale o completa del gene RBI ¢
responsabile dell’insorgenza di retinoblastoma, un raro tumore della retina che insorge in eta
infantile. E’ stato ampiamente dimostrato che i pazienti affetti da retinoblastoma ereditario, in
cui entrambi gli alleli del gene RB/ risultano alterati, presentano un rischio di sviluppare un
osteosarcoma, in etd adolescenziale, di circa 500 volte maggiore di quello presente nella
popolazione normale (Draper GJ, 1986, Wadayama B, 1994). Inoltre, delezione completa o
parziale del gene RBI ¢ stata ritrovata in circa il 60% degli osteosarcomi, confermando
ulteriormente come questa anomalia genetica sia il fattore predisponente all'insorgenza non
solo del retinoblastoma, ma anche di buona parte degli osteosarcomi (Draper GJ, 1986,

Wadayama B, 1994).
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Storia naturale, decorso clinico e terapia

dell’osteosarcoma

La storia naturale dell’osteosarcoma ad alto grado di malignita ¢ costituita da un decorso
clinico molto rapido ed estremamente aggressivo, con esito spesso infausto. La crescita del
tumore ¢ generalmente veloce anche se esistono alcuni osteosarcomi con accrescimento
relativamente lento.

L’osteosarcoma metastatizza per via ematica principalmente ai polmoni e, generalmente in
tempi successivi, anche in altre parti dello scheletro. Quando sono presenti metastasi ossee,
solitamente sono associate alla presenza di pregresse metastasi polmonari (Campanacci M,
1999).

La cura dell’osteosarcoma ¢ spesso complicata dal fatto che, anche in presenza di radiografia
al torace negativa al momento della diagnosi, si pud andare incontro allo sviluppo di metastasi
polmonari dopo la rimozione chirurgica del tumore primitivo, fatto che dimostra come la
metastatizzazione del polmone da parte delle cellule neoplastiche inizia, nella maggior parte
dei casi, molto precocemente. Per questo motivo il solo trattamento chirurgico non ¢
sufficiente per la cura di questa neoplasia, di qui la necessita dell’utilizzo della terapia
farmacologica nell’intento di eliminare le micrometastasi polmonari eventualmente gia

presenti.

La chemioterapia nel trattamento dell’osteosarcoma

Fino agli *70, I’osteosarcoma, era trattato con la sola chirurgia (soprattutto amputazione) e
radioterapia. Nonostante una buona risposta locale, molti pazienti morivano in poco tempo per
I’insorgenza di metastasi, soprattutto a localizzazione polmonare. Con la sola chirurgia, la
sopravvivenza libera da malattia a cinque anni era del 12%, e tre pazienti su quattro morivano
entro due anni dalla diagnosi. Per questo motivo, nel 1970 ¢ stata introdotta la chemioterapia
adjuvante (post-operatoria). La doxorubicina ed il methotrexate sono stati i primi farmaci ad
essere impiegati con successo (Enneking WF, 1979; Rosemburg SA, 1979; Campanacci M,

1981). Altri farmaci sono stati considerati nei primi studi pioneristici, come la vincristina, la
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bleomicina e 1’actinomicina-D, ma subito abbandonati per la loro scarsa efficacia (4vella M,
1988; Meyers PA, 1992). 11 cisplatino e I’ifosfamide sono stati aggiunti solo successivamente
e insieme al trattamento con la doxorubicina e il methotrexate si € avuto un significativo
aumento della sopravvivenza libera da malattia a cinque anni del 35 — 40% rispetto al 10 —
15% dei pazienti trattati con la sola chirurgia (Kraker J, 1989, Bacci G, 2002).

Nel 1978 ¢ stata introdotta da Rosen la chemioterapia neoadjuvante (pre-operatoria) (Rosen
G, 1982). Lo scopo della chemioterapia neoadjuvante, oltre all’eliminazione delle
micrometastasi e il miglioramento dei pazienti con malattia localizzata, era la distruzione
delle cellule del tumore primitivo in modo da ridurne le dimensioni e permetterne una
migliore rimozione chirurgica con conseguente significativo aumento degli interventi
conservativi (resezioni) ed una concomitante riduzione delle amputazioni.

Inoltre, un grande vantaggio degli schemi di chemioterapia neoadjuvante ¢ rappresentato dalla
possibilita di valutare 1’entita della risposta al trattamento farmacologico al termine dei cicli di
chemioterapia pre-operatoria, subito dopo la rimozione chirurgica del tumore, ed
eventualmente modulare di conseguenza la fase post-operatoria del trattamento.

La necrosi dei tumori dell’osso dopo chemioterapia pre-operatoria, ¢ stato dimostrato essere
un fattore prognostico ed ¢ correlato alla sopravvivenza libera da malattia e alla sopravvivenza
complessiva (Glaser DB, 1992; Bielack SS, 2002; Bacci G, 2003). La necrosi tumorale,
attualmente ¢ valutata secondo la classificazione di Huvos (Grado I, assenza di necrosi; Grado
I, necrosi compresa tra il 50% e il 90%; Grado III, necrosi compresa tra il 90% e il 100%;
Grado IV, necrosi totale del 100%) (Huvos A, 1991), oppure secondo il modello proposto da
Picci (Picci P, 1996), applicato agli Istituti Ortopedici Rizzoli, in base al quale, sul tumore
asportato chirurgicamente ¢ quantificata 1’entitd della necrosi chemioindotta attraverso
I’esame anatomo-patologico dell’intera massa neoplastica asportata chirurgicamente. Una
necrosi chemioindotta presente in almeno il 90% del tessuto tumorale ¢ associata ad una
buona risposta al trattamento chemioterapico pre-operatorio (Good responders), mentre una
percentuale di necrosi inferiore al 90% ¢ interpretata come una scarsa risposta (Poor
responders) e indirizza verso un cambiamento del trattamento nella fase post-operatoria, al
fine di tentare di migliorare I’efficacia terapeutica del trattamento farmacologico (Picci P,
1996).

Conoscendo il grado di necrosi tumorale in risposta alla chemioterapia, il successivo

trattamento post-operatorio puo essere fatto suddividendo i pazienti in diversi gruppi (Poor e
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Good responders) che seguono schemi di trattamento differenziati. Nel tentativo di migliorare
la risposta al trattamento per quei pazienti poco responsivi alla chemioterapia (pazienti con
scarsa necrosi tumorale), gli attuali protocolli prevedono I’intensificazione della
chemioterapia post-operatoria (dosi piu alte, chemioterapia prolungata). In Tabella 1 sono
riportati i protocolli di chemioterapia neoadjuvante applicati dal 1983 al 2000, nel trattamento
di pazienti con osteosarcoma ad alto grado agli Istituti Ortopedici Rizzoli (Bologna, Italia).
Tutti questi schemi di trattamento comportano vari effetti di tossicita collaterale. Circa la meta
dei giovani adulti che sopravvivono ad un osteosarcoma, riportano almeno uno dei danni
principali provocati dagli effetti tossici dovuti al trattamento chemioterapico (Offinger KC,
2004), tra cui tossicita cardiaca, insorgenza di una seconda neoplasia, sterilita, ridotta
funzionalita renale cronica e tossicita neurologica (soprattutto ototossicita dovuta al
trattamento con cisplatino).

La tossicita cardiaca che si manifesta come cardiomiopatia e insufficienza cardiaca
congestizia si sviluppa solitamente entro un anno dalla fine del trattamento con le antracicline
(Steinherz LJ, 1991) e si ¢ riscontrata dopo trattamento dell’osteosarcoma con un’incidenza
variabile tra lo 0% e il 16% (Kremer LC, 2002).

La cardiomiopatia indotta da antracicline, si manifesta con diminuzione delle miofibrille,
dilatazione del reticolo sarcoplasmatico, vacuolizzazione del citoplasma, rigonfiamento dei
mitocondri e aumento del numero dei lisosomi.

Tra 1 fattori di rischio dell’insorgenza della cardiomiopatia, quello dovuto alla dose
complessiva ¢ il piu importante e i picchi di incidenza di cardiomiopatia si verificano alle dosi
cumulative comprese tra 550 e 600 mg di doxorubicina/m? (Lipshultz SE, 1995).

Al momento non vi sono trattamenti per la cardiomiopatia indotta dal trattamento con le
antracicline. Tra quelli provati sinora vi ¢ il trattamento con digossina, il cui effetto, pero,
sull’insufficienza cardiaca ¢ temporaneo (Singal PK, 1998); i 3-bloccanti sono stati impiegati
con successo in bambini con disfunzioni sistoliche (Hjalmarson A, 1994); gli
angiotensinogeni sono indicati per quei pazienti con elevato sovraccarico e disfunzioni
asintomatiche del ventricolo sinistro. Il trapianto cardiaco rimane ’unica alternativa per i
pazienti con cardiomiopatia o insufficienza cardiaca indotta dalle antracicline (Thomas X,
2002).

I1 rischio di sviluppare una seconda neoplasia nei sopravviventi un osteosarcoma, ¢ stato

calcolato essere dell’8 —20%, 20 anni dopo il primo tumore, in conseguenza al trattamento con
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farmaci alchilanti (Hawkins MM, 1984; Meadows AT, 1985;Aung L, 2002, Longhi A, 2006). 1
tumori secondari pitt comuni che insorgono in pazienti che hanno avuto come primo tumore
un osteosarcoma, sono: leucemie, cancro del cervello, sarcomi dei tessuti molli e carcinoma
mammario. L’intervallo tra la fine della chemioterapia e il verificarsi di un secondo tumore ¢
piu breve nel caso delle leucemie (3 — 5 anni) rispetto i tumori solidi (10 — 20 anni) (4ung L,

2002; Longhi A, 2006).

Doxorubicina

Le antracicline sono tra i farmaci antitumorali piu efficaci impiegati nella terapia di molti
tumori umani (Weiss RB, 1992). Le prime antracicline, doxorubicina (DX) e daunorubicina
(Figura 3), sono state isolate dal pigmento prodotto da Streptomyces peucetius agli inizi degli
anni *60 (Minotti G, 2004).

La doxorubicina possiede una parte agliconica e una parte contenente uno zucchero.
L’aglicone ¢ composto da un anello tetraciclico con un gruppo quinone — idroquinone
adiacente agli anelli C — B, da un sostituente metossi in C4 nell’anello D, da una corta catena
in C9 che termina in un alcool e da un carbonile in C13. Lo zucchero, daunosamina, ¢ legato
mediante legame glicosidico all’anello A in C7 e consiste di una parte 3-amino-2,3,6-
trideossi-L-fucosil (Minotti G, 2004).

Nonostante il largo impiego clinico della doxorubicina, i meccanismi d’azione nelle cellule
tumorali rimangono ancora non completamente chiariti. Sono stati comunque ipotizzati i
seguenti meccanismi d’azione: 1) intercalazione del DNA con conseguente inibizione della
sintesi di macromolecole; 2) generazione di radicali liberi che danneggiano il DNA o che
causano la perossidazione dei lipidi; 3) alchilazione del DNA; 4) inibizione della
topoisomerasi II e conseguente induzione dell’apoptosi (Gewirtz DA, 1999).

Il meccanismo con cui le antracicline causano il danno al DNA, sembra dipendere dalla
concentrazione di farmaco impiegata e dall’accumulo a livello nucleare del farmaco stesso.
Tra tutti 1 meccanismi sopra citati, quello che comporta I’inibizione della topoisomerasi I,
sembra essere il meccanismo d’azione della doxorubicina quando ¢ impiegata a basse

concentrazioni, dell’ordine di quelle usate in clinica (Minotti G, 2004).
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Le topoisomerasi sono enzimi che modificano la topologia del DNA senza alterarne la
struttura e la sequenza dei deossinucleotidi; possono causare la rottura di una singola catena
del DNA (topoisomerasi I) o di entrambe le catene del DNA (topoisomerasi II) causandone il
rilassamento dal suo stato di superavvolgimento di doppia elica. Le topoisomerasi hanno,
quindi, la funzione di modulare il superavvolgimento della doppia elica del DNA in base alle
fasi del ciclo cellulare e all’attivita trascrizionale (Binaschi M, 2001).

Le antracicline legandosi alla topoisomerasi II, portano alla formazione di un composto
ternario antraciclina-DNA-topoisomerasi II, impedendo cosi il rilassamento e lo svolgimento
delle catene di DNA. Il danno al DNA mediato dall’attivita della topoisomerasi Il ¢ seguito

dall’arresto della crescita cellulare in fase G, e conseguente morte cellulare programmata

(Perego P, 2001, Zunino F, 2001).

La doxorubicina ¢ in grado di inibire anche la topoisomerasi [ (Guano F, 1999). L’inibizione
della topoisomerasi I sembrerebbe rappresentare solamente un meccanismo d’azione ausiliario
dell’azione svolta dalla doxorubicina, poiché la morte cellulare, causata dalle antracicline ¢
solo in piccola parte dipendente dal contenuto di topoisomerasi I cellulare (Guano F, 1999).
La doxorubicina € un farmaco essenziale nel trattamento di molti tumori, tra cui, il carcinoma
mammario, i tumori solidi dell’infanzia, i sarcomi dei tessuti molli e i linfomi aggressivi.
Purtroppo, 'uso clinico della doxorubicina ¢ limitato da una serie di problemi come

I’instaurarsi della farmaco-resistenza nelle cellule tumorali o lo sviluppo di tossicita cardiaca.

Methotrexate

L’introduzione di farmaci chemioterapici antimetaboliti (I’antifolato aminopterina) ¢
avvenuta alla fine degli anni ‘40 da parte di Farber e collaboratori nel trattamento delle
leucemie acute pediatriche (Farber S, 1948). Per ragioni di tossicita, I’aminopterina ¢ stata
sostituita dal methotrexate (MTX) che possiede identico meccanismo d’azione (McGuire JJ,
2003). 11 methotrexate, N'°-metil derivato dell’aminopterina (Figura 4), ¢ stato introdotto in
clinica nei primi anni ’50 ed ¢ tuttora 1’antifolato maggiormente impiegato nell’oncologia
medica (McGuire JJ, 2003). 1l methotrexate ¢ usato nel trattamento delle leucemie,

dell’osteosarcoma, del carcinoma mammario, dei carcinomi della testa e del collo (Chu E,
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1996). E usato anche nella cura di altre patologie, come 1’artrite reumatoide, la psoriasi e nel
trattamento del rigetto da trapianto (McGuire JJ, 2003).

Il methotrexate (sinonimi: methylaminopterina, amethopterina) ¢ un potente inibitore della
diidrofolato reduttasi (DHFR) (McGuire JJ, 2003), enzima che svolge un ruolo chiave nel
metabolismo del folato intracellulare e nella sintesi del DNA (Figura 5). Piu precisamente, il
methotrexate ¢ un analogo dell'acido folico (Figura 4) ed interferisce con la sintesi delle
purine e della timidina monofosfato inibendo di conseguenza la sintesi degli acidi nucleici,
legandosi irreversibilmente alla DHFR.

Il methotrexate differisce dall’acido folico per la sostituzione di un gruppo amminico con un
gruppo idrossilico in posizione 4 dell’anello di pteridina, questa piccola alterazione strutturale
cambia il normale substrato della DHFR (I’acido folico) in un suo inibitore (il methotrexate)
(Takimoto CH, 1996). Le forme ridotte dell’acido folico, chiamate tetraidrofolati, sono
cofattori essenziali nella sintesi enzimatica della serina, della glicina, della metionina e del
timidilato e dei nucleotidi purinici (McGuire JJ, 2003). L’inibizione della DHFR provoca il
parziale svuotamento dei folati ridotti intracellulari, con conseguente ridotta produzione di
nucleotidi, essenziali precursori della sintesi del DNA.

L’entrata del methotrexate nella cellula pud avvenire con diverse modalita, che cambiano a
seconda della concentrazione extracellulare del farmaco.

A basse dosi (inferiori a 10 UM, la situazione in cui si trovano normalmente le cellule
tumorali in vivo) il methotrexate entra nella cellula per trasporto attivo attraverso l'interazione
con un trasportatore specifico di membrana (reduced folate carrier RFC), mentre a dosi piu
elevate il farmaco entra nella cellula principalmente per trasporto passivo, senza interagire con
RFC.

Una volta all'interno della cellula, il methotrexate ¢ immediatamente coniugato a residui di
acido poliglutammico dall'enzima folipoliglutammato sintetasi (FPGS) (Takimoto CH, 1996).

La reazione di poliglutammazione ha alcune importanti conseguenze biologiche (McGuire JJ,
2003); in conseguenza della poliglutammazione vengono ad aumentare le dimensioni e lo
stato ionizzato della molecola di methotrexate, il cui efflusso ¢ rallentato, inoltre, il
methotrexate poliglutammato, non ¢ piu in grado di fuoriuscire dalla cellula per sola
diffusione passiva, come avviene invece per i folato monoglutammati. Il methotrexate
rimanendo piu a lungo all’interno della cellula pud esplicare maggiormente la sua azione

(Takimoto CH, 1996); inoltre gli antifolati poliglutammati sono dei substrati e inibitori pit
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efficaci dei monoglutammati (McGuire JJ, 2003).

Nella sua forma poliglutammata, il methotrexate pud interagire con il suo bersaglio
molecolare, rappresentato dall'enzima DHFR, bloccandone ['attivita enzimatica con
conseguente inibizione della sintesi del DNA e, come diretta conseguenza, della
proliferazione cellulare.

Il trattamento con methotrexate puo indurre tossicita epatica e renale.

