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SINTESI

Gli acidi grassi poliinsaturi (PUFAs) sembrano avere effetti anti-proliferativi e
pro-apoptotici in una ampia gamma di cellule tumorali anche se 1 meccanismi
attraverso cui si esplica tale azione non sono ancora del tutto chiariti. In questo
lavoro ¢ stato studiato sia I’effetto pro-apoptotico dell’acido grasso poliinsaturo
docosaesaenoico (DHA, C22:6 n-3) sia 1 meccanismi da esso mediati,
utilizzando come modello sperimentale la linea cellulare di adenocarcinoma
pancreatico umano PaCa-44. Trattamenti con acido butirrico (BA, C4:0), acido
oleico (OA, CI18:1), acido Ilinoleico (LA, C18:2 n-6) e DHA alla
concentrazione di 200 pM hanno evidenziato che tutti gli acidi grassi
inibiscono la proliferazione, mentre solo il DHA ha indotto il processo
apoptotico nella linea tumorale studiata. Sono stati quindi analizzati i
meccanismi che mediano Deffetto pro-apoptotico del DHA. Utilizzando il
probe DCFH-DA ed il saggio TBARs, sono stati evidenziati rispettivamente
elevati livelli di ROS intracellulari e un incremento nella perossidazione
lipidica (MDA) dopo trattamento con 1’acido grasso. Inoltre alcuni composti
antiossidanti come BHT, a-tocoferolo (Vitamina E) ed acido ascorbico
(Vitamina C) hanno annullato 1’effetto del DHA inibendo sia I’apoptosi sia la
perossidazione lipidica. Questi dati hanno dimostrato che il processo di stress
ossidativo ¢ implicato nell’effetto pro-apoptotico mediato dal DHA. Nella
morte cellulare indotta dall’acido grasso sembra inoltre essere coinvolta la
molecola antiossidante glutatione (GSH), il quale, a seguito di trattamenti con
I’acido grasso, viene trasportato all’esterno della cellula in forma ridotta. A
riprova di questa osservazione 1’uso di inibitori specifici dei trasportatori per
GSH (metionina e cistationina) annulla D’effetto del DHA inibendo sia
I’apoptosi sia la reazione di perossidazione lipidica. 1l decremento di GSH
intracellulare diminuisce 1’attivita dell’enzima glutatione perossidasi (GPx),

GSH- e selenio-dipendente. L’aggiunta di selenio al medium di coltura ha



inibito non solo I’apoptosi, ma anche la disattivazione dell’enzima GPx, la
perdita di GSH e Ila perossidazione lipidica, rendendo evidente il
coinvolgimento di GPx nell’apoptosi DHA-indotta. E’ stata infine investigata la
possibilita che i1l DHA potesse modulare geneticamente il programma
apoptotico agendo attraverso I’attivazione dei recettori nucleari Peroxisome
Proliferator—Activated Receptors (PPARS).

Cotrattamenti con DHA, Vitamina A (all-trans Retinoic Acid, at-RA) e Badge,
(Bhisphenol A Diglycidyl Ether) inibitore dell’isoforma PPAR-y, hanno
evidenziato il coinvolgimento dei PPARs nell’apoptosi DHA-indotta. La
regolazione dell’apoptosi da parte di tali recettori nucleari, sembra essere
legata alla modulazione di geni che codificano per gli enzimi lipossigenasi
(LOXS5s). A seguito di trattamento con DHA, infatti, I’espressione di tali enzimi
viene modulata a seconda che essi svolgano rispettivamente funzioni anti-
apoptotiche o pro-apoptotiche.

Questi dati quindi evidenziano che il DHA manifesta un effetto
antiproliferativo e pro-apoptotico sulla linea cellulare presa in esame attraverso
due meccanismi, uno ossidativo e I’altro genetico, ugualmente coinvolti nel

processo di morte mediato dal DHA.