Cisplatino

Il cisplatino (cis-diamminedicloroplatino (II), cis-DDP o CDDP) ¢ un composto inorganico
neutro a geometria planare quadra (Figura 6) che interagisce con il DNA.
Le proprieta antitumorali del cisplatino sono state descritte per la prima volta nel 1969 da
Barnett Rosenberg (Rosenberg B, 1969) quattro anni dopo il suo lavoro pioneristico
nell’intento di dimostrare 1’influenza di un campo elettrico sulla crescita batterica e 125 anni
dopo la sintesi del cisplatino da parte di Michele Peyrone (Galanski M, 2005).
Oggi, il cisplatino € uno tra 1 migliori farmaci antitumorali ed ¢ attivo in molti tumori, quali il
carcinoma ovarico, il cancro del polmone a piccole cellule e in quello a non-piccole cellule, il
carcinoma della vescica e dell’esofago, il carcinoma a cellule squamose, il carcinoma del
collo e della testa, I’osteosarcoma, ed ¢ attivo soprattutto nel carcinoma metastatico delle
cellule germinali del testicolo, che ¢ curabile nel 90% dei casi (Galanski M, 2005).
Il DNA ¢ il bersaglio principale del cisplatino (Jamieson ER, 1999) e gli addotti che si
vengono a formare tra il platino(Il) centrale della molecola di cisplatino e le basi del DNA
portano all’attivazione dell’apoptosi o della necrosi, a seconda della linea cellulare tumorale
e/o della dose del farmaco (Fuertes MA, 2003). Tuttavia solamente 1’1% circa (o meno) del
cisplatino somministrato per via intravenosa, interagirebbe con il DNA. La maggior parte del
cisplatino reagirebbe con proteine e biomolecole a basso peso molecolare, soprattutto con
quelle contenenti zolfo (Reedijk J, 1999).
Dopo somministrazione intravenosa, a causa della elevata concentrazione di ioni cloro nel
fluidi extracellulari (100 mM circa), il cisplatino va incontro a idrolisi, con conseguente

formazione di un complesso contenente cloro, acqua e gruppi idrossilici. Nel sangue un’alta
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percentuale di cisplatino ¢ legata alle proteine plasmatiche (Galanski M, 2005).

Il cisplatino entra nella cellula mediante diffusione passiva (Gately DP, 1993), solo
recentemente ¢ stato dimostrato che la proteina trasportatrice del rame CTR1 avrebbe un ruolo
nell’incorporazione del cisplatino nella cellula come possibile meccanismo di trasporto attivo
(Nitiss JL, 2002; Safaei R, 2004).

All’interno della cellula, il cisplatino, poiché ¢ una molecola neutra, ¢ attivato attraverso una
serie di reazioni spontanee, che coinvolgono il legame di molecole di acqua al platino(Il)
centrale in sostituzione degli ioni cloro (Kelland LR, 2000). Questa reazione ¢ facilitata dal
fatto che all’interno della cellula la concentrazione degli ioni cloro ¢ significativamente piu
bassa (4 mM circa) rispetto al compartimento extracellulare (Galanski M, 2005). Questa
forma attivata interagisce con molti nucleofili endogeni come il glutatione, la metionina e le
metallotioneine (Siddik ZH, 2003). Cosi quando il cisplatino entra nella cellula, ¢
potenzialmente vulnerabile all’attacco da parte di questi componenti endogeni che ne
potrebbero causare 1’inattivazione. Oltre alla reazione con le biomolecole intracellulari, si
vengono perd a formare anche diversi tipi di addotti con le basi del DNA, che inducono
distorsioni strutturali della doppia elica. Il cisplatino interagisce con il DNA per formare
legami intercatena e intracatena, interagendo con le basi puriniche adenina e guanina in
posizione N7 e le basi pirimidiniche citosina e uracile in posizione N3 con conseguente
formazione di addotti CDDP-DNA (Eastman A, 1987).

Vi sono proteine specifiche (hMSH2, hMutSa (mismatch repair complex); HMG1, HMG2
(non histone chromosomal high-mobility group 1 and 2); hUBF (human RNA polymerase I
transcription “upstream binding factor”) e TBP (transcriptional factor “TATA binding
protein”) (Donahue BA, 1990; Chaney SG, 1999), in grado di riconoscere e di legarsi agli
addotti CDDP-DNA (Fink D, 1998) e conseguentemente, di attivare alcune vie di trasduzione
del segnale tra cui quelle che coinvolgono ATR (ATM- e Rad3-related protein; Damia G,
2001), p53 (Jayaraman L, 1998), p73 (Gong JC, 1999) e MAPK (mitogen-activated protein
kinase; Wang X, 2000) che culminano nell’attivazione dell’apoptosi.

Gli effetti collaterali dovuti alla terapia con cisplatino consistono in nefrotossicita,
neurotossicita, ototossicita. L’ototossicita e la nefrotossicita sono i fattori dose-limitanti della
terapia con cisplatino, la nefrotossicita in alcuni casi pud provocare danno renale permanente

(CvitkovicE, 1998, Galanski M, 2005).
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Ifosfamide

L’ifosfamide ([N,3-bis(2-cloroetil)tetraidro-2H-1,3,2-oxazafosforina-2-amino 2- ossido],
IFO) ¢& un agente alchilante bifunzionale usato nel trattamento di molti tumori. E un analogo
dell’oxazafosforina con un atomo di fosforo asimmetrico (Figura 7). L’ifosfamide ¢ stata
sviluppata nei primi anni 70 (Brock N, 1989) nel tentativo di ottenere un farmaco
antitumorale con un piu ampio spettro di attivita rispetto alla ciclofosfamide che era gia in uso
negli anni *60. L’ifosfamide ¢ stata introdotta nell’oncologia pediatrica clinica negli anni 80
(De Kraker J, 1983, Pinkerton CR, 1985).

Il meccanismo d’azione delle oxazafosforine dipende dalla loro capacita (dopo attivazione
extracellulare) di alchilare il DNA reagendo con la guanina in posizione N7 con entrambi i
gruppi elettrofilici reattivi (intermedi dell’etileneimina). Altri siti di alchilazione, ma meno
frequenti, sono 1’adenina in posizione N1 e N3, la citosina in posizione N3 e la guanina in
posizione N6. La capacita di formare legami intracatena e intercatena, pud provocare
citotossicita e morte cellulare. La mostarda ifosforamide (la forma attiva dell’ifosfamide) ¢ un
farmaco alchilante bifunzionale con un gruppo cloroetil sull’atomo di azoto esociclico della
oxazafosforina e uno su quello endociclico. Questo probabilmente facilita il legame
intercatena del DNA che ¢ piu difficile da riparare e promuove un piu alto effetto tossico.
L’ifosfamide ¢ un profarmaco attivato in vivo dal citocromo epatico P450 (Allen IM, 1972), in
particolar modo dai sottotipi CYP3A4 e CYP2B6, che prendono parte all’idrossilazione
dell’atomo di carbonio C4 dell’anello tetraidro-2H-1,3,2-oxazafosforina (Misiura K, 2006).
La risultante 4-idrossiifosfamide (4-OH-IFO) ¢ in equilibrio con ’aldoifosfamide, che rilascia
spontaneamente la mostarda ifosforamide, il metabolita finale bi-alchilante del DNA, e il
composto nefrotossico acroleina (Hill DL, 1973). 1 gruppi cloroetil della ifosfamide possono
essere rimossi portando alla formazione di due derivati attivi, 2- e 3-decloroetilifosfamide, e
ad un potenziale composto neurotossico, la cloroacetaldeide (Norpoth K, 1976) (Figura 8).
L’emivita e I’eliminazione dell’ifosfamide sono abbastanza variabili, dipendono dalla durata
del trattamento, dall’eta, dalla composizione dei tessuti (contenuto in grassi dei tessuti),
trattamento con altri farmaci, funzione epatica e renale. Nei bambini il farmaco ha un’emivita

piu breve rispetto agli adulti probabilmente per una piu elevata attivita del citocromo P450
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epatico (Carli M, 2003).

La mielosoppressione rappresenta la tossicita dose-limitante (De Pas T, 2002) e pud essere
ridotta se sono applicati schemi di trattamento frazionati (Morgan LR, 1982). La
neurotossicita, un secondo effetto dose-limitante dell’ifosfamide, comprende sintomi
psichiatrici e neurologici che possono indurre coma e morte nei casi piu gravi (Verdeguer A,
1989). Un terzo fattore dose-limitante avverso ¢ rappresentato dalle cisti emorragiche che
possono essere prevenute mediante somministrazione di composti contenenti gruppi
sulfidrilici, mesna (sodio-2-mercaptoetansulfonato), che legano sia ’acroleina sia il 4-OH-
IFO. Pazienti di sesso femminile, con eta superiore ai 35 anni, che sono trattate con dosi di
ifosfamide superiori ai 30 g/m? possono andare incontro a sterilita (Longhi 4, 2003).

Pud manifestarsi disfunzione renale sotto forma di tubolopatia associata ad una sindrome

simile a quella di Fanconi (4rndt C, 1999).
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La farmaco-resistenza nell’osteosarcoma

Nonostante I’introduzione della chemioterapia neoadjuvante abbia permesso il progressivo
raggiungimento dell’attuale soglia di sopravvivenza, pari appunto a circa il 60 — 65% dei
pazienti con osteosarcoma ad alto grado, questo risultato appare non essere ulteriormente
migliorabile con gli schemi di trattamento ed i farmaci attualmente disponibili. Infatti, fin
dalle prime valutazioni dei risultati clinici € apparso subito evidente come il principale fattore
limitante 1’efficacia del trattamento chemioterapico fosse 1’insorgenza della farmaco-
resistenza nelle cellule tumorali in circa il 40 — 50% dei pazienti. Questa evidenza indica che
la responsivita alla chemioterapia ¢ un fattore critico, che influenza drammaticamente la
possibilita di guarigione dei pazienti con osteosarcoma ad alto grado.

La resistenza alla chemioterapia nei tumori puo essere intrinseca o acquisita. I tumori che non
rispondono all’iniziale terapia possiedono meccanismi che sono parte integrante della loro
patogenesi (resistenza intrinseca). I tumori che ricorrono, dopo una risposta iniziale al
trattamento farmacologico, probabilmente contengono sottopopolazioni cellulari che hanno
acquisito cambiamenti genetici che conferiscono la resistenza (resistenza acquisita). Queste
cellule acquisiscono un vantaggio selettivo quando le cellule sensibili alla chemioterapia sono
state eliminate (Chou AJ, 2006).

Le cellule tumorali possono usare meccanismi diversi per divenire resistenti a uno o piu
farmaci chemioterapici, tra cui, disattivazione del farmaco, mutazioni del bersaglio del
farmaco, diminuita incorporazione del farmaco, aumentata eliminazione del farmaco e
aumentata riparazione del danno al DNA, sono tutti meccanismi che possono contribuire sia
alla resistenza intrinseca sia alla resistenza acquisita ai farmaci chemioterapici. Il verificarsi
dell’uno piuttosto che dell’altro dipende dal farmaco e dal tipo di linea cellulare tumorale
(Gottesman MM, 2002).

A parte il caso di tumori che possono essere inizialmente responsivi al trattamento
farmacologico e che poi diventano farmaco-resistenti in corso di trattamento, diversi studi
clinici e sperimentali hanno dimostrato come spesso 1’osteosarcoma ad alto grado possa essere
naturalmente resistente, o quantomeno, possa presentare una ridotta sensibilita ai farmaci
chemioterapici in base a caratteristiche costitutive e non acquisite in corso di chemioterapia

(Baldini N, 1995, Bramwell VH, 1997; Serra M, 2003).
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La conoscenza a quali farmaci un tumore ¢ resistente, puo non solo contribuire a migliorare la
conoscenza della biologia del tumore, ma anche suggerire metodi per aggirare i meccanismi di
resistenza e 1’introduzione di nuove terapie in sostituzione o a supporto di quelle gia in uso
nella cura dell’osteosarcoma per cercare di migliorare la sopravvivenza dei pazienti che non

sono responsivi ai farmaci convenzionali.

Meccanismi di resistenza alla Doxorubicina

La resistenza alla doxorubicina ¢ stata dimostrata dipendere da vari meccanismi, tra cui,
I’aumento dell’efflusso di farmaco dalla cellula, aumento dell’efficienza dei meccanismi di
detossificazione, alterazioni della topoisomerasi II e aumento dei meccanismi di riparazione
del danno al DNA (Figura 9) (Lothstein L, 2001).

Sebbene la resistenza alla doxorubicina sia un fenomeno multifattoriale, ossia dipende dal
verificarsi di pit meccanismi all’interno della stessa cellula, il meccanismo piu importante che
¢ causa della mancata o ridotta risposta al trattamento con la doxorubicina ¢ quello che
coinvolge la proteina di membrana P-glicoproteina (Figura 10) (Bramwell VH, 2000).

La P-glicoproteina ¢ stata dimostrata essere il pitl importante fattore prognostico avverso per i
pazienti con osteosarcoma (Baldini N, 1995a; Chan HS, 1997; Pakos EE, 2003, Serra M,
2003).

La P-glicoproteina ¢ una proteina di membrana di 170 kD (Juliano RL, 1976) che ¢ codificata
dal gene MDRI (Ueda K, 1987). Questa proteina non ¢ altro che una pompa organica
cationica di efflusso ATP-dipendente, con 12 domini transmembrana idrofobici che
contengono 2 siti catalitici per I’ATP, ed ¢ parte di una piu ampia famiglia di proteine
trasportatrici chiamate ATP-binding cassette (ABC) (Leonard GD, 2003).

La P-glicoproteina ¢ normalmente espressa in molti tessuti. Livelli medio/alti di espressione
sono stati trovati nelle cellule della corticale del surrene, nell’epitelio dei tubuli prossimali del
rene, negli epatociti biliari, nelle cellule della mucosa dell’intestino, nei dotti pancreatici,
nell’endotelio della barriera emato-encefalica, nella barriera emato-testicolare, nella placenta,
nell’epitelio gastrointestinale, e nelle cellule staminali CD34* del midollo osseo (Cordon-

Cardo C, 1990). E espressa anche negli stadi precoci dello sviluppo embrionale e la sua
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presenza correla con 1 cambiamenti funzionali che si verificano durante lo sviluppo degli
organi fetali (van Kalken CK, 1992).

E possibile che la P-glicoproteina sia coinvolta nel trasporto transepiteliale di metaboliti
endogeni e composti xenobiotici. In particolare, nell’intestino, pud servire come barriera per
prevenire 1’accumulo di prodotti tossici. La localizzazione nel cervello e nell’endotelio dei
testicoli e nella placenta, indicano una possibile funzione per prevenire 1’accumulo di
composti tossici. Nella ghiandola surrenale e nell’utero durante la gravidanza, la P-
glicoproteina potrebbe essere coinvolta nella secrezione degli ormoni steroidi

I piu elevati livelli di espressione della P-glicoproteina sono stati riscontrati in tumori che
derivano da tessuti che normalmente esprimono il gene MDR 1, compresi il carcinoma epatico,
del rene, del pancreas e della ghiandola surrenalica (Goldstein LJ, 1989). Clinicamente questi
tumori sono farmaco-resistenti e rispondono poco alla chemioterapia.

Altri tumori come il carcinoma mammario e 1 sarcomi, che derivano da tessuti che
normalmente non esprimono la P-glicoproteina, mostrano solamente bassi livelli di
espressione del gene MDR1 al momento della diagnosi in una variabile percentuale di casi. In
generale, questi tumori, inizialmente rispondono alla chemioterapia, ma poi diventano
resistenti al trattamento farmacologico. In questo gruppo di tumori, la farmaco-resistenza ¢
spesso un fattore prognostico negativo (Bradley G, 1994).

Il ruolo della P-glicoproteina come fattore prognostico di scarsa risposta alla terapia, in certi
tipi, di tumori puo essere indice di alterazioni genetiche che si sviluppano durante la
progressione del tumore.

Nell’osteosarcoma ad alto grado I’aumentata espressione della P-glicoproteina al momento
della diagnosi, ¢ risultata essere il marcatore prognostico negativo piu importante, essendo
correlata ad un elevato rischio di ricaduta, con sviluppo di metastasi polmonari, ed una
prognosi particolarmente sfavorevole (Baldini N, 1995a; Chan HS, 1997; Baldini N, 1999,
Serra M, 2003, Serra M, 2006).

Il suggerimento che la P-glicoproteina sia un marcatore di prognosi sfavorevole dovuta alla
sua mediazione nella farmaco-resistenza nelle cellule tumorali, ¢ supportato da studi che
mostrano che il valore prognostico della P-glicoproteina puo essere mitigato se il trattamento
consiste di farmaci che non sono substrato della P-glicoproteina (Broxterman HJ, 2000).
Sperimentazioni preliminari con modificatori della resistenza di prima e seconda generazione,

che avevano lo scopo di aggirare la farmaco-resistenza mediata dalla P-glicoproteina, hanno
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avuto successo solamente in parte, rivelando I’incapacita di questi farmaci di “revertere”
completamente il fenotipo della multifarmacoresistenza (MDR) a dosi non tossiche (Bates SE,
1999).

Una possibile alternativa ai modificatori della resistenza ¢ rappresentata dalla sintesi di nuovi
farmaci chemioterapici che abbiano la stessa efficacia antitumorale delle antracicline.

Negli ultimi vent’anni, sono stati fatti numerosi tentativi per identificare nuove antracicline
che abbiano attivita e tollerabilita cardiaca superiore a quella della doxorubicina. La ricerca di
una “antraciclina migliore” ¢ risultata nella produzione di circa 2000 analoghi, cosa che non ¢
del tutto sorprendente se si considerano tutte le possibili modificazioni, sostituzioni o
coniugazioni che possono essere introdotte nella struttura molecolare di un’antraciclina
(Weiss RB, 1992).

Tra tutte le nuove molecole sintetizzate, un nuovo composto antitumorale, appartenente ad
una nuova classe di alchicicline, ha mostrato di essere attivo in tumori farmaco-resistenti
(Geroni C, 2001). 11 principale composto di questa nuova classe di farmaci ¢ il 4-dimetossi-
3’-deamino-3’aziridinil-4 metilsulfonil-daunorobicin (PNU-159548, ladirubicin), che ha
dimostrato di essere attivo in linee cellulari tumorali che sovraesprimono P-glicoproteina o
resistenti agli agenti alchilanti (compresi il cisplatino e la ciclofosfamide) o inibitori della

topoisomerasi [ e Il (Marchini S, 2001).