§ 1. INTRODUZIONE

1. 1 Aspetti nutrizionali del cancro

Studi epidemiologici supportati da dati sperimentali clinici in vivo e in vitro
hanno contribuito ad individuare il potenziale legame tra la dieta, intesa come
apporto giornaliero di fattori nutrizionali quali carboidrati, lipidi, proteine,
vitamine e oligoelementi, e I’insorgenza e/o la prevenzione di patologie
cancerose.

Anche se risulta piuttosto difficile quantificare esattamente il rischio associato
ad ogni tipo di alimento nel favorire lo sviluppo del tumore o la possibilita che
esso lo prevenga, vista la complessita degli elementi che entrano in gioco
nell’eziogenesi delle neoplasie e 1’elevato numero di sostanze di cui si
compone la dieta, ¢ tuttavia possibile affermare che la quota di tumori
attribuibili alla dieta sia elevata e stimata intorno al 30% (dati OMS 1996, Key
et al., 2002 ).Una delle prove a favore di questa, ormai quasi accertata, teoria ¢
fornita dagli studi statistici di correlazione geografica che confrontano
I’incidenza delle patologie cancerose in relazione alla diversa area geografica
delle popolazioni in esame e come conseguenza alla diversa dieta. Le
differenze, peraltro forti, riscontrate tramite questi studi evidenziano Ia
maggiore suscettibilita di una popolazione rispetto ad altre allo sviluppo di
particolari tipi di tumore; in Giappone, per esempio, il cancro allo stomaco ¢
25 volte piu frequente che in Uganda, il tumore al colon negli Stati Uniti ¢ 10
volte piu diffuso che in Nigeria, il cancro epatico € 100 volte piu presente in
Mozambico che non in Inghilterra. A sostegno del fatto che la dieta influisca
notevolmente sullo sviluppo e/o sulla prevenzione di malattie neoplastiche
sopraggiungono anche le forti differenze percentuali che riguardano

I’insorgenza di cancro tra le popolazioni indigene e gli emigranti, ad esempio,
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nigeriani trapiantati negli Stati Uniti presentano una maggiore incidenza del
tumore al colon rispetto alla popolazione del paese di origine, questo
suggerisce che oltre ai fattori genetici anche quelli ambientali e nutrizionali
possano essere determinanti nella variazione del tasso di comparsa di tali
malattie.

Alcuni dati epidemiologici che legano fattori nutrizionali e cancro sono
piuttosto consistenti con la teoria, evidenziando una correlazione diretta tra lo
sviluppo dei tumori piu diffusi, come il cancro del colon-retto, del rene, della
prostata, della vescica, del fegato, e 1’assunzione di particolari fattori
nutrizionali quali grassi di origine animale, contenenti elevata quantita di
alcuni lipidi saturi, colesterolo o alcool. L’alcool e 1 nutrienti suddetti possono
influenzare la carcinogenesi a diversi livelli: (i) inducendo ossidazione
cellulare, con relativi danni al materiale genetico; (i1) alterando la consistenza
e la fluidita della membrana plasmatica con relativa variazione della recettivita
cellulare alle molecole di segnalazione esterne (ormoni, fattori di crescita,
citochine); (ii1) e modulando 1’espressione genica; tutte modifiche che possono
avere effetti diretti sui meccanismi di proliferazione e morte cellulare
(Greenwald et al., 2001). Per contro ulteriori studi evidenziano una
correlazione inversa tra I’assunzione di verdura, alimenti ricchi in fibre, frutta,
cereali e il rischio di sviluppare malattie cancerose. La funzione di tali alimenti
¢ principalmente quella di fornire ad ogni singola cellula una difesa contro
I’inevitabile danno ossidativo, responsabile delle alterazioni a carico delle
biomolecole che compongono e permettono la funzionalita cellulare (lipidi di
membrana, proteine, lipoproteine, materiale genetico). Una dieta ricca di tali
alimenti incrementa nell’organismo la presenza di composti quali tocoferoli,
tocotrienoli, acido ascorbico, B-carotene, vitamina D, selenio, acido folico,
calcio, fosforo che, oltre alle loro funzioni antiossidanti hanno anche la
capacita di influenzare 1 programmi di trasformazione, proliferazione e morte

cellulare ( [ARC Handbooks of Cancer Prevention 1998; Ogino et al., 1999;



Halliwell, 2000; Pinto et al., 1999; Platz et al., 1999; Van Poppel et al., 1997,
Choit et al., 2000; Ganther, 1999; Holben et al. 1999; Azzi et al., 1997 ).

Di recente scoperta ¢ che le funzioni anticancerogene che sviluppano gli
alimenti di origine vegetale non sono da imputare solo al loro contenuto in
composti antiossidanti ma anche alla presenza di composti chimicamente
diversi quali, carotenoidi (luteina, [B-criptoxantina, astaxantina), composti
organo-solfati (solfato e disolfato di diallile, trisolfato di metil-allile),
polifenoli (acido caffeico, acido idrossicinnamico o curcumina, quercitina,
apigenina, naringina, esperindina, resveratrolo), fito-estrogeni (lignani ed
isoflavoni) e terpeni (monoterpeni come limonene e geraniolo, e sesquiterpeni
come farnesolo) che oltre alla loro funzione antiossidante, sono anche in grado
di influenzare la progressione del ciclo cellulare, inibire 1’adesione e
I’invasione di cellule tumorali limitando le metastasi, ridurre la formazione di
addotti DNA-carcinogeno, aumentare la comunicazione cellula-cellula, oltre
che inibire il segnale di trasduzione (Beecher, 1999; Seki et al., 2000;
Knowles, Milner, 2000; Zhu et al., 1999; Nomura et al., 2000; Sai et al., 2000;
Schut, Yao, 2000; Damianaki et al., 2000; Wang et al., 1999; Wenzel et al.,
2000; Xu et al., 2000; Salti et al., 2000; Sakamoto, 2000; Papazisis et al., 2000;
Gamet-Payrastre et al., 2000; Meng et al., 2000; Mo, Elson,1999).

Tra 1 fattori nutrizionali piu interessanti in termini di relazione rischio di cancro
e dieta sono sicuramente 1 grassi, sono numerosi infatti gli studi che testano 1
livelli di assunzione di lipidi, con distinzione per quantita (grassi totali) origine
(animale o vegetale) e tipo (saturi, monoinsaturi e poliinsaturi), e I’insorgenza
di patologie cancerose. Esperimenti in vivo su ratto hanno evidenziato che
modificando la composizione dei grassi assunti dalla dieta ¢ possibile alterare
la percentuale di comparsa di tumori e disporre di una diversa suscettibilita ad
essi (Kushi et al., 2002; Welsch, 1990; Freedman et al., 1992). Alle stesse
conclusioni si giunge analizzando 1 dati ricavati da studi di popolazione

condotti su scala internazionale che hanno come oggetto [’analisi



dell’insorgenza di patologie tumorali in relazione al consumo di grassi pro-
capite.

I lipidi assunti tramite la dieta non sono solo studiati come possibili induttori
del programma di carcinogenesi ma, dai dati di recente letteratura, sembra
sempre piu consistente I’idea che alcuni tipi di grassi abbiano la capacita di
regolare e/o inibire I’insorgenza, la proliferazione e 1’effetto metastasi di molti
tipi di tumori, manifestando funzione preventive.

Oggetto di tali studi sono gli acidi grassi poliinsaturi essenziali (PUFAs) della
serie n-3, il cui precursore, l’acido a-linolenico (LNA, 18:3, n-3),
opportunamente metabolizzato, ¢ trasformato in derivati secondari quali 1’acido
eicosapentenoico (EPA, 20:5, n-3) e I’acido docosaesaenoico (DHA, 22:6, n-3)
che si manifestano come i composti piu attivi della serie n-3. Il ruolo che tali
acidi grassi derivati rivestono nell’eziologia di malattie cancerose ¢ stato
delineato da numerosi studi in vivo e in vitro che dimostrano come essi limitino
lo sviluppo e/o inibiscano la crescita delle pit comuni forme di patologie
neoplastiche presentando proprieta preventive e soppressorie nei confronti di
tali malattie, rispetto ad altri tipi di acidi grassi o composti appartenenti alla
stessa famiglia (Karmali et al., 1984; Lindner, 1991; Rose et al., 1991; Tsai et
al., 1998; Boudreau et al., 2001; Narayanan et al., 2001; Rose et al., 1996).