Meccanismi di resistenza al Methotrexate

Dallo studio di vari modelli sperimentali ¢ emerso come la resistenza al methotrexate nelle
cellule tumorali possa insorgere in seguito a diversi meccanismi cellulari e biomolecolari
(Figura 9), i quali possono essere presenti da soli o anche coesistere all'interno della stessa
cellula (Bertino JR, 1996, Banerjee D, 2002). Questi meccanismi di resistenza al methotrexate
sono, in ordine di frequenza:

m aumento dei livelli citoplasmatici dell'enzima DHFR, in seguito ad amplificazione e/o
sovraespressione del gene DHFR, con conseguente raggiungimento di livelli intracellulari

di enzima tali da non poter essere piu inibiti in maniera efficiente dal methotrexate

accumulatosi nel citoplasma;
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m riduzione della permeabilita cellulare al methotrexate in conseguenza di una minore
efficienza del sistema di trasporto transmembrana mediato dal RFC;
m diminuzione della ritenzione intracellulare del farmaco in seguito ad una ridotta attivita di
poliglutammazione del methotrexate ad opera dell'enzima FPGS;
m alterazioni o mutazioni del gene DHFR con conseguente sintesi di una molecola enzimatica
con una ridotta affinita per il methotrexate;
m aumento dell'attivita enzimatica dell'enzima DHFR.
Mentre i primi tre meccanismi sono stati descritti e ritrovati sia in modelli sperimentali sia in
campioni clinici di tumori umani, gli ultimi due sembrano essere esclusivi dei soli modelli
sperimentali, quindi con una valenza clinica estremamente ridotta, se non praticamente nulla.
Per quanto riguarda piu specificatamente l'osteosarcoma, i meccanismi che sembrano essere
piu frequentemente associati allo sviluppo di resistenza al methotrexate sono la
sovraespressione e/o l'amplificazione del gene DHFR e la ridotta espressione del gene RFC
(Guo W,1999; Yang R, 2003, Hattinger CM, 2003, Serra M, 2004).
Oltre ai meccanismi di resistenza sopra citati, dati clinici e sperimentali sembrano indicare
nella presenza di alterazioni del gene RBI, un possibile fattore in grado di interagire con il
livello di espressione del gene DHFR, con importanti possibili conseguenze sulla sensibilita
cellulare al methotrexate. Sperimentalmente ¢ stato infatti dimostrato come linee cellulari di
osteosarcoma umano nelle quali la funzionalita del gene RB/ risulta compromessa o assente
presentano livelli dell'enzima DHFR piu elevati della norma e risultino naturalmente piu
resistenti al methotrexate (Li W, 1995, Serra M, 2004). In accordo con queste osservazioni,
alcuni studi clinici sembrano indicare che i pazienti con osteosarcoma ad alto grado con
delezione parziale o completa del gene RBI, presentano una scarsa risposta a regimi di
chemioterapia prevalentemente impostati sull'uso del methotrexate ad alte dosi e, di
conseguenza, una prognosi peggiore rispetto a pazienti in cui la funzionalita del gene RB/ non
¢ compromessa (Feugeas O, 1996).
In base alle evidenze cliniche e sperimentali finora riportate, risulta chiaro che la resistenza al
methotrexate, al pari di quella verso altri farmaci chemioterapici, ¢ un fenomeno
multifattoriale, che coinvolge diversi meccanismi genetici € molecolari che variano da tumore
a tumore.
Inoltre, in base ad osservazioni fatte su campioni clinici, ¢ risultato che nell’osteosarcoma,

I’amplificazione del gene DHFR ¢ un fattore prognostico di diminuita risposta al trattamento
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con il methotrexate (Serra M, 2004).
Nel tentativo di aggirare i meccanismi di resistenza al methotrexate, sono stati sintetizzati

nuovi farmaci antifolato, tra cui il trimetrexate che € efficace in molti tumori resistenti al

methotrexate (Lacerda JF, 1995).

Meccanismi di resistenza al Cisplatino

I piu comuni meccanismi responsabili della resistenza al cisplatino nelle cellule tumorali
comprendono il decremento dell’accumulo intracellulare o I’incremento dell’efflusso
extracellulare del farmaco (Andrews PA, 1990), ’aumento della detossificazione cellulare
mediata dal sistema della glutatione-S-transferasi (GST) (Goto S, 1999), 1’aumento
dell’efficienza dei sistemi cellulari di riparazione del DNA (Lai GM, 1988; Kelland LR, 1992)
e alterazioni delle vie di trasduzione del segnale (Ricci G, 2005) (Figura 9). E probabile che
sia la combinazione di questi meccanismi a contribuire allo sviluppo della resistenza al
cisplatino nei tumori, piuttosto che il verificarsi di uno solo di essi (Chou AJ, 2006).

\

E stato ampiamente dimostrato, che la iperespressione dell’enzima GST, in particolare della

isoforma T, ¢ associata all’insorgenza di farmaco-resistenza nella maggior parte dei tumori
umani (Goto S, 1999; Goto S, 2002; Su F, 2003).

Per quanto riguarda 1’osteosarcoma, ¢ stato riportato un aumento di attivitd glutatione S-
transferasica in cellule di osteosarcoma canino rese resistenti al cisplatino (Shoieb AM, 1998).
L’esposizione a farmaci antitumorali pud causare 1’induzione dell’aumento dell’espressione
del GSTTt che risulta cosi coinvolto nello sviluppo della resistenza nei confronti dei farmaci
chemioterapici (Tew KD, 1994).

I1 GSTTtsembra avere due ruoli distinti nello sviluppo della farmaco-resistenza, sia attraverso
la sua azione detossificante, sia agendo come inibitore della via di trasduzione del segnale
mediato dalle protein chinasi attivatrici della mitogenesi (MAPK) (Townsend DM, 2003).

Il glutatione (GSH) ¢ un tiolo non-proteico ubiquitario in natura. Il GSH stesso e gli enzimi
coinvolti nella sua sintesi e riassorbimento, svolgono un ruolo importante nella protezione
delle cellule dagli insulti ossidativi e nella detossificazione da parte di composti endogeni e

xenobiotici inclusi 1 composti dei metalli come il CDDP (Figura 11) (Townsend DM, 2003).
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La funzione protettiva del GSH si esplica attraverso I’attivita dell’enzima GST (una
superfamiglia di enzimi, tra i piu importanti le isoforme a, |, e T). Questo enzima favorisce la
formazione di aggregati GSH-CDDP (attraverso I’interazione di legami S-S) a livello del
citoplasma, che sono poi estrusi in modo efficiente dalle cellule da specifiche pompe di
esporto (Townsend DM, 2003).

Studi recenti hanno dimostrato un ruolo regolatorio per le classi Tme U del GST nella via di
trasduzione del segnale della MAPK, importante proteina nella modulazione della
sopravvivenza e morte cellulare (Adler V, 1999; Duvoix A, 2003). 11 GST-Tt svolge un ruolo
essenziale nella regolazione della via di trasduzione del segnale di MAPK attraverso
interazioni proteina-proteina. In particolare, ¢ un inibitore endogeno della chinasi c-jun N-
terminale 1 (JNKI1), una chinasi coinvolta nella risposta allo stress cellulare, nell’apoptosi e
nella proliferazione cellulare (Adler V, 1999; Yin Z, 2000). In cellule non stressate, si ¢
osservata bassa attivita di JNK dovuta al fatto che la proteina ¢ inattivata dal suo legame con
il GSTTt (Adler V, 1999). Molti farmaci tumorali inducono I’apoptosi attraverso 1’attivazione
delle MAP chinasi, specificatamente attraverso 1’attivazione di JNK e p38 (Davis RJ, 2000;
Ono K, 2000). 11 cisplatino ¢ un esempio di farmaco dove 1’attivazione di JNK ¢ richiesta per
I’espletamento del suo effetto tossico. L’inibizione della via di trasduzione del segnale di JNK
porta al decremento dell’apoptosi indotta dal cisplatino, mentre la sovraespressione di c-jun
aumenta la sensibilita delle cellule al cisplatino (Potapova O, 1997).

I1 GSTm ¢ un bersaglio promettente poiché I’espressione ¢ aumentata in molti tumori e alti
livelli sono spesso correlati con una prognosi peggiore. Inoltre il GSTTT¢ spesso sovraespresso
nei tumori farmaco-resistenti (Townsend DM, 2003).

Anche nell’osteosarcoma, studi condotti in campioni bioptici derivanti da pazienti, ¢ stato
visto che la sovraespressione del GSTTt ¢ associata all’insuccesso della chemioterapia pre-
operatoria (Uozaki H, 1997). Inoltre linee cellulari di osteosarcoma umano selezionate per la
resistenza al cisplatino, presentano gradi crescenti di espressione del GSTTt in relazione al
livello di resistenza del farmaco di selezione.

Sono stati compiuti numerosi tentativi nel cercare di sintetizzare degli inibitori del GSTT nel
tentativo di ridurre il suo ruolo protettivo in vivo (Tew KD, 1997).

Gli inibitori meglio caratterizzati del GSTTT, sono stati I’acido etacrinico e I’analogo del GSH,

TER199 (Ploemen JH, 1990; Nagourney RA, 1990). Studi clinici di Fase I hanno evidenziato
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che I’acido etacrinico ¢ fortemente tossico, causando inoltre, diuresi, anormalita metaboliche e
mielosoppressione (Schultz M, 1997), mentre TER199 ¢ substrato delle proteine di membrana
MDR1 e MRP che ne impediscono I’accumulo intracellulare (Muller M, 1994, Zaman GJ,
1996). Per aggirare questo problema, sono state disegnate molecole che si legano in modo
efficiente al GSTTT possiedono proprieta lipofile che le rendono in grado di attraversare la
membrana cellulare e soprattutto non sono substrato delle proteine di membrana MDRI1 e
MRP coinvolte nella multifarmacoresistenza di molti tumori (Ricci G, 2005).

Questi composti sono dei derivati del 4-cloro-7-nitro —2,1,3-benzoxadiazole (NBD-CI) ed in
particolare ¢ stato considerato per questo studio ’'NBDHEX, in quanto ¢ quello che ha

dimostrato maggior efficacia (Turella P, 2005).
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Nuovi farmaci chemioterapici per il trattamento

dell’osteosarcoma

I1 PNU-159548

La ricerca verso nuovi farmaci antitumorali ¢ stata diretta allo scopo di trovare composti
con nuovi meccanismi d’azione e che siano efficaci anche in tumori con fenotipo farmaco-
resistente (Geroni C, 2001).

Una delle strategie impiegate ¢ stata quella di sintetizzare una nuova classe di derivati delle
antracicline modificandone la struttura.

E stato dimostrato che I’inserimento di una molecola alchilante nell’amminozucchero nella
struttura di un’antraciclina, porta alla sintesi di una nuova classe di farmaci antitumorali
(Geroni C, 2001).

Dei sostituenti alchilanti sono stati introdotti in posizione C3’ dell’amminozucchero della
idarubicina, un’antraciclina di seconda generazione usata in clinica (Fields SM, 1991;
Cersosimo RJ, 1992), la sostituzione in C3’ dello zucchero ¢ critica per la capacita dei farmaci
ad interferire con la topoisomerasi Il (Capranico G, 1990; Capranico G, 1994) e la

configurazione di C3’-NH, ¢ fondamentale per la capacita del farmaco di aggirare la farmaco-

resistenza (Priebe W, 1993; Suarato A, 1999). Un gruppo metilsulfonil ¢ stato inoltre inserito
in posizione C4’ dello zucchero per aumentarne la lipofilicita e ridurre la reattivita chimica di
queste molecole. Il nuovo composto che ne ¢ derivato, il PNU-159548 (Figura 12) , ¢ in
grado di alchilare la guanina in posizione N7 e I’adenina in posizione N3 nel solco maggiore
del DNA (Marchini S, 1995). Inoltre, la presenza di voluminosi sostituenti in posizione C3’
impedisce l’attacco del DNA da parte della topoisomerasi II impedendone 1’azione
(Capranico G, 1994), questo fa si che il PNU-159548 sia efficace anche in linee cellulari che
presentano farmaco-resistenza dipendente dall’azione della topoisomerasi Il (Geroni C, 2001).
I1 PNU-159548 ha mostrato avere buona attivita in vifro in linee cellulari tumorali umane e
murine e notevole efficacia antitumorale in vivo, in leucemie murine rapidamente proliferanti

e alcuni tumori umani xenogeni. Il PNU-159548 ¢ in grado di attraversare la barriera
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ematoencefalica e impedire la crescita di tumori impiantati intracranialmente (Geroni C,
2001). Per il suo particolare meccanismo d’azione, il PNU-159548 ¢ attivo anche in cellule
che sovraesprimono il gene MDRI e in tumori che sono resistenti agli agenti alchilanti come
cisplatino, ciclofosfamide o melphalan (Geroni C, 2001, Marchini S, 2001).

Gli effetti tossici dovuti alla somministrazione di questo farmaco sono la mielosoppressione,
trombocitopenia e tossicita intestinale (De Jonge MJ, 2002).

D’altra parte, studi in vivo hanno mostrato che il PNU-159548 ha una cardiotossicita
significativamente inferiore a quella della doxorubicina, favorendolo come nuovo possibile
candidato per aggirare la farmaco-resistenza e la tossicita collaterale della doxorubicina
(Geroni C, 2001, Marchini S, 2001; Della Torre P, 2001). Sulla base di queste osservazioni
pre-cliniche, il PNU-159548 ¢ stato incluso in studi clinici di Fase I e II in vari tumori (De

Jonge MJ, 2002; Moneta D, 2003).

Il Trimetrexate

Il trimetrexate ¢ stato introdotto in clinica nei primi anni *70 nel tentativo di aggirare la
resistenza al methotrexate (Duch DS, 1982; Lin JT, 1987); ¢ un derivato del quinazoline ed ¢
un inibitore piu potente della DHFR rispetto al methotrexate (Figura 13) (Marshall JL, 1994).
La trimetossi sostituzione del gruppo glutamil nel residuo dell’acido p-aminobenzoico, rende
il trimetrexate lipofilo a differenza del methotrexate che invece ¢ idrofilo; questo antifolato
lipo-solubile entra rapidamente nelle cellule attraverso meccanismi di diffusione passiva
(Kamen BA, 1984), pertanto non ¢ substrato dei comuni trasportatori attivi dei folati come
RFC.

Le linee cellulari resistenti al methotrexate per alterazione di RFC, generalmente mantengono
la loro sensibilita al trimetrexate. Il trimetrexate essendo privo della catena di acido
glutammico non pud essere poliglutammato dall’enzima FPGS per cui, non ¢ trattenuto
all’interno della cellula, di conseguenza sono necessarie esposizioni piu prolungate al
trimetrexate per avere un effetto antitumorale ottimale (Takimoto CH, 1996).

Una volta all’interno della cellula, il trimetrexate essendo un potente inibitore dell’enzima

DHFR, causa il parziale svuotamento del pool dei folati ridotti e ’accumulo dei diidrofolati
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poliglutammati con conseguente inibizione della sintesi delle purine e del timidilato
(Takimoto CH, 1996).
In studi pre-clinici, il trimetrexate ¢ risultato attivo in un’ampia varieta di tumori, anche quelli

resistenti al methotrexate per diminuzione del trasporto dei folati (Takimoto CH, 1996).

NBDHEX

NBDHEX fa parte di una nuova classe di molecole che derivano dal 4-cloro-7-nitro —2,1,3-
benzoxadiazole (NBD-CI) (Figura 14), ed ¢ in grado di legarsi in modo molto efficiente al
GSTm per la sua elevata affinitd nei confronti dell’enzima, per la sua lipofilicita puo
attraversare molto facilmente le membrane cellulari e soprattutto non ¢ substrato delle
proteine di membrana coinvolte nella farmaco-resistenza, MDR1 e MRP (Ricci G, 2005).

Solo pochi anni fa, ¢ stato scoperto che NBD-Cl ¢ un inusuale co-substrato del GSTTt
(Caccuri AM, 1996) e questa proprieta ¢ stata sfruttata per sintetizzare i suoi derivati,
compreso NBDHEX (Ricci G, 2005).

E stato dimostrato che NBDHEX ¢ citotossico ed ¢ in grado di indurre apoptosi in linee
cellulari tumorali diverse quando ¢ somministrato a concentrazioni micromolari € sub-
micromolari (Turella P, 2005). Si ¢ visto anche che le linee cellulari con minore sensibilita al
farmaco sono quelle che hanno piu bassa espressione del GSTTt (Filomeni G, 2003).
NBDHEX per la sua elevata lipofilicita attraversa facilmente la membrana cellulare, una volta
nel citoplasma si lega al GSTTt complessato a JNK. Il legame di NBDHEX al GSTTt provoca
cambiamenti conformazionali nella struttura del GSTTt stesso che rilascia JNK, con
conseguente attivazione della cascata apoptotica mediata da JNK (Turella P, 2005). La
dissociazione del complesso JNK-GSTTt ¢ una conseguenza diretta dell’interazione tra
NBDHEX legata al GSTTt (Turella P, 2005).