1.2 Acidi grassi omega-3 (®»-3)

Gli omega-3 e i loro effetti sono stati oggetto di studio fin dai primi anni ‘70
quando Bang e Dyerberg (Bang et al., 1976; Dyerberg et al.,, 1978)
evidenziarono una netta relazione tra la bassa incidenza di malattie
cardiovascolari nelle popolazioni Inuit originarie della zona artica e la loro
dieta basata essenzialmente sul pesce; tale popolazione consuma in media 10 gr
di acidi grassi n-3 al giorno contro 1-2 gr/die consumati dalle restanti
popolazioni. Da allora sempre piu scienziati hanno indagato le proprieta
benefiche di questi acidi grassi in relazione a diverse patologie, prima con
particolare riferimento alle malattie cardiovascolari dove ¢ ormai noto che gli
acidi grassi n-3 esplicano le loro proprieta anti-aterogene, ipotensive e anti-
dislipidemiche (McLennan et al., 1996), poi su malattie autoimmuni e
addirittura neoplastiche. Numerosi sono gli studi che hanno evidenziato
come, nel trattamento di importanti patologie autoimmuni (artrite reumatoide,
colite ulcerosa e psoriasi o dermatiti atopiche), gli n-3, presentino un effetto
antinflammatorio e normalizzante (Lorenz et al., 1989; Hawthorne et al., 1992;
Kremer et al., 1990; Grimminger et al., 1993; Bittiner et al., 1988; Harbige,
2003, Cleland et al., 2003). Altrettanto consistente ¢ il numero di studi in vivo
e in vitro che hanno messo in relazione le patologie cancerose e gli n-3 per 1
quali ¢ stato testato I’effetto sulla proliferazione, il differenziamento,
I’invasivita e 1’effetto metastasi in vari tipi di cellule tumorali (Kato et al.,
2002; L1 et al., 2001; Collet et al., 2001; Hawkins et al., 1998; Albino, 2000;
Rose et al., 1996; Rose et al., 1997) .

Gli acidi grassi della serie n-3 rappresentano solo una piccola parte della vasta
famiglia degli acidi grassi, essi appartengono alla classe degli acidi grassi
essenziali (EFAs), che per definizione devono essere assunti dalla dieta, e sono
compresi nella sottofamiglia degli acidi grassi poliinsaturi (PUFAs), composti
da una catena acilica contenente un numero elevato di atomi di carbonio, alcuni

dei quali impegnati in doppi legami che caratterizzano la classe costituendo le
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insaturazioni. Alla stessa famiglia appartengono gli acidi grassi della serie n-6
che, insieme agli n-3, svolgono ruoli fisiologici strutturali e funzionali
essenziali nell’organismo umano, contribuendo al normale sviluppo del
sistema nervoso e alla funzionalita di quello cardio-vascolare. L’integrita, il
normale sviluppo e la perfetta funzionalita dei sinaptosomi cerebrali, sia
durante la fase fetale sia in quella neonatale o in eta adulta, dipendono dalla
concentrazione di n-6 e n-3 nel doppio strato fosfolipidico membranoso
(Horrocks et al., 1999; Innis, 1994; Anderson, 1994). Una dieta ricca di n-3
limita lo sviluppo di depressione unipolare o qualora la malattia sia gia
presente, essa contribuisce a contenerne i sintomi (Hibbeln et al., 1995; Adams
et al., 1996; Colin et al., 2003).

Bassi livelli di n-3 nel tessuto nervoso sono spesso associati allo sviluppo di
malattie neurodegenerative, la malattia di Alzheimer, la schizofrenia, come
I’arteriosclerosi ¢ la demenza senile, sembrano essere patologie correlate
positivamente con un alimentazione ricca di grassi ed ad elevato contenuto
calorico, mentre sono negativamente associate ad una dieta a base di pesce e
ricca in n-3 (Grant, 1997; Fleischhacker, 2003; Morris et al.,2003; Alessandri
et al., 2004; Yao et al., 2003; Zamaria, 2004; Young, 2005).

Ancora piu consistente ¢ il numero di studi che analizzano gli effetti degli acidi
grassi n-3 in relazione al sistema cardiovascolare dove essi svolgono un’azione
anti-dislipidemica,  incrementando la  “ratioc” HDL  (high-density
lipoproteins)/LDL  (low-density lipoproteins) e abbassando 1 livelli del
colesterolo totale, diminuendo cosi 1 rischi di coronaropatie (Harris et al.,
2003). Gli n-3 presentano inoltre una azione antitrombotica per la capacita di
ridurre la concentrazione dei fattori di rischio quali: il trombossano A2
(TXA2), il fattore di attivazione piastrinica (PAF), il fibrinogeno, diminuendo
cosi l’adesione, 1’aggregazione piastrinica e potenziando la fibrinolisi
(McCowen et al., 2005; Shahidi et al., 2004; Schmidt et al., 2005) . La
protezione del sistema cardiovascolare da parte degli n-3 si esplica anche a

livello dei grandi vasi dove gli acidi grassi migliorano la regolazione del tono



vasale grazie alla riduzione della pressione arteriosa, sia diastolica sia sistolica,
dovuta ad un inibizione del rilascio di eicosanoidi ad azione vasocostrittrice, ad
una aumentata sintesi di ossido nitrico (NO) con spiccate azioni
vasodilatatanti, e ad una ridotta viscosita ematica da associare ad una maggiore
deformabilita delle membrane eritrocitarie, garantendo in questo modo una
perfetta ossigenazione dei tessuti periferici. Una accertatata azione
antidislipidemica, anti-ipertensiva e antiaggregante degli n-3 si riflette
negativamente sulla comparsa di placche aterosclerotiche, responsabili
dell’indurimento ed ispessimento dei vasi sanguigni, con relativo rischio di
trombosi e/o emorragia. Numerosi studi hanno evidenziato una minore
tendenza all’aterogenesi in individui la cui dieta ¢ basata su n-3, dove il
numero di placche aterosclerotiche non solo tende a diminuire, ma il loro
infiltrato ¢ povero di macrofagi attivati ¢ molecole di segnalazione pro-
infiammatorie (citochine, chemochine, eicosanoidi, ROS), risultando cosi piu
stabili € meno propense ad indurre eventi cardiovascolari fatali (stroke, morte
improvvisa, trombosi) (De Lorgeril et al., 2004; Hino et al., 2004).

La varieta di effetti benefici che gli n-3 apportano anche a livello di organi che
non rappresentano propriamente il loro bersaglio elettivo ¢ da imputare alla
loro capacita di modulare la funzionalita del sistema immunitario che fa da
sfondo alla regolare attivita di tutti gli altri sistemi.

I primi studi dell’interazione tra n-3 e sistema immunitario risalgono al 1978
quando Meade e Martin evidenziarono I’effetto inibitorio degli n-3 sulla
proliferazione linfocitaria in vitro. 1l filone di ricerca venne subito seguito da
numerosi gruppi di lavoro, 1 quali non solo confermarono quanto gia stabilito
da Meade ma dimostrarono anche che tali effetti erano specifici della famiglia
n-3, dopo aver sperimentato e confrontato gli effetti degli acidi grassi n-3 con
gli effetti pressoché nulli degli acidi grassi saturi o poliinsaturi della serie n-6.
Gli studi in vitro fecero solo da prologo ad una grossa quantita di lavori che

analizzarono gli effetti degli acidi grassi n-3 sul sistema immunitario in vivo,



prima su modelli animali ed in seguito su soggetti umani, sempre confrontati
con la loro controparte n-6 .