La cellula tumorale puo rappresentare il bersaglio principale di queste molecole poiché molte
di queste cellule sovraesprimono GSTTt e questo enzima lega con alta affinita NBDHEX. La
bassa tossicita osservata in vivo, sembra indicarlo per un possibile uso clinico nel trattamento

di quei tumori non responsivi al trattamento con il cisplatino e che sovraesprimono GSTTt

(Turella P, 2005).
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Fattori prognostici nell’osteosarcoma ad alto grado

di malignita

Diversi studi sono stati condotti per identificare marcatori di valore prognostico per
I’osteosarcoma ad alto grado di malignita.
L’osteosarcoma ¢ un tumore che colpisce adolescenti e giovani adulti con una eta media che
va dai 10 ai 30 anni nel 75% dei casi. E’ stato visto che pazienti con una eta inferiore ai 12
anni alla diagnosi, hanno una prognosi peggiore. Una prognosi sfavorevole risulta anche in
pazienti con una eta compresa tra 1 30 e 1 40 anni (Serra M, 2003).
Lo stadio in cui si trova il tumore ¢ un importante fattore prognostico. La presenza di
metastasi alla diagnosi ¢ un fattore che contribuisce ad una prognosi sfavorevole. Infatti, 1
pazienti metastatici alla diagnosi hanno solamente il 20-30% di probabilita di sopravvivere,
anche se trattati chirurgicamente in modo da rimuovere le metastasi polmonari e con una
chemioterapia aggressiva (Bacci G, 1992).
Nell’osteosarcoma una localizzazione del tumore diversa dalle estremita, ¢ connessa con una
prognosi sfavorevole. Questo ¢ dovuto alla difficolta di non poter effettuare una adeguata
asportazione chirurgica della massa neoplastica (Sceter G, 1996).
Il volume tumorale ¢ un altro fattore prognostico. Alcuni studi (Bieling P, 1996), hanno
trovato che pazienti con un volume tumorale inferiore ai 150 cm?, hanno una minore
probabilita di sviluppare metastasi ¢ di conseguenza hanno una prognosi migliore. Questi
risultati sono confermati da altri studi, secondo i quali, pazienti con una grandezza del tumore
maggiore a 9 cm hanno un rischio tre volte maggiore di vedere una progressione della
malattia, rispetto a lesioni piccole che quindi hanno una prognosi migliore (Pakos EE, 2003).
Alcune ricerche hanno visto che la crescita tumorale, arrestata tramite la somministrazione
della doxorubicina, ¢ inversamente proporzionale alla grandezza del tumore. Questo potrebbe
indicare che tumori grandi rispondono meno alla terapia farmacologica (Davis AM, 1994).
Tra 1 sottotipi istologici di osteosarcoma ad alto grado di malignita, il tumore emorragico (o
teleangectasico), ¢ risultato essere quello con una prognosi migliore rispetto alla variante

osteoblastica e condroblastica (Taylor VF, 1985, Bacci G, 1994).
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Altro fattore prognostico, preso in considerazione nell’osteosarcoma, sono i livelli elevati di
fosfatasi alcaline, che sono associate ad una prognosi sfavorevole (Bacci G, 1993).

La risposta istologica della lesione primaria alla chemioterapia pre-operatoria ¢ un fattore
prognostico molto importante (Davis AM, 1994, Bieling P, 1996, Picci P, 1996).

E’ infatti stato osservato che se la risposta istologica della chemioterapia pre-operatoria, sulla
lesione primaria, ¢ favorevole, questo fatto si rispecchia positivamente anche in una diminuita
o assente formazione di micrometastasi polmonari (Bacci G, 1996).

Fra 1 vari fattori biologici analizzati nell’osteosarcoma ad alto grado, nessuno ¢ in grado di
fornire delle indicazioni certe circa la prognosi. Quelli che sono risultati essere dotati di valore
prognostico nell’osteosarcoma, sono la presenza di alti livelli di P-glicoproteina, elevata

espressione del gene DHFR, diminuita espressione del gene RFC.
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Scopo, finalita e fasi dello studio

Poiché¢ non sono stati riportati finora studi circa I’efficacia del PNU-159548, del
Trimetrexate € di NBDHEX in linee cellulari di osteosarcoma umano, si € voluta valutare
I’efficacia pre-clinica in vitro di questi tre nuovi farmaci antitumorali in linee cellulari di
osteosarcoma umano farmaco-sensibili e farmaco-resistenti.

In particolare, le linee selezionate per la resistenza alla doxorubicina presentano gradi
crescenti di espressione del gene MDRI in relazione al livello di resistenza del farmaco di
selezione; le linee selezionate per la resistenza al methotrexate presentano gradi crescenti di
espressione del gene DHFR e/o gradi decrescenti di espressione del gene RFC in relazione del

livello di resistenza; parte delle linee selezionate per la resistenza al cisplatino presentano

gradi crescenti di espressione della proteina GSTTtin relazione al livello di resistenza.

In una prima serie di esperimenti ¢ stata provata la sensibilita, ai singoli farmaci, sia delle
linee farmaco-sensibili sia di quelle farmaco-resistenti per verificarne l'efficacia in questo
particolare modello sperimentale.

In una seconda serie di esperimenti, I’efficacia dei tre nuovi composti ¢ stata verificata
impiegando schemi di trattamento di combinazione con i1 farmaci impiegati nella terapia
convenzionale dell’osteosarcoma.

Lo scopo dello studio ¢ stato quello di ottenere informazioni riguardanti la possibile
utilizzazione clinica del PNU-159548, del Trimetrexate ¢ di NBDHEX, a supporto ai farmaci
convenzionali, per la pianificazione di nuovi schemi di trattamento di pazienti con

osteosarcoma ad alto grado che sono scarsamente responsivi alla chemioterapia classica.
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Farmaci

Doxorubicina (DX), Methotrexate (MTX) e Cisplatino (CDDP) sono stati forniti da Sigma-
Aldrich (Milano, Italia). Il PNU-15948 ¢ stato sintetizzato da Pharmacia Corporation (Milano,
Italia); il Trimetrexate (TMTX) (prodotto da USB Pharma BV, Nijmegen, Olanda) ¢ stato
donato da IPSEN S.p.A. (Milano, Italia); NBDHEX ¢ stato sintetizzato come riportato da
Ricci et al (Ricci G, 2005). Le soluzioni madri di DX (2 mg/ml), MTX (25 mg/ml) e CDDP
(500 pg/ml) sono state mantenute a 4°C; il PNU-159548 ¢ stato ricostituito in etanolo assoluto
e le aliquote (1 mg/ml) sono state conservate a —80°C; il TMTX ¢ stato ricostituito in acqua
distillata e le aliquote (12.5 mg/ml) conservate a —20°C; NBDHEX ¢ stato ricostituito in
DMSO e le aliquote (50 mM) sono state conservate a temperatura ambiente al riparo dalla
luce. Per tutti i farmaci, le concentrazioni d’uso sono state preparate diluendo le soluzioni

madri nel mezzo di coltura immediatamente prima dell’uso.
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Modelli Sperimentali

Le linee cellulari di osteosarcoma umano U-20S, Saos-2, MG-63 ¢ HOS sono state
ottenute da ATCC (Rockville, MD), mentre le altre linee di osteosarcoma umano: IOR/OS9,
IOR/OS10, IOR/OS14, IOR/OS15, IOR/OS18, IOR/MOS, SARG sono state stabilizzate da
campioni bioptici derivanti da pazienti con osteosarcoma non trattati, nel Laboratorio di
Ricerca Oncologica degli Istituti Ortopedici Rizzoli (Bologna, Italia) (Benini S, 1999)
(Tabella 2).

Le varianti farmaco-resistenti sono state ottenute esponendo le linee cellulari farmaco-
sensibili U-20S e Saos-2 a concentrazioni crescenti di DX (Serra M, 1993; Scotlandi K,
1994), MTX (Hattinger CM, 2003, Serra M, 2004) o CDDP.

L’esposizione continua a ciascun farmaco ha prodotto una serie di varianti farmaco-resistenti
che sono state identificate con il nome della linea cellulare parentale, seguito dal nome e dalla
concentrazione del farmaco impiegato per la selezione. La concentrazione del farmaco si
intende in ng/ml o quando chiaramente specificato in pg/ml (Tabella 2).

Tutte le linee cellulari sono state coltivate in Iscove's modified Dulbecco's medium (IMDM,
Gibco Life Technologies, Invitrogen Milano, Italia), in cui sono state aggiunte penicillina (100
U/ml)/streptomicina (100 pg/ml) (Invitrogen Milano, Italia) e il 10% di siero fetale bovino
inattivato (FBS; Biowhittaker Europe, Cambrex-Verviers, Belgio).

Ciascuna variante farmaco-resistente ¢ stata sempre coltivata in terreno di coltura addizionato
del farmaco alla concentrazione usata per la selezione. Tutte le linee cellulari sono state

coltivate a 37° in atmosfera umidificata al 5% di CO,.
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Analisi della citotossicita in vitro dei farmaci

chemioterapici

Per ogni linea cellulare la sensibilita ai farmaci chemioterapici ¢ stata calcolata in base alla
curva dose-risposta ed espressa come IC50 (concentrazione del farmaco che inibisce del 50%
la crescita cellulare delle cellule trattate rispetto ai corrispondenti controlli).

Per determinare 1 valori di IC50, 20.000 cellule/cm? sono state seminate in IMDM al 10% di
FBS e dopo 24 ore, il terreno di coltura ¢ stato cambiato con IMDM al 10% di FBS senza
(controllo) o con diverse concentrazioni del farmaco. Dopo 96 ore, le cellule sono state
raccolte e contate con il metodo di colorazione vitale con Tripan blue per stimare la
percentuale di inibizione della crescita paragonata al relativo controllo. I valori di IC50 sono

stati calcolati da almeno tre esperimenti indipendenti.

Citotossicita in vitro del PNU-159548

In una prima serie di esperimenti, 1’efficacia in vitro del PNU-159548 ¢ stata determinata
in 10 linee cellulari farmaco-sensibili determinando I’inibizione della crescita dopo 96 ore di
trattamento con il farmaco a dosi comprese tra 0.01 e 0.03 pM, che sono significativamente
piu basse dei livelli plasmatici raggiunti dal PNU-159548 in studi clinici di Fase I (De Jonge
MJ, 2002; Moneta D, 2003), e paragonate all'effetto di concentrazioni equimolari di DX.
Inoltre, per ogni linea cellulare, la sensibilitd al PNU-159548 ¢ stata calcolata in base alla

curva dose-risposta ed espressa come IC50.

Citotossicita in vitro del Trimetrexate

In una prima serie di esperimenti, 1’efficacia in vifro del TMTX ¢ stata determinata nelle
linee cellulari di osteosarcoma umano farmaco-sensibili U-20S e Saos-2 e nelle loro varianti

MTX-resistenti € nelle varianti DX-resistenti € CDDP-resistenti con elevati livelli di
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resistenza determinando 1’inibizione della crescita dopo 96 ore di esposizione al farmaco alle
dosi di 3ng/ml (0.01 uM) e 10ng/ml (0.02 uM).
Inoltre, nelle linee cellulari U-20S e Saos-2 e nelle loro varianti MTX-resistenti la sensibilita

al TMTX ¢ stata calcolata in base alla curva dose-risposta ed espressa come IC50.

Citotossicita in vitro di NBDHEX

La sensibilita in vitro a NBDHEX ¢ stata calcolata in base alla curva dose-risposta ed
espressa come IC50 in linee di osteosarcoma umano farmaco-sensibili e in linee cellulari

selezionate per la resistenza al CDDP.

33



Materiali e Metodi

Analisi delle interazioni reciproche tra i diversi

farmaci

Per studiare in vitro le interazioni tra il PNU-159548, il TMTX ¢ NBDHEX e i farmaci
impiegati nella chemioterapia convenzionale dell’osteosarcoma, le linee cellulari di
osteosarcoma umano sono state trattate con diversi schemi di combinazione tra farmaci.

In esperimenti di somministrazione simultanea di farmaci, le linee cellulari sono state trattate
contemporaneamente con PNU-159548, TMTX o NBDHEX assieme a DX, MTX o CDDP. In
questi esperimenti tutti i farmaci sono stati usati a dosi equitossiche, corrispondenti alle dosi
risultanti nell’inibizione della crescita del 30% (IC30) dopo 96 ore di trattamento con il
singolo farmaco.

In esperimenti di valutazione sequenziale di farmaci, le linee cellulari di osteosarcoma umano
sono state esposte in modo sequenziale per un totale di 96 ore a concentrazioni equitossiche di
PNU-159548, TMTX o NBDHEX e quindi, dopo la loro rimozione, a DX, MTX o CDDP.

Lo stesso schema di trattamento ¢ stato ripetuto trattando le cellule con uno dei farmaci
convenzionali seguito dal PNU-159548, TMTX o NBDHEX. In questi esperimenti tutti 1
farmaci sono stati usati a concentrazioni equitossiche, corrispondenti alle dosi risultanti nel

30% dell’inibizione della crescita (IC30) dopo 48 ore di trattamento con il singolo farmaco.
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Calcolo del coefficiente di interazione tra farmaci

L’effetto delle associazioni tra farmaci ¢ stato valutato in termini di additivita, antagonismo
o sinergismo confrontando i dati ottenuti dagli esperimenti di trattamento con farmaco singolo
e quelli derivanti dall’uso combinato di due farmaci. Per definire il tipo di interazione, per
ogni specifica associazione ¢ stato calcolato un coefficiente di interazione (CI) utilizzando la
formula seguente (Kano Y, 1988):

CI=[(D)1/(Dx)1] + [(D)2/(Dx)2]

dove (Dx)1 e (Dx)2 sono, rispettivamente, le dosi del farmaco 1 e del farmaco 2 necessarie
per produrre una determinata percentuale di inibizione della crescita quando usati

singolarmente; (D)] e (D)2 sono, rispettivamente, le dosi del farmaco 1 e del farmaco 2

associazione. Quando CI=1 I’interazione ¢ considerata additiva; quando CI<1 I’interazione ¢
considerata sinergica; quando CI>1 I’interazione ¢ considerata antagonista.

I dati sono stati ulteriormente analizzati mediante 1’uso di un software (CalcuSyn, software for
dose effect analysis, Biosoft, Cambridge UK), e la valutazione degli isobologrammi relativi ad

ogni schema di trattamento combinato.
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Analisi del ciclo cellulare

Effetti del PNU-159548 sul ciclo cellulare

La determinazione degli effetti del PNU-159548 sul ciclo cellulare ¢ stata condotta
seminando 20.000 cellule/cm? in IMDM al 10% FBS. Dopo 24 ore dalla semina, il terreno di
coltura ¢ stato cambiato con IMDM al 10% di FBS senza (controllo) o con PNU-159548 alle

concentrazioni di IC50 caratteristiche di ciascuna linea cellulare. Dopo 24, 48, 72 ore di
trattamento con il farmaco, le cellule sono state incubate con 10iM di bromodeossiuridina
(Sigma-Aldrich) per 1 ora a 37°C in atmosfera umidificata al 5% di CO,, raccolte e infine

fissate in etanolo al 70% per 30 minuti.

Dopo la denaturazione del DNA con HCI 2N, le cellule sono state incubate con I’anticorpo
monoclonale anti-bromodeossiuridina B44 (Becton Dickinson, San Jose, CA) diluito 1:4,
seguito da un anticorpo anti-mouse FITC (Sigma-Aldrich) diluito 1:20 in soluzione salina di
fosfato tamponata (PBS). Per la contemporanea determinazione del contenuto in DNA, la
sospensione cellulare ¢ stata risospesa in una soluzione di ioduro di propidio 20 pg/ml
(Sigma-Aldrich). Tutti 1 campioni sono stati analizzati tramite citometro a flusso
(FACSCalibur; Becton Dickinson) per determinare la distribuzione delle singole popolazioni

nelle varie fasi del ciclo cellulare.
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Determinazione dell’apoptosi

Per la determinazione e la quantificazione dell’apoptosi, 10.000 cellule/cm? sono state
seminate in IMDM al 10% FBS in petri da 60 mm di diametro. Dopo 24 ore, il terreno di
coltura ¢ stato cambiato con IMDM al 10% di FBS senza (controllo) o con la concentrazione
dell’IC50 caratteristica di ciascuna linea cellulare di PNU-159548, di TMTX o di NBDHEX.
Per la rilevazione morfologica dei nuclei cellulari dopo 24, 48 e 72 ore di trattamento
farmacologico per il PNU-159548 e 96 ore per TMTX e NBDHEX, le cellule sono state
fissate in metanolo: acido acetico (3:1 vol:vol) per 15 minuti e quindi colorate con Hoechst
33258 50 ng/ml (Sigma-Aldrich).

I nuclei cellulari che mostravano tre o piu corpi di cromatina addensata sono stati considerati
apoptotci. Per ciascun campione, la percentuale di nuclei apoptotici ¢ stata determinata
contando 1.000 cellule.

Oltre all’aspetto morfologico dei nuclei cellulari, la determinazione e la quantificazione delle
cellule apoptotiche dopo trattamento con PNU-159548 ¢ stata determinata anche tramite il test
annessina-V. Questo test, che si basa sull’analisi citometrica a flusso della marcatura
annessina-V-FITC in cellule in sospensione, ¢ stata condotta usando MBL MEBCYTO
Apoptosis kit (Medical & Biological Laboratories, Naka-ku Nagoya, Japan) seguendo il
protocollo fornito dal produttore.

La marcatura con 20 pg/ml di ioduro di propidio (PI) ¢ stata usata per discriminare le cellule
necrotiche (che presentano simultanea incorporazione sia di annessina sia di PI) dalle cellule

apoptotiche (che incorporano solo I’annessina).
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Incorporazione intracellulare di Doxorubicina e

PNU-159548

Utilizzando la naturale fluorescenza rossa della DX e del PNU-159548, I’incorporazione
intracellulare dei due farmaci ¢ stata valutata e quantificata in tutte le linee cellulari farmaco-
sensibili, e nelle varianti U-20S e Saos-2 con elevati livelli di resistenza alla DX, MTX o
CDDP.

Per definire le condizioni ottimali per I’incorporazione del PNU-159548, una sospensione di
200.000 cellule/ml in IMDM al 10% FBS delle linee cellulari U-20S e Saos-2 ¢ stata incubata
con concentrazioni di PNU-159548 comprese tra 0.01 e 0.20 pM a 37°C per diversi tempi
(variabili dai 15 minuti fino alle 4 ore). Dopo I’incorporazione del farmaco, la sospensione
cellulare ¢ stata incubata con fluoresceina diacetato 1 mg/ml (Sigma-Aldrich) per 10 minuti a
4°C, lavata con PBS e immediatamente analizzate con un microscopio a fluorescenza.
L’incorporazione del farmaco ¢ stata valutata solo nelle cellule vitali, rilevabili dalla
fluorescenza verde della fluoresceina diacetato (Baldini N, 1992, Baldini N, 1995).

Le condizioni ottimali per determinare 1’incorporazione del PNU-159548 sono state fissate in
0.08 UM di PNU-159548 per 30 minuti a 37°C, in cui si ha invariabilmente una morte
cellulare inferiore al 3%. Quindi, per ogni linea cellulare, la quantita di farmaco intracellulare
incorporata ¢ stata determinata e quantificata mediante citometro a flusso (FACSCalibur;
Becton Dickinson) dopo incubazione della sospensione cellulare con 0.08 pM di PNU-159548
o DX a 37°C per 30 minuti.