Dagli studi in vivo svolti su cavie da laboratorio gli acidi grassi saturi e 1
poliinsaturi n-6 non presentano effetti sulla proliferazione linfocitaria (Yaqoob
et al., 1994a, 1995a), produzione di citochine (Yaqoob & Calder, 1995a,b) o
sull’attivita delle cellule Natural Killer (NK) (Yaqoob et al., 1994b), opposti
sono invece 1 risultati ottenuti dal trattamento con acidi grassi n-3, che
sembrano inibire sia la proliferazione sia I’attivazione dei linfociti (Yaqoob et
al., 1994a, 1995a; Jeffery et al., 1996; Jolly et al., 1997; Arrington et al., 2001)
oltre che I’attivita delle cellule NK (Yaqoob et al., 1994b; Jeffery et al., 1996).
In aggiunta tali acidi grassi hanno dimostrato effetti inibitori sulla produzione
di citochine pro-infiammatorie [TNF-o (Tumor Necrosis Factor-a), IL-1
(Interleuchina-1)] e sull’espressione delle molecole di adesione [ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule-1 o CD54), v-CAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1 o CD 106), ELAM-1 (Endothelial Leucocyte Adhesion
Molecule-1)] sia da parte dei linfociti che dei macrofagi attivati ed endotelio
vascolare (Yaqoob & Calder, 1995b; Jolly et al., 1997, 1998; Wallace et al.,
2001, Billiar et al., 1988; Renier et al., 1993; Yaqoob & Calder, 1995a;
Wallace et al. 2000; Sanderson et al., 1995a).

Gli studi condotti su modelli umani concordano solo in parte con quanto ¢
emerso dalle analisi su modelli murini, se Thies e collaboratori (2001a, b)
hanno dimostrato 1’inibizione di proliferazione linfocitaria e ’attivazione delle
cellule NK in soggetti trattati con n-3, e Gallai (1993) o Caughey (1996)
concordano con la capacita di tali acidi grassi di limitare la produzione di
citochine pro-infiammatorie (TNF-a, IL-1, IL-6), molti altri studi hanno
riscontrato un assenza di effetti a seguito di trattamento con tali acidi grassi
(Molvig et al., 1991; Cooper et al., 1993; Cannon et al., 1995; Schmidt et al.,
1996; Blok et al., 1997; Yaqoob et al., 2000). Le incongruenze che risultano tra
1 vari lavori scientifici sembrano da imputare, non solo all’'uso di diversi

dosaggi degli acidi grassi, ma anche al diverso reclutamento dei soggetti in
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studio da parte dei ricercatori, ¢ emerso infatti che 1 soggetti piu anziani hanno
maggiore suscettibilita agli effetti degli n-3 rispetto a soggetti giovani o di

mezza eta (Meydani et al., 1991; Thies et al., 2001a,b).

La classe n-3 trova il suo precursore nell’acido a-linolenico (a-LNA, C18:3; n-
3), presente in alimenti di origine vegetale, che, una volta assunto con la dieta,
viene metabolizzato da una serie di enzimi con attivita di desaturasi ed elongasi
fino a trasformarlo in diversi composti intermedi derivati tra cui 1 ben noti acidi
eicosapentenoico (EPA, C20:5; n-3) e docosaesaenoico (DHA, C22:6; n-3),
veri e propri responsabili degli effetti degli acidi della serie n-3. Sembra ormai
piu che affermata 1’ipotesi che tutti gli effetti degli acidi grassi della serie n-3
finora illustrati siano da imputare proprio ai due acidi grassi derivati, con
maggiore riferimento al secondo composto che nelle varie analisi ¢ risultato
sempre piu attivo rispetto al primo. La famiglia degli acidi n-3 per struttura,
composizione ¢ funzione, ¢ correlata agli acidi grassi poliinsaturi della serie n-
6 di cui ¢ precursore 1’acido linoleico (LA, C18:2; n-6), anch’esso presente
abbondantemente in alimenti di origine vegetale. Tale acido grasso, come
precursore della serie n-6, condivide con [D’acido linolenico (a-LNA),
precursore della serie n-3, le vie metaboliche competendo con esso per gli
enzimi desaturasi ed elongasi che mediano il metabolismo di entrambi. La
competizione tra n-6 ed n-3 per gli enzimi metabolici comuni implica
un’assunzione bilanciata dei due tipi di acidi grassi, cosi da evitare disequilibri
neil metaboliti secondari che da essi derivano, ¢ infatti proprio la diversa natura
degli eicosanoidi prodotti dal metabolismo dei grassi n-3 ed n-6, che determina
la diversita di funzione ed azione delle due famiglie di acidi grassi e regola il
normale stato fisiologico dell’organismo. La natura degli eicosanoidi prodotti
dalla famiglia n-6 puo risultare talvolta contrapposta per attivita e funzione ai
prodotti della serie n-3. L’attivita delle desaturasi ed elongasi nelle due
famiglie di acidi grassi determinano la produzione di acidi grassi intermedi a