Per analizzare la modalita di distribuzione intracellulare di DX e PNU-159548,
I’incorporazione di farmaco ¢ stata eseguita anche in cellule aderenti.

Nel secondo caso, 10.000 cellule/cm? sono state seminate in petri da 60 mm di diametro in
IMDM 10% FBS. Dopo 24 ore dalla semina, il terreno di coltura ¢ stato cambiato con terreno
contenente 0.08 UM di PNU-159548 o di DX e le cellule sono state incubate per 30 minuti a
37°C. Dopo la rimozione del farmaco, il monostrato cellulare ¢ stato lavato brevemente con
PBS e quindi immediatamente analizzato con un microscopio a fluorescenza collegato ad un
sistema di citofluorimetria statica (Photometrics Sensys charge-coupled device camera;

QUIPS XL Genetic Workstations; Abbott-Vysis Inc., Downers Grove, IL). La stessa metodica
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¢ stata impiegata per analizzare la modalita di distribuzione intracellulare di farmaco nelle

cellule in sospensione.
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Citotossicita in vitro del PNU-159548

Un primo paragone tra I’efficacia in vitro del PNU-159548 e la DX ¢ stato effettuato
usando concentrazioni di farmaco comprese tra 0,01 e 0,03 M, che sono almeno 10 volte piu
basse dei livelli plasmatici che il PNU-159548 ha raggiunto in studi clinici di Fase I e Fase II
(De Jonge MJ, 2002; Moneta D, 2003).

Tutte le linee cellulari sono risultate essere molto sensibili sia al PNU-159548 sia alla DX,
senza nessuna differenza statisticamente significativa tra questi due farmaci, nonostante la
bassa concentrazione di farmaco usata in questi esperimenti (Tabella 3).

Per meglio paragonare 1’efficacia di questi due farmaci, sono state determinate le IC50 sia del
PNU-159548 sia della DX per ciascuna linea cellulare (Tabella 4). Il paragone tra i1 valori
delle IC50 del PNU-159548 e della DX hanno confermato che, nelle linee cellulari di
osteosarcoma farmaco-sensibili, 1 due farmaci presentano attivita in vitro molto simile.

Infatti, non vi sono state differenze statisticamente diverse tra i valori di IC50 del PNU-

159548 (valori compresi tra 0,002 — 0,050 UM, con un valore medio di 0,022 pM) e quelle

della DX (valori compresi tra 0,003 — 0,033 pM, con un valore medio di 0,017 pM) (Tabella
4).

La determinazione dei valori di IC50 del PNU-159548 nelle linee cellulari di osteosarcoma
farmaco-resistenti, ha rilevato una notevole sensibilita al PNU-159548 in tutte le linee
cellulari, con valori di IC50 compresi tra 0,002 — 0,044 UM (valore medio di 0,015 pM)
(Tabella 5).

In particolare, il PNU-159548 ha mostrato efficacia simile nelle linee cellulari parentali U-
20S o Saos-2 e nelle loro varianti DX- e MTX- resistenti, senza sostanziali differenze
significative tra i1 valori delle rispettive IC50 (Tabella 5).

Le varianti CDDP-resistenti sono risultate essere leggermente meno sensibili al PNU-159548
rispetto alle linee cellulari parentali e a tutte le altre varianti farmaco-resistenti. Le differenze
tra 1 valori di IC50 al PNU-159548 nelle linee cellulari CDDP-resistenti non sono risultate
statisticamente diverse da quelle delle altre linee cellulari e rientrano nell’intervallo di quello
delle altre linee considerate in questi studio (Tabelle 4 e 5).

Considerando insieme tutti questi risultati, appare che la media dei valori di IC50 del PNU-

159548 di tutte le linee cellulari considerate per questo studio sia piuttosto bassa (0,016 uM) e
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che non vi siano differenze tra le medie dei valori di IC50 del PNU-159548 delle linee

cellulari farmaco-sensibili (0,017 uM) e delle linee cellulari farmaco-resistenti (0,015 pM).
Queste osservazioni hanno indicato una generale alta efficacia del PNU-159548 nelle linee

cellulari di osteosarcoma e la mancanza di resistenza crociata con i1 farmaci convenzionali.

Analisi delle interazioni tra PNU-159548 e i farmaci

chemioterapici convenzionali

L’efficacia in vitro del PNU-159548 in associazione con DX, MTX o CDDP ¢ stata
valutata dopo esposizione sia simultanea sia sequenziale.
Come mostrato in Tabella 6, la contemporanea somministrazione nelle linee cellulari
farmaco-sensibili di PNU-159548 e uno dei farmaci convenzionali, ha prodotto
principalmente effetti additivi o sinergici. Solo poche interazioni antagoniste sono state
osservate tra il PNU-159548 e la DX (nella linea cellulare IOR/OS14), tra il PNU-159548 e il
MTX (nelle linee cellulari U-20S, Saos-2 ¢ SARQG), o tra il PNU-159548 ¢ il CDDP (nella
linea cellulare IOR/OS18).
Nel gruppo delle varianti farmaco-resistenti, la contemporanea somministrazione di due
farmaci ¢ stata effettuata somministrando il PNU-159548 insieme al farmaco di selezione.
Nelle varianti DX-resistenti, la contemporanea somministrazione del PNU-159548 e della DX
¢ risultata in un effetto sinergico (varianti U-20S) o additivo (varianti Saos-2) (Tabella 6).
Un effetto additivo ¢ stato trovato anche quando il PNU-159548 ¢ stato somministrato in
associazione con il CDDP nelle varianti CDDP-resistenti, mentre nelle varianti MTX-
resistenti sono stati osservati solamente effetti antagonisti dopo contemporanea
somministrazione di PNU-159548 e MTX (Tabella 6).
Esperimenti di esposizione sequenziale di due farmaci sono stati eseguiti somministrando
come primo farmaco il PNU-159548 seguito immediatamente da DX, MTX o CDDP, come
pure ¢ stata effettuato anche lo schema di somministrazione inverso di esposizione dei farmaci
(DX, MTX o CDDP come primo farmaco, seguito da PNU-159548).
Esperimenti di esposizione sequenziale sono stati condotti nelle linee cellulari parentali (U-

20S e Saos-2) ¢ nelle loro varianti farmaco-resistenti con elevati livelli di resistenza a DX,
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MTX o CDDP, le quali sono state trattate con il PNU-159548 e il farmaco di selezione.

Come mostrato in Tabella 7, sia nelle linee cellulari farmaco-sensibili sia nelle linee cellulari
farmaco-resistenti, gli effetti osservati sono stati additivi o sinergici quando le cellule erano
trattate con il PNU-159548 come primo farmaco seguito immediatamente da DX, MTX o
CDDP.

L’ordine inverso di somministrazione dei farmaci ha prodotto effetti completamenti diversi,
risultando sempre in interazioni antagoniste, con la sola eccezione di un effetto additivo con la

DX nelle linee cellulari farmaco-sensibili (Tabella 7).

Effetti del PNU-159548 sul ciclo cellulare e apoptosi

L’analisi delle alterazioni delle fasi del ciclo cellulare indotte dal PNU-159548 sono state
esaminate in tutte le linee cellulari di osteosarcoma farmaco-sensibili, cosi come nelle varianti
U-20S e Saos-2 che presentano elevati livelli di resistenza alla DX, MTX o CDDP.

Il trattamento delle linee cellulari con le loro corrispondenti dosi di IC50 del PNU-159548 ha
indotto un accumulo in fase G2/M, con un parallelo decremento nella percentuale delle cellule
in fase G0/G1 (Figura 15).

Il picco dell’accumulo in fase G2/M ¢ stato raggiunto dopo 48-72 ore di trattamento con il
farmaco, mentre tempi di incubazione piu brevi non hanno prodotto nessun effetto evidente
sulla distribuzione delle fasi del ciclo cellulare.

Questi dati indicano che, nelle linee cellulari di osteosarcoma umano, il PNU-159548 ha
indotto un blocco parziale delle cellule in fase G2/M e un rallentamento nella progressione
cellulare dalla fase G1 alla fase G2/M.

Sulle stesse linee cellulari in cui ¢ stata effettuata 1’analisi del ciclo cellulare ¢ stato, inoltre,
valutato anche ’effetto del PNU-159548 sull’apoptosi dopo trattamento con dosi di farmaco
corrispondenti alle IC50 di ciascuna linea cellulare. La valutazione morfologica dell’apoptosi
dopo colorazione nucleare con Hoechst 33258, non ha evidenziato aumenti statisticamente
significativi nella percentuale di cellule apoptotiche se paragonata all’appropriato controllo,
né in linee cellulari farmaco-sensibili né in linee cellulari farmaco-resistenti. In accordo con

questi dati, anche il test con annessina-V non ha rilevato induzione di apoptosi cellulare o
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necrosi.
Nel loro insieme, i dati sul ciclo cellulare e 1’apoptosi, indicano che in queste condizioni
sperimentali, il PNU-159548 ha un effetto citostatico piuttosto che citotossico sia nelle linee

cellulari di osteosarcoma farmaco-sensibili che farmaco-resistenti.

Incorporazione intracellulare di Doxorubicina e PNU-159548

L’analisi dell’incorporazione intracellulare di farmaco mediante citometria a flusso ha
mostrato che vi ¢ stata incorporazione di PNU-159548 nella maggior parte delle cellule in
tutte le linee cellulari (Figura 16 A).

La valutazione dell’incorporazione della DX ha riportato risultati simili, con la sola eccezione
delle varianti DX-resistenti, in cui la percentuale di cellule incorporanti la DX ¢ stata
significativamente piu bassa rispetto a quella di tutte le altre linee cellulari (P<0.05; Figura
16 A).

Misurazioni effettuate mediante citofluorimetria a flusso di incorporazione del farmaco hanno
evidenziato che tutte le linee cellulari incorporano quantita simili di PNU-159548 (Figura 16
B).

La quantificazione dell’incorporazione della DX ha mostrato risultati simili, con un lieve,
statisticamente non significativo decremento di accumulo di farmaco nelle linee cellulari DX-
resistenti.

L’analisi della distribuzione intracellulare dei farmaci mediante I’impiego della microscopia a
fluorescenza ha messo in evidenza che tutte le linee cellulari hanno incorporato il PNU-
159548 sia nel citoplasma sia nel nucleo, mentre la DX ¢ incorporata prevalentemente nel
nucleo in tutte le linee cellulari farmaco-sensibili e farmaco-resistenti con la sola eccezione
delle varianti DX-resistenti in cui si ha accumulo del farmaco nel citoplasma ma non nel

nucleo (Figura 17).
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Citotossicita in vitro del Trimetrexate

L'efficacia in vitro del TMTX ¢ risultata invariabilmente maggiore rispetto a quella del
MTX sia nelle linee cellulari di osteosarcoma farmaco-sensibili U-20S e Saos-2 che in tutte le
loro varianti MTX-resistenti. Infatti, 1 valori di IC50 per il TMTX sono sempre piu bassi
rispetto a quelli del MTX in tutte le linee cellulari, a prova di una generale maggiore
sensibilita a questo farmaco (Tabella 8).

L’analisi della sensibilita in vitro al TMTX ha evidenziato ’esistenza di una resistenza
crociata a questo farmaco nelle varianti MTX-resistenti della linea U-20S (con la sola
eccezione della linea U20S/MTX3) ma non in quelle della linea Saos-2 (Tabella 8). Questo
dato indica che le varianti MTX-resistenti derivate dalla linea U-20S possono avere
sviluppato resistenza al MTX attraverso meccanismi cellulari e biomolecolari in grado di
interagire anche con la sensibilita cellulare al TMTX.

La sensibilita in vitro al TMTX ¢ stata analizzata nelle linee cellulari di osteosarcoma
farmaco-sensibili U-20S e Saos-2 e nelle varianti MTX-resistenti trattandole con TMTX alle
concentrazioni di 3 ng/ml e 10 ng/ml per 96 ore, in cui ¢ stato osservato che le varianti MTX-
resistenti derivanti dalle U-20S sono meno sensibili al TMTX rispetto alle varianti MTX-
resistenti derivanti dalle Saos-2 (Figura 18) a conferma del dato ottenuto dal confronto delle
IC50.

Lo stesso schema sperimentale ¢ stato eseguito anche nelle varianti U-20S e Saos-2 che
presentano elevati livelli di resistenza alla DX o al CDDP, da cui ¢ risultato che entrambe le
varianti DX-resistenti sono risultate essere poco sensibili al TMTX (Figura 19) per la
possibile presenza di resistenza crociata tra i due farmaci. Entrambe le varianti CDDP-
resistenti, invece, sono abbastanza sensibili al TMTX indicando 1’assenza di resistenza

crociata tra il CDDP e il TMTX (Figura 20).
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Analisi delle interazioni tra Trimetrexate e i farmaci

chemioterapici convenzionali

L’efficacia in vitro del TMTX in associazione con DX o CDDP ¢ stata valutata dopo
somministrazione simultanea di due farmaci.
Come mostrato in Tabella 9, la contemporaneca somministrazione nelle linee cellulari
farmaco-sensibili e DX-resistenti di TMTX e DX, ha prodotto principalmente effetti
antagonisti, con la sola eccezione della linea cellulare U-20S in cui ¢ stato riscontrato un
effetto additivo.
Nelle linee cellulari farmaco-sensibili U-20S e Saos-2 ¢ nelle loro varianti CDDP-resistenti,
la contemporanea somministrazione di TMTX e CDDP ha prodotto principalmente effetti
additivi (Tabella 9).
Esperimenti di esposizione sequenziale sono stati eseguiti somministrando come primo
farmaco il TMTX seguito da DX o CDDP, come pure ¢ stato effettuato lo schema di
trattamento inverso di somministrazione di farmaci (DX o CDDP come primo farmaco
seguito da TMTX).
Gli esperimenti di esposizione sequenziale sono stati condotti nelle linee cellulari parentali U-
20S e Saos-2 e nelle loro varianti farmaco-resistenti con elevati livelli di resistenza alla DX e
al CDDP. Come mostrato in Tabella 10, sia nelle linee cellulari farmaco-sensibili sia nelle
linee cellulari farmaco-resistenti, gli effetti osservati sono stati additivi o sinergici quando le
cellule sono state trattate con il TMTX come primo farmaco seguito immediatamente da DX o
CDDP. La sequenza opposta ha invece prodotto effetti additivi nelle linee farmaco-sensibili

ed effetti antagonisti nelle linee resistenti ad entrambi 1 farmaci (Tabella 10).

Effetti del Trimetrexate sull’apoptosi

E stato valutato ’effetto del TMTX sull’apoptosi in linee cellulari farmaco-sensibili U-
20S e Saos-2 e nelle loro varianti MTX-resistenti dopo trattamento con 30 ng/ml di farmaco

per 96 ore.
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La valutazione morfologica dell’apoptosi dopo colorazione nucleare con Hoechst 33258, non
ha evidenziato aumenti statisticamente significativi nella percentuale di cellule apoptotiche se
paragonata all’appropriato controllo nella linea cellulare U-20S e nelle sue varianti MTX-
resistenti (Figura 21 A), mentre nella linea cellulare Saos-2 e nelle sue varianti MTX-
resistenti si evidenzia una induzione dell’apoptosi, statisticamente significativa (p < 0,05)

rispetto all’appropriato controllo (Figura 21 B).
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Citotossicita in vitro di NBDHEX

L’attivita in vitro di NBDHEX ¢ stata valutata su un pannello di linee cellulari di
osteosarcoma umano sia farmaco-sensibili sia CDDP-resistenti derivanti dalle linee cellulari
U-20S e Saos-2. Come mostrato in Tabella 11, tutte le linee cellulari sono risultate essere
molto sensibili al farmaco, mostrando elevati livelli di inibizione della crescita cellulare (in
termini di IC50) rispetto alle basse concentrazioni di farmaco usate negli esperimenti.

Nelle linee resistenti al CDDP, NBDHEX ¢ risultato essere piu efficace nelle linee con i piu

elevati livelli di resistenza al CDDP (Tabella 11) cui corrispondono anche aumentati livelli di

GSTm

Analisi delle interazioni tra NBDHEX e i farmaci chemioterapici

convenzionali

L’efficacia in vitro di NBDHEX in associazione con CDDP ¢ stata valutata dopo
esposizione sia simultanea sia sequenziale di due farmaci.
Come mostrato in Tabella 12, la contemporanea somministrazione nelle linee cellulari U-
20S e Saos-2 e in tutte le loro varianti CDDP-resistenti, di NBDHEX e CDDP ha prodotto
principalmente effetti additivi con la sola eccezione della linea U2/CDDP4ug in cui si ¢
verificato un effetto sinergico.
Esperimenti di esposizione sequenziale sono stati eseguiti somministrando come primo
farmaco NBDHEX seguito immediatamente da CDDP, come pure ¢ stata effettuato anche lo
schema inverso di somministrazione dei farmaci (CDDP come primo farmaco seguito da
NBDHEX). Esperimenti di esposizione sequenziale sono stati condotti nelle linee cellulari
parentali U-20S e Saos-2 e nelle loro varianti CDDP-resistenti. Come mostrato in Tabella 13
gli effetti osservati sono stati principalmente additivi in entrambi gli schemi di trattamento

con qualche effetto sinergico nelle linee U2/CDDPI1pg e Sa/CDDPI1g quando NBDHEX ¢

stato somministrato come primo farmaco e, sempre nella linea cellulare U2/CDDP1pg,

quando NBDHEX ¢ stato somministrato come secondo farmaco (Tabella 13).
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Effetti di NBDHEX sull’apoptosi

\

E stato valutato I’effetto di NBDHEX sull’apoptosi in linee cellulari farmaco-sensibili U-
20S e Saos-2 e nelle loro varianti resistenti con elevati livelli di resistenza al CDDP dopo
trattamento con 4 UM di farmaco per 96 ore.

La valutazione morfologica dell’apoptosi dopo colorazione nucleare con Hoechst 33258 ha
evidenziato una lieve induzione dell’apoptosi in tutte le linee cellulari considerate che ¢
risultata essere statisticamente significativa se paragonata all’appropriato controllo (Figura

22).
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Discussione

Lo sviluppo della farmaco-resistenza ¢ un problema clinico abbastanza comune e piuttosto
rilevante che riduce significativamente 1'efficacia della chemioterapia in diversi tumori umani.
Nell'osteosarcoma ad alto grado, in particolare, la risposta al trattamento chemioterapico € uno
dei fattori determinanti per il successo terapeutico e, di conseguenza, per la prognosi del
paziente (Baldini N, 1999; Bacci G, 2000, Bramwell VH, 2000). L'attuale schema di
trattamento dell'osteosarcoma ad alto grado associa alla rimozione chirurgica del tumore
trattamenti di chemioterapia pre- e post-operatoria (chemioterapia neoadjuvante) basati
principalmente sull'impiego di doxorubicina, methotrexate ad alte dosi, cisplatino e
ifostamide (Bramwell VH, 1997; Bruland OS, 1997; Bacci G, 2000; Ferrari S, 2001, Ferrari
S, 2005). Nonostante l'impiego di protocolli chemioterapici particolarmente aggressivi,
permane tuttavia un numero rilevante di pazienti (che si aggira attorno al 30-40% dei casi) che
non rispondono in maniera adeguata al trattamento farmacologico e presentano, in genere, una
prognosi avversa con precoce sviluppo di metastasi polmonari e rapida progressione della
malattia (Bacci G, 1993; Bramwell VH, 1997; Bruland OS 1997; Bacci G, 2000; Bacci G,
2001; Ferrari S, 2001; Ferrari S, 2005).

Studi clinici e sperimentali volti ad identificare 1 parametri dotati di maggiore valore
prognostico nell'osteosarcoma ad alto grado hanno evidenziato nella necrosi chemioindotta
dal trattamento pre-operatorio, nel volume del tumore, nell'eta del paziente e nell'espressione
della P-glicoproteina al momento della diagnosi fattori in grado di predire la risposta clinica
del tumore al trattamento farmacologico e/o la prognosi del singolo paziente (Davis AM 1994,
Baldini N, 1995a; Bramwell VH, 1997; Bruland OS, 1997; Chan HS, 1997; Baldini N, 1999;
Bramwell VH, 2000, Ferrari S, 2001; Serra M, 2003; Serra M, 20006).

Diversi studi hanno, infatti, dimostrato come una scarsa risposta istologica al trattamento pre-
operatorio in termini di necrosi chemioindotta, un volume della massa tumorale superiore a
150ml al momento della diagnosi ed un’eta pediatrica (inferiore a 12 anni) del paziente siano
fattori spesso associati ad una ridotta risposta clinica al trattamento farmacologico e/o ad
un’aumentata probabilita di ricaduta e conseguente cattiva prognosi (Bacci G, 1993, Davis

AM, 1994; Bramwell VH, 1997, Bruland OS, 1997; Bacci G, 2000, Ferrari S, 2001).

Fra i marcatori biologici finora analizzati, 'aumentata espressione della P-glicoproteina al

momento della diagnosi, ¢ risultata essere il marcatore prognostico negativo piul importante
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nell'osteosarcoma ad alto grado, essendo correlata ad un elevato rischio di ricaduta, con
sviluppo di metastasi polmonari, e ad una prognosi particolarmente sfavorevole che si traduce
in una percentuale di sopravvivenza non superiore al 40% dei pazienti (Baldini N, 1995; Chan
HS, 1997, Baldini N, 1999; Serra M, 2003, Serra M, 2006).

La P-glicoproteina ¢ una proteina di membrana deputata al trasporto nell'ambiente
extracellulare di sostanze potenzialmente tossiche per la cellula, comprese le tossine derivate
dal metabolismo endocellulare ma anche farmaci chemioterapici come le antracicline
(Goldstein LJ, 1989, Gottesman MM, 1993).

Le antracicline sono tra 1 farmaci piu importanti nella chemioterapia dell’osteosarcoma, in
particolare la doxorubicina ¢ il farmaco che risulta essere piu attivo sebbene effetti tossici
(soprattutto cardiomiopatia dose-dipendente) e farmaco-resistenza naturale o acquisita
(principalmente dovuta ad aumentati livelli del gene MDRI e del suo prodotto la P-
glicoproteina) limitino la sua efficacia clinica (Smith MA, 1991; Blaney SM, 1993, Bramwell
VH, 1997, Baldini N, 1999).

Poiché le antracicline sono ampiamente usate, non solo per il trattamento dell’osteosarcoma,
ma anche di molti altri tumori umani, negli ultimi dieci anni sono state compiute ricerche nel
tentativo di ridurre la tossicita e aumentare 1’attivita di questa potente classe di farmaci. Una
di queste strategie ¢ stata quella di sintetizzare una nuova classe di farmaci antitumorali
attraverso modificazioni della struttura chimica dell’antraciclina.

I1 PNU-159548 (ladirubucina) ¢ il prototipo di una nuova classe di farmaci derivanti dalle
antracicline e che possiede un duplice meccanismo d’azione: si intercala al DNA e alchila la
guanina in posizione N’ e I’adenina in posizione N? nel solco maggiore del DNA (Marchini S,
1995).

Draltra parte, ¢ interessante notare che negli animali, a dosi equimielotossiche, il PNU-159548
¢ risultato essere meno cardiotossico della doxorubicina (Geroni C, 2001), dato che ¢ stato
confermato in studi di Fase I in pazienti con diversi tumori solidi in cui non ¢ stata riscontrata

cardiotossicita al PNU-159548 somministrando dosi comprese tra 1 e 16 mg/m? (la C

raggiunta era compresa tra 0.5 e 1.5 UM) (De Jonge MJ, 2002; Moneta D, 2003).

La combinazione dell’attivita intercalante e alchilante nella stessa molecola, senza 1’effetto
cardiotossico delle antracicline, ha ulteriormente indicato il PNU-159548 come eccellente
candidato per lo sviluppo clinico in oncologia, con particolare riguardo per quelle neoplasie in

cui, come per ’osteosarcoma, le antracicline svolgono un ruolo essenziale nel trattamento
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chemioterapico della malattia.

Finora non sono stati riportati dati che riguardino Dattivita del PNU-159548
nell’osteosarcoma, percio in questo studio, ¢ stata valutata la sua tossicita ed efficacia in un
ampio pannello di linee cellulari di osteosarcoma umano farmaco-sensibili e farmaco-
resistenti.

Nel modello sperimentale impiegato, il PNU-159548 ¢ risultato essere molto efficace sia nelle
linee cellulari farmaco-sensibili sia in quelle farmaco-resistenti. Di particolare interesse ¢ stata
I’osservazione che questo farmaco mantiene la sua efficacia anche in linee cellulari di
osteosarcoma resistenti, che presentano un fenotipo farmaco-resistente come conseguenza
dell’amplificazione/sovraespressione del gene MDRI e aumentati livelli della P-glicoproteina
(Serra M, 1993, Scotlandi K, 1994).

In accordo con questi risultati, I’incorporazione intracellulare del PNU-159548 non ¢ risultata
essere influenzata dalla presenza di elevati livelli della P-glicoproteina, essendo il PNU-
159548 in grado di accumularsi allo stesso modo sia nelle linee cellulari farmaco-sensibili sia
resistenti alla doxorubicina.

Questi dati indicano che la presenza simultanea di uno scheletro antraciclinico e un gruppo
con proprieta alchilanti nella stessa molecola del PNU-159548 puo generare un meccanismo
d’azione e resistenza diverso da quello delle antracicline classiche.

Nel modello sperimentale di questo studio, il PNU-159548 ¢ risultato essere attivo anche in
linee cellulari di osteosarcoma resistenti al methotrexate o al cisplatino, con un’efficacia
simile a quella sulle linee cellulari farmaco-sensibili. Questi dati sono indicativi della
mancanza di un meccanismo di resistenza crociata tra il PNU-159548 e il methotrexate o il
cisplatino, che insieme alla doxorubicina, sono i farmaci antitumorali maggiormente impiegati
nella chemioterapia dell’osteosarcoma.

Di particolare interesse ¢ stata 1’osservazione che tutte le linee cellulari di osteosarcoma
presentano valori di IC50 del PNU-159548 che sono almeno 10 volte inferiori a quelli della
concentrazione plasmatica massima raggiunta dal PNU-159548 in clinica in studi di Fase I
(De Jonge MJ, 2002; Moneta D, 2003), suggerendo che il trattamento di pazienti con
osteosarcoma con il PNU-159548 puo essere possibile ed effettuabile a dosaggi clinicamente
utilizzabili.

Per verificare la possibilita di effettuare trattamenti combinati con il PNU-159548 e i farmaci

antitumorali convenzionali, sono state studiate le interazioni tra il PNU-159548 e
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doxorubicina, methotrexate e cisplatino, sia in linee cellulari farmaco-sensibili sia in linee
cellulari farmaco-resistenti.

La contemporanea somministrazione del PNU-159548 e doxorubicina, methotrexate o
cisplatino in linee cellulari farmaco-sensibili, ha prodotto principalmente interazioni additive
o sinergiche. I dati ottenuti nelle varianti farmaco-resistenti hanno mostrato che il PNU-
159548 puo essere efficacemente impiegato in combinazione con la doxorubicina o il
cisplatino, ma non con il methotrexate.

Infatti, la contemporanea somministrazione del PNU-159548 e doxorubicina o cisplatino ha
prodotto effetti additivi o sinergici, mentre nelle varianti MTX-resistenti la combinazione del
PNU-159548 e il methotrexate ha prodotto invariabilmente effetti antagonisti.

Sono disponibili solamente pochi dati per poter spiegare la possibile causa dei diversi effetti
della combinazione tra questi farmaci.

La capacita del PNU-159548 di intercalare e alchilare il DNA puo spiegare la sua interazione
positiva con gli altri farmaci che hanno come bersaglio il DNA ma con diversi meccanismi
d’azione come la doxorubicina o il cisplatino, anche in linee cellulari che sono resistenti a
questi farmaci.

L’interazione antagonista del PNU-159548 con il methotrexate, che ¢ stata osservata in tre
linee cellulari farmaco-sensibili e in tutte le varianti MTX-resistenti, pud parzialmente essere
spiegata dall’effetto del PNU-159548 sul ciclo cellulare. Infatti, I’efficacia del methotrexate ¢
strettamente legata alla presenza di cellule in attiva proliferazione (Calvert H, 1999). Quindi il
parziale blocco del ciclo cellulare indotto dal PNU-159548, che ¢ piu pronunciato nelle tre
linee cellulari farmaco-sensibili in cui I’interazione con il methotrexate ¢ stata antagonista
rispetto alle altre linee, pud essere responsabile della simultanea riduzione dell’efficacia del
methotrexate e del conseguente effetto antagonista di questa combinazione.

D’altra parte, dal momento che lo stesso effetto del PNU-159548 sul ciclo cellulare era
presente anche nelle varianti MTX-resistenti, la contemporanea somministrazione di entrambi
1 farmaci puo aver annullato completamente la bassa efficacia che il methotrexate ancora
manteneva in queste cellule, risultando nell’effetto antagonista osservato.

Interessanti osservazioni aggiuntive sono derivate da esperimenti di somministrazione
sequenziale.

La piu alta efficacia in vitro ¢ stata raggiunta quando il PNU-159548 ¢ stato somministrato

come primo farmaco, seguito immediatamente da doxorubicina, methotrexate o cisplatino.
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Questa sequenza di somministrazione ha prodotto invariabilmente effetti additivi o sinergici
sia nelle linee cellulari farmaco-sensibili che resistenti.

Questi risultati possono essere spiegati considerando I’alta sensibilita al PNU-159548 sia delle
linee cellulari farmaco-sensibili sia delle linee cellulari resistenti, la notevole risposta al
farmaco osservata in tutte le linee cellulari dopo esposizione al PNU-159548 puo essere anche
responsabile di una conseguente aumentata sensibilita o ridotta resistenza delle stesse cellule
ai farmaci convenzionali.

In altre parole, ¢ possibile che I’efficacia dei farmaci convenzionali sia potenziata nelle cellule
che sono state precedentemente danneggiate dall’attivita del PNU-159548 di alchilare il DNA.
D’altra parte, ¢ stato trovato che, nelle varianti farmaco-resistenti, tutte le altre sequenze di
somministrazione di farmaci sono risultate avere effetti antagonisti.

Questo potrebbe dipendere dal fatto che, la prima esposizione al farmaco alla quale le cellule
sono resistenti ha un effetto negativo o compromette la loro conseguente sensibilita al PNU-
159548 attraverso meccanismi che rimangono ancora da determinare.

In conclusione, il nuovo farmaco antitumorale PNU-159548 ha mostrato elevata efficacia in
un ampio pannello di linee cellulari di osteosarcoma farmaco-sensibili e farmaco-resistenti.
Queste osservazioni, insieme con quelle osservate in assenza di resistenza crociata con la
doxorubicina, il methotrexate o il cisplatino e la possibilita di essere usato con successo in
combinazione con questi farmaci, indicano che il PNU-159548 pud essere considerato un
promettente candidato per la pianificazione di nuovi schemi terapeutici per 1 pazienti con
osteosarcoma, sebbene i protocolli di trattamento devono essere pianificati attentamente sulla

base di queste osservazioni pre-cliniche.

Lo studio di modelli sperimentali e serie cliniche di pazienti affetti da diverse neoplasie, ha
dimostrato che la resistenza al methotrexate nei tumori umani pud svilupparsi in seguito a
diversi meccanismi cellulari e/o biomolecolari, che possono variare da tumore a tumore ed
anche fra le diverse popolazioni cellulari che sono presenti all’interno della stessa neoplasia
(Bertino JR, 1993; Bertino JR, 1996).

E’ stato dimostrato come in pazienti affetti da leucemia mielocitica acuta, una neoplasia
spesso poco responsiva al trattamento con il methotrexate, il fattore responsabile della

resistenza naturale delle cellule neoplastiche al methotrexate ¢ la ridotta poli-glutammazione,
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che comporta una conseguente riduzione dell'accumulo intracellulare del farmaco (Lin JT,
1991). In un altro studio in cui invece, sono stati considerati pazienti affetti da leucemia
linfocitica acuta, la resistenza al methotrexate ¢ risultata essere dovuta ad una ridotta
incorporazione intracellulare del farmaco, dovuta ad una diminuzione dei livelli del
trasportatore di membrana RFC, assieme ad un’amplificazione del gene DHFR (Gorlick R,
1996).

I dati riportati sull'analisi dei meccanismi di resistenza al methotrexate nelle cellule di
osteosarcoma sembrerebbero indicare nell'amplificazione e/o iperespressione del gene DHFR

e nella ridotta espressione del gene RFC, 1 principali meccanismi responsabili della resistenza
naturale e acquisita al methotrexate nelle cellule di osteosarcoma (Serra M, 2004). L'analisi di
una serie di campioni clinici di osteosarcoma ad alto grado ha, infatti, messo in evidenza una
correlazione fra ridotta espressione del gene RFC e/o amplificazione del gene DHFR con una
scarsa risposta istologica al trattamento chemioterapico valutata in termini di necrosi
chemioindotta (Guo W, 1999). Lo stesso studio ha anche suggerito, ma non completamente
dimostrato, che mentre la ridotta espressione del gene RFC sembra essere principalmente
responsabile della resistenza naturale al methotrexate nelle cellule di osteosarcoma
I'amplificazione e/o iperespressione del gene DHFR sembra essere invece coinvolta nella
determinazione della resistenza acquisita al farmaco, ritrovandosi piu frequentemente nelle
metastasi polmonari insorte dopo il trattamento chemioterapico che non nei tumori primitivi
non trattati (Guo W, 1999). Questi dati confermano quindi la contemporanea presenza di
entrambi questi meccanismi nelle cellule di osteosarcoma MTX-resistenti e quindi il
coinvolgimento di entrambi questi fattori nella determinazione della resistenza al
methotrexate nelle cellule di osteosarcoma.

I dati ottenuti finora su campioni clinici di osteosarcoma hanno dimostrato che non solo la
diminuita espressione del gene RFC (Guo W, 1999, Serra M, 2004), ma anche
I'amplificazione del gene DHFR pud essere gia presente al momento della diagnosi anche in
pazienti non trattati in precedenza con farmaci chemioterapici (Serra M, 2004), suggerendo
che entrambi 1 meccanismi molecolari possono essere responsabili sia della resistenza
acquisita sia di quella naturale al methotrexate. Questo ¢ un dato di assoluta importanza e di
cui bisogna necessariamente tenere conto nella eventuale pianificazione di schemi di
trattamento alternativi basati sull'impiego di farmaci in grado di aggirare parzialmente i

meccanismi di farmaco-resistenza verso il methotrexate.
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Uno tra 1 tanti tentativi compiuti per cercare di aggirare la resistenza al methotrexate ¢
rappresentato dall’impiego di un altro farmaco antimetabolita dei folati, il trimetrexate, che in
molti tumori che non rispondevano al trattamento con il methotrexate, ha dato risultati
promettenti e che ¢ gia in uso nella pratica clinica (Chou AJ, 2006).

I1 trimetrexate ¢ un potente inibitore della DHFR che, contrariamente al methotrexate, penetra
passivamente all'interno della cellula senza ricorrere al sistema di trasporto di membrana
mediato da RFC e non risente neppure di eventuali meccanismi di resistenza dovuti ad una
diminuzione della poliglutammazione.

Sebbene l'efficacia di questo composto sia stata studiata in varie neoplasie, in diverse delle
quali viene anche attualmente incluso in protocolli di chemioterapia sperimentali per pazienti
non-responsivi agli schemi di trattamento convenzionali (Haller DG, 1997), non esistono
tuttora dati riguardanti la sua attivita in cellule di osteosarcoma umano.

Lo scopo di questo studio ¢ stato di valutare 1’efficacia pre-clinica del trimetrexate in linee
cellulari di osteosarcoma umano sia farmaco-sensibili sia farmaco-resistenti.