loro volta utilizzati come substrati per la produzione di eicosanoidi, molecole
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di segnalazione ad azione paracrina ed autocrina, da parte degli enzimi
cicloossigenasi (COXs) e lipoossigenasi (LOXs). L’acido arachidonico (AA,
C20:4; n-6), per la serie n-6, e gli acidi EPA e DHA per la serie n-3, sono
trasformati in prostaglandine (PGs), trombossani (TXs) e leucotrieni (LTs) con
diverse funzionalita. Tutti gli eicosanoidi derivati da AA, PGs della serie 2 e
LTs della serie 4, presentano ad esempio una azione vasocostrittrice, pro-
aggregante e pro-inflammatoria, mentre gli eicosanoidi derivati da DHA ed

EPA, PGs della serie 3 e LTs della serie 5, presentano funzioni opposte.

Acidi Grassi Omega-3 e Omega-6

PUFAs Nome Acronimo Struttura
Omega-3 Acido a-linolenico LNA 18:3, n-3
Acido eicosapentenoico  EPA 20:5, n-3
Acido docosaesaenoico  DHA 22:6, n-3
Omega-6 Acid linoleico LA 18:2, n-6
Acido y-linolenico GLA 18:3, n-6
Acido arachidonico AA 20:4, n-6

Tabella dei principali acidi grassi PUFAs della serie n-3 e n-6
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SERIES 1

TXA; PGE4
PGF‘ PCD
a 1

SERIES 2
ROSTAGLANDIN
TXA, PGE, PG

ped; peH; pelz
leukotrienes &
lipoxins

THE OMEGA-6 PATHWAY

THE OMEGA-3 PATHWAY

Linoleic acid (LA)
18:2n-6
(Sovy, corn, collonseead,
safflower oils)

Alpha-Linolenic acid
(LNA) 18:3n-3

{Flax oil, grains,
green vegetables)

‘Delta-b Desaturase (Da0)

Delta-6 Desaturase {DbDl‘

Gamma-linolenic acid
(GLA) 18:3n-6

{Evening primrose, borage,
Black currant oils)

Octadecatetraenoic
acid 18:4n-3

‘ Elongase enzyme

Elongase enzyime

Dihomo-gamma-linolenic
acid (DGLA) 20:3n-6
{Liver & other organ meals)

Eicosatetraenoic acid
20:4n-3

Delta-5 desaturase (D50)

Delta-5 desatwurase (D50

Arachidonic acid (AA)
20:4n-6
(Butter, lard, animal fals,
brain, organ meats, egg
volk, seaweed)

Eicosapentaenoic acid
(EPA) 20:5n-3

(Fish liver oils, fish eggs)

‘ Elongase enzyme

Elongase enzyme

Adrenic acid 22:4n-6

l Delta-d desaturase (D4D)

Docosapentaenoic
acid 22:5n-3

jDeItn--’-‘l desaturase [D4D‘

Docosapentaenoic

acid 22:5n-6

Docosahexaenoic acid

(DHA) 22:6n-3
(Human milk, organic egg
yolks, fish liver oils, fish
eggs liver, brain, other

organ meats)

SERIES 3
PROSTA-

GLANDINS
PGE,PGHy

PGISTXA,

& leukotrienes

NEEDED FOR

DEVELOPMEMNT
& FUMCTION
OF BRAIN

Quadro generale delle vie metaboliche per gli acidi delle famiglie n-3 e n-

6.
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1.3 Acido Docosaesaenoico (DHA, 22:6 n-3)