Nel modello sperimentale impiegato in questo studio, 1’efficacia del trimetrexate ¢ risultata
maggiore, se paragonata a quella del methotrexate, in tutte le linee cellulari considerate, sia
farmaco-sensibili sia resistenti. In particolare, si ¢ potuto notare I’esistenza di resistenza
crociata tra questo farmaco ed il methotrexate nelle varianti MTX-resistenti derivanti dalla
linea cellulare U-20S, ma non in quelle derivanti dalla linea cellulare Saos-2. Questo dato ¢
ulteriormente confermato da quelli ottenuti in esperimenti di valutazione dell’apoptosi del
trimetrexate sulle stesse linee cellulari, dove si & osservato che vi ¢ stata induzione
dell’apoptosi solamente nelle linee MTX-resistenti derivanti dalla linea cellulare Saos-2, ma
non in quelle derivanti dalla linea cellulare U-20S.

Questo si puo spiegare con il fatto che le varianti MTX-resistenti della linea cellulare U-20S,
presentano gradi di espressione crescenti del gene che codifica per la DHFR, e poiché
I’aumentata espressione di tale enzima ¢ anche il principale meccanismo di resistenza al
trimetrexate, la sua elevata espressione ¢ causa anche della ridotta risposta a questo farmaco.
Nelle varianti MTX-resistenti derivanti dalla linea Saos-2, invece, la mancata risposta al
methotrexate ¢ dovuta al decremento dell’espressione del gene che codifica per RFC, e poiché
il trimetrexate non utilizza questo trasportatore per entrare nella cellula, non ¢ influenzato da
questo meccanismo di farmaco-resistenza. L’efficacia del trimetrexate ¢ stata valutata anche

in linee cellulari di osteosarcoma resistenti alla doxorubicina e al cisplatino, da cui ¢ emerso
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che le varianti CDDP-resistenti sono abbastanza sensibili al trimetrexate indicando la
mancanza di resistenza crociata tra il trimetrexate ed il cisplatino, mentre le varianti DX-
resistenti sono risultate essere poco sensibili al trimetrexate.

Questo si puo spiegare con il fatto che il trimetrexate ¢ un farmaco idrofobico, al contrario del
methotrexate che ¢ idrofilo, per tanto, come la maggior parte delle sostanze idrofobiche ¢
substrato della P-glicoproteina (Zhao R, 2003). Poiché le linee cellulari U2/DX580 e
Sa/DX580 sono caratterizzate dall’avere elevati livelli di espressione di P-glicoproteina,
questo puod influenzare anche la risposta al trattamento con il trimetrexate, questo spiega
perché cellule selezionate per la resistenza alla doxorubicina che sovraesprimono la P-
glicoproteina presentano resistenza crociata al trimetrexate, ma non al methotrexate.

Per verificare se ¢ possibile effettuare combinazioni con il trimetrexate e i1 farmaci
antitumorali convenzionali della terapia dell’osteosarcoma, sono state studiate le interazioni
tra il trimetrexate e la doxorubicina o il cisplatino sia in linee cellulari farmaco-sensibili sia
farmaco-resistenti.

L’efficacia del trimetrexate non ¢ stata provata in combinazione con il methotrexate perché si
era pensato di sostituirlo con il trimetrexate qualora fosse risultato efficace.

La contemporanea somministrazione di trimetrexate e doxorubicina o cisplatino in linee
cellulari farmaco-sensibili, ha prodotto principalmente effetti additivi con la sola eccezione
della linea Saos-2, dove la combinazione con la doxorubicina € risultata in un’interazione
antagonista. | dati ottenuti nelle varianti farmaco-resistenti hanno mostrato che il trimetrexate
puo essere efficacemente somministrato in combinazione con il cisplatino ma non con la
doxorubicina.

Infatti, la contemporanea somministrazione del trimetrexate e cisplatino, nelle varianti CDDP-
resistenti, ha prodotto effetti additivi o sinergici, mentre nelle varianti DX-resistenti la
combinazione del trimetrexate con la doxorubicina ha prodotto invariabilmente effetti
antagonisti.

La possibile causa dei diversi effetti della combinazione tra questi farmaci, pud essere
spiegata tenendo conto dei loro meccanismi d’azione. Infatti, i due farmaci possiedono
meccanismi d’azione estremamente diversi, avendo il cisplatino come bersaglio il DNA e il
trimetrexate la sua sintesi, che li porta ad interagire positivamente.

L’interazione antagonista, invece, del trimetrexate e la doxorubicina, pud dipendere

probabilmente dal fatto che anche il trimetrexate ¢ substrato della P-glicoproteina come la
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doxorubicina, e la somministrazione contemporanea di due farmaci che sono soggetti ad uno
stesso meccanismo di farmaco-resistenza, pud non essere in grado di aggirarlo.

Interessanti osservazioni aggiuntive sono derivate da esperimenti di somministrazione
sequenziale. La piu alta efficacia in vitro ¢ stata raggiunta quando il trimetrexate ¢ stato
somministrato come primo farmaco seguito immediatamente da doxorubicina o da cisplatino.
Questa sequenza di somministrazione ha prodotto invariabilmente effetti additivi o sinergici
sia nelle linee cellulari farmaco-sensibili che resistenti.

Questi risultati, nelle linee cellulari CDDP-resistenti, possono esser spiegati considerando la
sensibilita al trimetrexate di queste linee cellulari. Infatti, ¢ possibile che il trimetrexate
bloccando la sintesi del DNA renda queste cellule maggiormente sensibili all’attacco del
cisplatino. La somministrazione inversa, ossia cisplatino come primo farmaco, potrebbe avere
un effetto negativo sulla sensibilita al trimetrexate attraverso meccanismi che non sono noti.
Gli effetti, additivo e sinergico, che si ottengono dalla somministrazione sequenziale del
trimetrexate e doxorubicina si possono spiegare con il fatto che il trimetrexate somministrato
come primo farmaco vada ad occupare tutti i siti di legame della P-glicoproteina che
rimangono ancora occupati al momento della somministrazione della doxorubicina, la quale
non venendo espulsa, puo esplicare la sua azione citotossica. Fenomeno che non si verifica se
invece viene somministrata la doxorubicina come primo farmaco, perché probabilmente
I’espulsione della doxorubicina dalla cellula ¢ talmente rapida che i siti di legame sulla P-
glicoproteina sono gia subito disponibili quando il trimetrexate viene somministrato subito
dopo.

Nel loro insieme queste osservazioni stanno ad indicare che il trimetrexate non ¢ un farmaco
particolarmente adatto al trattamento dell’osteosarcoma, essendo soggetto ai meccanismi di
resistenza pit  comuni e meglio caratterizzati in questo tipo di neoplasia
(espressione/amplificazione di MDRI e espressione del gene DHFR).

L'eventuale pianificazione di protocolli di chemioterapia basati sull'impiego del trimetrexate
dovrebbero necessariamente basarsi sulla valutazione a priori dello stato del gene DHFR e del
gene MDRI (espressione di P-glicoproteina) della singola neoplasia, onde identificare i casi
che, a causa dell'iperespressione e/o amplificazione di questi geni e dei loro prodotti
presentano gia un certo livello di resistenza naturale a questo antifolato e, di conseguenza,

un’elevata probabilita di scarsa risposta verso questo farmaco.
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I meccanismi che causano la resistenza al cisplatino nelle cellule tumorali sono molteplici e
alcuni dei quali non ancora ben definiti (Siddik ZH, 2003). Cio che ¢ certo ¢ che la mancata
risposta al trattamento farmacologico con il cisplatino, non ¢ mai dovuta ad uno solo di essi,
ma ¢ il verificarsi di pit meccanismi contemporaneamente in una stessa cellula a sviluppare la
resistenza al cisplatino nei tumori umani (Siddik ZH, 2003).

E ormai accertato che la mancata risposta al cisplatino pud dipendere dall’aumentata
espressione del GST, in particolare del GSTT (Siddik ZH, 2003), inoltre ¢ stato ampiamente
dimostrato che la iperespressione del GSTTU ¢ associata all’insorgenza della farmaco-
resistenza nella maggior parte dei tumori umani (Goto S, 1999; Goto S, 2002; Su F, 2003).
Per quanto riguarda I’osteosarcoma, i pochi dati finora riportati sull’analisi dei meccanismi di
resistenza al cisplatino, sembrano indicare nell’iperespressione del GSTT un probabile
meccanismo responsabile della resistenza naturale e/o acquisita al cisplatino nelle cellula di
osteosarcoma. Infatti, ¢ stato riportato un aumento di attivita di questo enzima in cellule di
osteosarcoma canino rese resistenti al cisplatino (Shoieb AM, 1998). Inoltre in uno studio
condotto in campioni bioptici di pazienti con osteosarcoma, ¢ stato visto che Ia
sovraespressione del GSTTU ¢ associata all’insuccesso della chemioterapia pre-operatoria
(Uozaki H, 1997).

Dati preliminari su linee cellulari di osteosarcoma umano derivanti dalla linea U-20S e Saos-
2, impiegate in questo studio, selezionate per la resistenza al cisplatino, hanno mostrato gradi
crescenti di espressione del GSTTtin relazione al livello di resistenza al farmaco.
Recentemente ¢ stata dimostrata un’attivita antiapoptotica svolta dal GSTT, che agirebbe
inibendo la via di trasduzione del segnale mediata da MAPK formando un complesso con la
proteina JNK (Townsend DM, 2003).

Per cercare di aggirare il meccanismo di resistenza al cisplatino dovuta ad un’iperespressione
del GSTTT sono state sintetizzate molecole in grado di inibirne I’azione (Ricci G, 2005).
Questi nuovi composti sono i derivati del’NBD-CI e tra tutti quelli testati, quello che ha
mostrato maggior efficacia in vitro in linee cellulari leucemiche umane, linee cellulari di
carcinoma epatico umano e linee cellulari di carcinoma polmonare a piccole cellula umano, ¢
stato 'NBDHEX (Turella P, 2005).

I risultati ottenuti in sperimentazioni preliminari in vitro hanno dimostrato che questo

farmaco:
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m ¢ caratterizzato da una estrema lipofililicita che gli permette di diffondere molto
velocemente attraverso la membrana di cellule di osteosarcoma indipendentemente dal
fenotipo espresso,

m non ¢ substrato delle proteine di membrana MDRI1,

m presenta una ottima affinita per la proteina bersaglio GSTTt che ne permette 1’utilizzo a
basse dosi anche in cellule di osteosarcoma MDR,

m induce morte cellulare attivando un processo apoptotico mediato da JNK.

Esperimenti di tossicita condotti in vivo in topi hanno confermato una relativa bassa tossicita

di questa nuova molecola, indicandola come promettente candidato per un possibile impiego

clinico (Turella P, 2005).

Poiché non sono stati riportati dati che riguardino 1’attivita di NBDHEX nell’osteosarcoma, ¢

stata valutata la sua tossicita ed efficacia in un pannello di linee cellulari di osteosarcoma

umano farmaco- sensibili e resistenti al cisplatino.

Dai risultati ottenuti si pud osservare che questo farmaco ¢ estremamente efficace in tutte le

linee cellulari considerate. E interessante notare che nelle linee cellulari CDDP-resistenti,

I’efficacia sembra aumentare all’aumentare dei livelli di resistenza al cisplatino.

Nelle varianti CDDP-resistenti della linea cellulare U-20S, si ha un progressivo incremento

del grado di espressione del GSTTt in relazione al livello di resistenza al cisplatino e questo

renderebbe le cellule piu sensibili al trattamento con NBDHEX che lega con altissima affinita

il GSTTL

Nelle varianti CDDP-resistenti della linea cellulare Saos-2, I’espressione del GSTTT non

aumenta all’aumentare dei livelli di resistenza al cisplatino, ma probabilmente la quantita di

GSTm e comunque sufficiente a rendere queste cellule sensibili al trattamento con NBDHEX.

Questo dato ¢ pure confermato dagli esperimenti di valutazione dell’apoptosi indotta da

NBDHEX in cellule sensibili e resistenti al cisplatino.

Il fatto che NBDHEX sia oltremodo attivo anche in linee cellulari che non sovraesprimono il

GSTTt si spiega con il fatto che questa molecola ¢ essa stessa tossica per la cellula e

probabilmente non agisce solamente in modo strettamente collegato all’attivita del GSTTt

Per verificare se ¢ possibile I’uso combinato di NBDHEX e cisplatino, sono state studiate le

interazioni tra questi due farmaci in linee cellulari farmaco-sensibili e CDDP-resistenti di

osteosarcoma umano.
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Sia la contemporanea somministrazione sia la somministrazione sequenziale dei due farmaci
ha prodotto effetti additivi o sinergici.

Questo si spiega probabilmente con il fatto che NBDHEX, essendo estremamente tossico per
le cellule gia a basse concentrazioni, vada a danneggiarle a tal punto da renderle
maggiormente sensibili al trattamento con il cisplatino e nel caso in cui venga somministrato
come secondo farmaco, la sua elevata affinita nel legare il GSTTt sia in grado di innescare la
cascata apoptotica mediata da JNK, necessaria per 1’espletamento dell’effetto tossico del
cisplatino.

I dati ottenuti, nel loro insieme, supportano il possibile uso del’NBDHEX con il cisplatino e
la sua bassa tossicita riscontrata in vivo, in lavori recentemente pubblicati in altri modelli
sperimentali, sembrano indicarlo per un possibile impiego clinico come farmaco antitumorale

(Turella P, 2005).
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Conclusioni

Dai dati ottenuti in questo studio, in cui ¢ stata provata I’efficacia pre-clinica di tre farmaci
antitumorali, PNU-159548, Trimetrexate ¢ NBDHEX, in linee cellulari di osteosarcoma
umano, per un loro possibile impiego clinico a supporto dei trattamenti convenzionali per la
cura dei pazienti non responsivi, ¢ emerso che:

m il PNU-159548 rappresenta un buon farmaco da usare a supporto della terapia
convenzionale, soprattutto in quei pazienti che non sono responsivi al trattamento
farmacologico per la presenza di elevata espressione della P-glicoproteina;

m il Trimetrexate non ¢ il farmaco piu adatto da usare in sostituzione o a supporto dell’attuale
terapia in quanto soggetto a quegli stessi meccanismi di resistenza degli attuali farmaci
impiegati (sovraespressione del gene DHFR e sovraespressione di P-glicoproteina);

m NBDHEX, in base ai dati qui riportati e presenti in letteratura, sembra un farmaco
promettente in quanto ¢ in grado di aggirare la mancata risposta al trattamento con
cisplatino dovuta alla sovraespressione di GSTTy anche se nei confronti di questo nuovo
composto gli studi devono ancora essere completati.

In linea generale, per il trattamento di pazienti con osteosarcoma ad alto grado con ognuno di

questi farmaci, diventa di assoluta importanza la conoscenza per ogni singola neoplasia, la

presenza o meno dei fattori prognostici (sovraespressione del gene DHFR e RFC,
sovraespressione della P-glicoproteina e sovraespressione di GSTTI) che sono la causa della
mancata o ridotta risposta al trattamento farmacologico, in modo da identificare i pazienti che

potrebbero realmente beneficiare del trattamento con queste molecole.
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Figura 1: Osteosarcoma classico.

Sesso, eta e localizzazione in 1469 casi di osteosarcoma (7ratta da Campanacci M, 1999).



Figure

A. Osteosarcoma osteoblastico B. Osteosarcoma fibroblastico

C. Osteosarcoma parostale D. Osteosarcoma periosteo

E. Osteosarcoma condroblastico El. Osteosarcoma condroblastico

FI. Osteosarcoma teleangectasico

G. Osteosarcoma a piccole cellule  GI. Osteosarcoma a piccole cellule
Figura 2: Sottotipi istologici di osteosarcoma ad alto grado.
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Figura 5: Reazioni enzimatiche del metabolismo dei folati.

DHFR: diidrofolato reduttasi; TS: timidilato sintasi; MTX: methotrexate

Figure

GAR: glicinamide ribonucleotide; AICAR: aminoimidazolo carbossamide ribonucleotide;
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Figure
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Figura 7: Struttura molecolare dell'ifosfamide e
della ciclofosfamide.
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Figure
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Figura 8: Principale via metabolica dell'ifosfamide.
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Figure

Figura 9: Meccanismi di resistenza.

Meccanismi di resistenza del cisplatino (CDDP): 1: decremento dell’accumulo
intracellulare di CDDP; 2: aumento dell’efflusso del CDDP attraverso MRP; 3: inattivazione

da parte di composti contenenti tioli; 4: aumento dei meccanismi di riparazione del DNA.

Meccanismi di resistenza della doxorubicina (DOX): 5: mutazioni della topoisomerasi II;

6: aumento dell’efflusso attraverso MDR1 (P-glicoproteina).

Meccanismi di resistenza del methotrexate (MTX): 7: decremento dell’espressione di RFC;

8: aumento dell’espressione della DHFR; 9: aumento dell’attivita della yGH; 10: aumento

dell’efflusso attraverso MRP.

DHFR: diidrofolato reduttasi; dUMP: deossiuridina monofosfato; FPGS: folipoliglutammato
sintetasi; FR: recettore del folato; YGH: y-glutamil idrolasi; Glun: glutammati; GSH:
glutatione; MRP: proteine della multifarmacoresistenza; MT: metallotioneina; MTX-Glun:
methotrexate poliglutammato; RFC: trasprtatore ridotto dei folati; TMP: timidina
monofosfato; Topo II: topoisomerasi II; TTP: timidina trifosfato (7ratta da Chou AJ, 2006).
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Figura 10: Rappresentazione schematica della P-glicoproteina.
12

La P-glicoproteina ¢ una pompa organica cationica di efflusso ATP-dipendente, con
86

domini transmembrana idrofobici che contengono 2 siti catalitici per I’ATP.



Figure

SH

|
NH " lwk/cmH + XENOBIOTICI (X)

CO0OH

Glutatione
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NF

COOH

Glutatione-S-coniugato

Figura 11: Meccanismo di detossificazione del glutatione.

La coniugazione del glutatione ad un generico xenobiotico (X) per mezzo del glutatione-S-

transferasi (GST) porta alla formazione di glutatione-S-coniugati.

87



Figure

HH,

B. Idarubicina

Figura 12: Struttura molecolare del PNU-159548 e della antraciclina
Idarubicina.
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Figure
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Figura 13: Struttura molecolare del Trimetrexate.

NO,

Figura 14: Struttura molecolare di
NBDHEX.
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Figura 15: Effetti sulle fasi del ciclo cellulare del PNU-159548 nelle linee cellulari di osteosarcoma umano U-20S e Saos-2 e nelle loro varianti
resistenti.
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Figura 16: Incorporazione di Doxorubicina e PNU-159548 in linee cellulari di osteosarcoma

umano U-20S e Saos-2 e nelle loro varianti resistenti.
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Figure

A B
C D

Figura 17: Modalita di incorporazione intracellulare di Doxorubicina (DX) e PNU-159548 in linee cellulari di
osteosarcoma farmaco-sensibili e DX-resistenti.

Le figure A e C mostrano, rispettivamente, 1’incorporazione della DX e del PNU-159548
nella linea cellulare U-20S. Le figure B e D mostrano, rispettivamente, I’incorporazione della
DX e del PNU-159548 nella linea cellulare U2/DX580. Ingrandimento delle figure A, Be C ¢
400X, I’ingrandimento della figura D ¢ 1000X.
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Figura 18: Sensibilita in vitro al Trimetrexate (TMTX) delle varianti MTX-resistenti che derivano dalle
linee cellulari di osteosarcoma umano U-20S e Saos-2.
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Figura 19: Sensibilita in vitro al Trimetrexate (TMTX) delle varianti DX-resistenti che derivano dalle
linee cellulari di osteosarcoma umano U-20S e Saos-2.
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Figura 20: Sensibilita in vitro al Trimetrexate (TMTX) delle varianti CDDP-resistenti che derivano dalle
linee cellulari di osteosarcoma umano U-20S e Saos-2.
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Figura 21: Effetti del Trimetrexate (TMTX) sull’apoptosi in linee cellulari di osteosarcoma umano U-20S e

Saos-2 e nelle loro varianti MTX-resistenti.

La differenza tra le medie € stata calcolata mediante il test statistico del t-Student.

*p <0,05.
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Figura 22: Effetti di NBDHEX sull'apoptosi in linee cellulari di osteosarcoma umano U-20S e Saos-2 e nelle

loro varianti CDDP-resistenti.

La differenza tra le medie € stata calcolata mediante il test statistico del t-Student.

*p <0,05.
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Tabelle



Tabella 1: Protocolli di chemioterapia neoadjuvante eseguiti agli Istituti Ortopedici Rizzoli dal 1983 al 2000.

Chemioterapia pre-operatoria

Chemioterapia post-operatoria

Protocollo Periodo Necrosi > 90% Necrosi < 90%
IOR/OS1 3/1983 — 8/1986 MTX, CDDP DX, MTX, CDDP DX, MTX, CDDP, BCD
IOR/OS2 9/1986 — 12/1989 DX, MTX, CDDP DX, MTX, CDDP DX, MTX, CDDP, VP16, IFO
IOR/OS3a 1/1990 — 8/1991 DX, MTX, CDDP DX, MTX, CDDP DX, MTX, CDDP, IFO
IOR/OS3b 9/1991 — 12/1992 DX, MTX, CDDP DX, MTX, CDDP, IFO
TOR/OS5 1/1993 — 6/1995 DX, MTX, CDDP, IFO DX, MTX, CDDP, IFO DX, MTX, CDDP, IFO
(piu cicli con IFO)

DX, MTX, CDDP, IFO

ISG/SSG1 3/1997 —9/2000 DX, MTX, CDDP, IFO DX, MTX, CDDP, IFO (nei poor responders con

necrosi < 99%: piu cicli con CDDP)

DX: doxorubicina, MTX: methotrexate, CDDP: cisplatino, BCD: bleomicina, IFO: ifosfamide, VP16: etoposide



Tabelle

Tabella 2: Pannello di linee cellulari di osteosarcoma umano farmaco-sensibili e farmaco-resistenti.

Aumento di
N IC50 ng/ml (uM)  resistenza rispetto
Linea cellulare Origine® Se§s0/eta del. relativa al farmaco alla linea
paziente (anni) di selezione parentale di
origine
U-208 0S
Saos-2 0S
MG-63 0S
HOS 0S
IOR/0S9 MO obl OS Maschio/15
IOR/OS10 PRI b1 OS Femmina/10
IOR/OS14 PRI obl OS Maschio/14
IOR/OS15 PRI obl OS Femmina/12
IOR/OS18 MP obl OS Maschio/33
IOR/MOS PRI obl OS Femmina/13
SARG PRIOS Maschio/25
Varianti DX-resistenti
U-208/DX30 U-208 79.9(0.14) 14
U-20S/DX100 U-208 319.5(0.55) 55
U-208/DX580 U-208 1827.0 (3.15) 315
Saos-2/DX30 Saos-2 535.9(0.92) 70
Saos-2/DX100 Saos-2 788.9 (1.36) 102
Sa0s-2/DX580 Saos-2 2529.4 (4.36) 328
Varianti MTX-resistenti
U-20S/MTX3 U-208 11.9(0.03) 3
U-208/MTX30 U-208 72.3(0.16) 21
U-20S/MTX100 U-208 240.9 (0.53) 69
U-20S/MTX300 U-208 471.0 (1.04) 135
Sa0s-2/MTX30 Saos-2 198.1(0.44) 15
Saos-2/MTX100 Saos-2 316.1(0.70) 24
Sa0s-2/MTX300 Saos-2 1454.2 (3.20) 109
Saos-2/MTX1jig Saos-2 3740.0 (8.23) 281
Varianti CDDP-resistenti
U-20S/CDDP300 U-208 415.3(1.38) 4
U-20S/CDDP600 U-208 706.1 (2.35) 6
U-20S/CDDPl} g U-208 1116.0 (3.72) 10
U-20S/CDDP2ug U-208 2754.0 (9.18) 24
U-20S/CDDP4j g U-208 6046.0 (20.10) 52
Saos-2/CDDP300 Saos-2 382.3(1.27) 3
Sa0s-2/CDDP600 Saos-2 9352 (3.12) 8
Saos-2/CDDP1jig Saos-2 1907.1 (6.35) 17
Saos-2/CDDP6l g Saos-2 7080.0 (23.52) 63
Saos-2/CDDP10ji g Saos-2 21400.0 (71.30) 190

@QOS, osteosarcoma ad alto grado; PRI, tumore primitivo; MO, metastasi ossea; MP, metastasi polmonare; obl,

osteoblastico; fbl, fibroblastico
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Tabelle

Tabella 3: Paragone tra la sensibilita al PNU-159548 e alla Doxorubicina (DX) in linee cellulari di
osteosarcoma umano farmaco-sensibili.

% di inibizione della crescita dopo 96h di trattamento

0.01 uM 0.03 UM
PNU-159548 DX PNU-159548 DX
U-208 52 62 87 96
Saos-2 28 ) 53 84
MG-63 40 45 68 7
IOR/0S9 10 7 31 93
IOR/0S10 24 81 63 96
IOR/0S14 21 45 50 71
IOR/0S15 41 33 61 45
IOR/OS18 3 &) 63 80
IOR/MOS 4 18 11 76
SARG 56 4 i) 83

I dati si riferiscono ai valori medi di tre diversi esperimenti.
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Tabella 4. Confronto tra la sensibilita al PNU-159548 e alla Doxorubicina (DX) in linee cellulari di
osteosarcoma umano farmaco-sensibili.

Tabelle

IC50® ng/ml (uM)

Linea cellulare PNU-159548 DX

U-208 1.4 (0.002) 5.8(0.010)
Saos-2 4.1 (0.007) 7.7 (0.013)
MG-63 4.2 (0.007) 12.7 (0.022)
IOR/OS9 27.5 (0.046) 4.6 (0.008)
IOR/OS10 20.4 (0.034) 1.8 (0.003)
IOR/OS14 15.1 (0.025) 14.5 (0.025)
IOR/OS15 30.2 (0.050) 4.3 (0.017)
IOR/OS18 12.6 (0.021) 19.3 (0.033)
IOR/MOS 10.2 (0.017) 17.4 (0.030)
SARG 3.6 (0.006) 7.4 (0.013)

@]C50, concentrazione di farmaco che inibisce la crescita cellulare del 50% dopo 96 ore di

trattamento in vitro. 1 dati si riferiscono ai valori medi di tre diversi esperimenti.
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Tabelle

Tabella 5: Sensibilita in vitro al PNU-159548 delle varianti farmaco-resistenti che derivano dalle linee cellulari

di osteosarcoma umano U-20S8 e Saos-2.

Linea Cellulare

Varianti DX-resistenti

U-20S/DX30
U-20S/DX100
U-20S/DX580
Saos-2/DX30
Saos-2/DX100
Saos-2/DX580

Varianti MTX-resistenti

U-20S/MTX3
U-20S/MTX30
U-20S/MTX100
U-20S/MTX300
Saos-2/MTX30
Sao0s-2/MTX100
Saos-2/MTX300
Saos-2/MTX1pg

Varianti CDDP-resistenti

U-20S/CDDP300
U-20S/CDDP600
U-20S/CDDP1pg
U-20S/CDDP2ug
Saos-2/CDDP300
Saos-2/CDDP600
Saos-2/CDDP1pug
Saos-2/CDDP10ug

ICS0® ng/ml

(uM)

2.0 (0.003)
2.5 (0.004)
5.6 (0.009)
5.4 (0.009)
5.5 (0.009)
8.2 (0.014)

1.3 (0.002)
2.0 (0.003)
2.6 (0.004)
3.3 (0.005)
4.0 (0.007)
6.7 (0.011)
8.3 (0.014)
9.3 (0.015)

10.2 (0.017)
11.3 (0.019)
11.4 (0.019)
12.1 (0.020)
14.6 (0.024)
21.5 (0.036)
22.3 (0.037)
26.3 (0.044)

cellulare parentale

N NN = NN = — N = = NN =

AN O 00

Rapporto tra la IC50 del PNU-
159548 rispetto alla linea

@IC50, concentrazione di farmaco che inibisce la crescita cellulare del 50% dopo 96 ore di

trattamento in vitro. 1 dati si riferiscono ai valori medi di tre diversi esperimenti.
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Tabelle

Tabella 6. Effetti della somministrazione contemporanea di PNU-159548 e Doxorubicina (DX), Methotrexate
(MTX) o Cisplatino (CDDP).

Effetti combinati del PNU-159548 con

Linea cellulare

DX MTX CDDP
U-20S ADD ant ADD
Saos-2 ADD ant ADD
MG-63 ADD ADD ADD
IOR/OS9 ADD ADD ADD
IOR/OS10 ADD SIN ADD
IOR/OS14 ant SIN ADD
IOR/OS15 ADD ADD ADD
IOR/OS18 SIN ADD ant
IOR/MOS SIN SIN ADD
SARG ADD ant ADD
Varianti DX-resistenti
U-20S/DX30 SIN
U-20S/DX100 SIN
U-20S/DX5800 SIN
Saos-2/DX30 ADD
Saos-2/DX100 ADD
Sa0s-2/DX5800 ADD
Varianti MTX-resistenti
U-20S/MTX3 ant
U-20S/MTX30 ant
U-20S/MTX100 ant
U-20S/MTX300 ant
Saos-2/MTX30 ant
Saos-2/MTX100 ant
Saos-2/MTX300 ant
Saos-2/MTX1ug ant
Varianti CDDP-resistenti
U-20S/CDDP300 ADD
U-20S/CDDP600 ADD
U-20S/CDDP1pg ADD
U-20S/CDDP2ug ADD
Saos-2/CDDP300 ADD
Saos-2/CDDP600 SIN
Saos-2/CDDPlpug ADD
Saos-2/CDDP10ug ADD

ADD, effetto additivo; SIN, effetto sinergico; ant, effetto antagonista
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Tabella 7: Effetti della somministrazione sequenziale di PNU-159548 e Doxorubicina (DX), Methotrexate (MTX) o Cisplatino (CDDP).

Sequenza di farmaci

Linea cellulare PNU-159548 PNU-159548
0 0
DX MTX
U-20S ADD ADD
Saos-2 ADD ADD

Varianti DX-resistenti

U-20S/DX100 SIN
U-20S/DX580 SIN
Saos-2/DX100 ADD
Saos-2/DX580 ADD

Varianti MTX-resistenti

U-20S/MTX100 ADD
U-20S/MTX300 ADD
Saos-2/MTX300 ADD
Saos-2/MTX1pug ADD

Varianti CDDP-resistenti

U-20S/CDDP300
U-20S/CDDP1pg
Saos-2/CDDP300
Saos-2/CDDPlpg

ADD, effetto additivo; SIN, effetto sinergico; ant, effetto antagonista

PNU-159548
U
CDDP

ADD
ADD

ADD
ADD
ADD
ADD

PNU-159548

ADD
ADD

DX
U

ant
ant
ant
ant

MTX
U
PNU-159548

ant
ant

ant
ant
ant
ant

CDDP
U
PNU-159548

ant
ant

ant
ant
ant
ant



Tabelle

Tabella 8: Sensibilita in vitro al Trimetrexate delle varianti MTX-resistenti che derivano dalle linee cellulari di
osteosarcoma umano U-208 e Saos-2.

Methotrexate Trimetrexate
Aumento di Aumento di
Linea cellulare  1C50* ng/ml resistenza 1C50 ng/ml resistenza
(uM) . rispetto alla M) . rispetto alla
linea parentale linea parentale
di origine di origine

U-20S 3.5 3.3
(0.01) (0.01)

U-20S/MTX3 11.9 3 7.3 2
(0.03) (0.01)

U-20S/MTX30 72.3 21 30.4 9
(0.16) (0.05)

U-20S/MTX100 240.9 69 79.5 24
(0.53) (0.14)

U-20S/MTX300 471.0 135 131.5 40
(1.04) (0.23)

Saos-2 13.3 6.5
(0.03) (0.01)

Saos-2/MTX30 198.1 15 7.4 1
(0.44) (0.01)

Saos-2/MTX100 316.1 24 8.0 1
(0.70) (0.01)

Saos-2/MTX300 1454.2 109 13.5 2
(3.20) (0.02)

Saos-2/MTX1nug 3740 281 15.0 2
(8.23) (0.03)

@IC50, concentrazione di farmaco che inibisce la crescita cellulare del 50% dopo 96 ore di

trattamento in vitro. 1 dati si riferiscono ai valori medi di tre diversi esperimenti.
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Tabelle

Tabella 9: Effetti della somministrazione contemporanea di Trimetrexate (TMTX) e Doxorubicina (DX) o

Cisplatino (CDDP).

Effetti combinati del TMTX con:

Linea cellulare DX CDDP
U-20S8 ADD ADD
Saos-2 ant ADD
Varianti DX-resistenti

U-20S/DX580 ant

Saos-2/DX580 ant

Varianti CDDP-resistenti

U-20S/CDDPlpug ADD
Saos-2/CDDP1pg SIN

ADD, effetto additivo; SIN, effetto sinergico; ant, effetto antagonista
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Tabelle

Tabella 10: Effetti della somministrazione sequenziale di Trimetrexate (TMTX) e Doxorubicina (DX) o
Cisplatino (CDDP).

Sequenza di farmaci

TMTX TMTX DX CDDP

Linea cellulare O 0 U 0
DX CDDP TMTX TMTX

U-20S8 ADD ADD ADD ant
Saos-2 ADD ADD ADD ant
Varianti DX-resistenti
U-20S/DX580 ADD ant
Saos-2/DX580 SIN ant
Varianti CDDP-resistenti
U-20S/CDDP1ug ADD ant
Saos-2/CDDPlpug ADD ant

ADD, effetto additivo; SIN, effetto sinergico; ant, effetto antagonista
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Tabelle

Tabella 11: Sensibilita in vitro a NBDHEX di linee cellulari di osteosarcoma umano farmaco-sensibili e CDDP-

resistenti.

. Rapporto tra
Aumento di .
resistenza 11\?];]??105;;
Linea cellulare CDDP rispetto alla NBDHEX rispetto alla
(IC50% ng/ml) linea (IC50 uM) linea
parentale di
. . cellulare
origine tal
parentale
U-20S8 115.0 4.13
Saos-2 113.0 3.45
MG-63 267.0 0.11
HOS 282.0 0.08
IOR/OS9 652.0 1.59
IOR/OS10 93.0 0.08
IOR/OS14 955.0 0.27
IOR/OS15 1775.0 0.28
IOR/OS18 996.0 0.18
SARG 446.7 1.98
Varianti CDDP-
resistenti
U-20S/CDDP300 415.3 4 1.66 0.40
U-20S/CDDP1ug 1116.0 10 1.38 0.33
U-20S/CDDP4ug 6046.0 52 6.32 1.53
Saos-2/CDDP300 382.3 3 1.85 0.53
Saos-2/CDDP1pug 1907.1 17 1.67 0.48
Saos-2/CDDP6ug 7080.0 63 2.69 0.78

@IC50, concentrazione di farmaco che inibisce la crescita cellulare del 50% dopo 96 ore di

trattamento in vitro. I dati si riferiscono ai valori medi di tre diversi esperimenti.
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Tabelle

Tabella 12: Effetti della somministrazione contemporanea di NBDHEX e di Cisplatino (CDDP).

Linea cellulare Effetti combinati di NBDHEX e CDDP
U-20S ADD
U-20S/CDDP300 ADD
U-20S/CDDP1pug ADD
U-20S/CDDP4pug SIN
Saos-2 ADD
Saos-2/CDDP300 ADD
Saos-2/CDDP1pg ADD
Saos-2/CDDP6ug ADD

ADD, effetto additivo; SIN, effetto sinergico; ant, effetto antagonista
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Tabelle

Tabella 13: Effetti della somministrazione sequenziale di NBDHEX e di Cisplatino (CDDP).

Sequenza di farmaci

NBDHEX CDDP
Linea cellulare O 0
CDDP NBDHEX

U-20S ADD ADD
U-20S/CDDP300 ADD ADD
U-20S/CDDP1ug SIN SIN
U-20S/CDDP4pg ADD ADD
Saos-2 ADD ADD
Saos-2/CDDP300 ADD ADD
Saos-2/CDDP1pug SIN ADD
Saos-2/CDDP6ug ADD ADD

ADD, effetto additivo; SIN, effetto sinergico; ant, effetto antagonista
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