—0
|
|
|
|
|
|

CH,

I1 DHA ¢ l’acido grasso con la catena acilica a maggior numero di carboni
(C=22) e insaturazioni (6) presente comunemente nei sistemi biologici,
rapidamente incorporato nei fosfolipidi delle membrane cellulari e
mitocondriali (Zerouga et al., 1996; Stillwell et al., 1997; Tahin et al., 1981),
sembra abbondare nei sinaptosomi, nei coni e bastoncelli della retina, dove
rappresenta il 50% della totalita dei lipidi rispetto al 5% delle membrane
cellulari che compongono altri tessuti (Salem et al., 1986). Il DHA si inserisce
in membrana preferendo la posizione Sn-2 di fosfolipidi contenenti
fosfatidiletanolammina (PE) e fosfatidilserina (PS) accumulandosi spesso nella
porzione interna del doppio strato, a contatto con il citoplasma. Numerosi sono
stati gli studi in vitro sulle possibili modifiche subite da membrane cellulari
arricchite in DHA che sono perd giunti a risultati spesso contradditori € poco
certi. La maggior parte dei lavori evidenziano la capacita del DHA di modulare
le proprieta della membrana grazie a restrizione steriche dovute alla presenza
di doppi legami, con relativa riduzione delle forze di Van der Waal’s che
mediano le interazioni intra- e inter-molecolari, comportando un decremento
della stabilita di membrana, aumento degli spostamenti laterali e di “flip-flop”
del doppio strato, rendendo la membrana piu fluida e quindi meno
selettivamente permeabile ad acqua e soluti. L’alterazione delle proprieta
fisiche apportate dal DHA al livello della membrana sembra riflettersi sulla

funzionalita delle proteine in essa inserite, il DHA puo influenzare attivita di
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proteine trans-membrana, siano esse di trasporto o con funzione di canale,
modificandone la conformazione (PKC, rodopsina).

Lo stesso colesterolo risente della presenza di DHA in membrana, esso diviene
infatti meno solubile nel doppio strato e tende a spostarsi nelle zone della
membrana piu povere di insaturazioni in modo particolare verso lo strato
lipidico esterno.

In relazione alla capacita del DHA di modificare le caratteristiche fisiche della
membrana cellulare sono stati condotti degli studi sul suo possibile effetto anti-
metastasi (Rose et al., 1996). La metastasi sopraggiunge come conseguenza di
una serie di eventi biologici che comprendono lo spostamento e il distacco di
cellule tumorali da un tumore primario, la loro mobilitazione attraverso
I’organismo sfruttando 1 vasi linfatici e sanguigni, il passaggio e I’adesione nei
nuovi organi bersaglio ed infine la crescita e la proliferazione per la
formazione di nuovi foci tumorali. A tal proposito da uno studio di Zerouga et
al., condotto nel 1997, ¢ emerso che tanto maggiore ¢ 1’inserimento del DHA
nello strato interno della membrana, tanto minore ¢ la deformabilita di quello
esterno, limitando in tal modo D’attraversamento delle pareti vasali di cellule
tumorali che staccatesi dal tumore primario tentano di colonizzare altri tessuti
bersaglio creando tumori secondari (Rose et al., 1996; Xia et al., 2005).

Nel 1998 Das e collaboratori (Da set al., 1998) evidenziarono che, in virtu
delle modifiche a carico della membrana indotte dal DHA, le cellule tumorali
risultavano meno resistenti ai trattamenti chemioterapici. La chemio-resistenza
¢ una delle principali barriere per la cura contro il cancro, essa si manifesta
attraverso una varieta di meccanismi, primo dei quali 1’acquisizione da parte
delle cellule della capacita di eliminare 1 chemioterapici attraverso la loro
espulsione attiva. L’acquisizione di tale caratteristica impedisce al farmaco di
raggiungere la concentrazione adatta per poter guidare verso la morte la cellula
tumorale. Il meccanismo ¢ noto come Multi-Drug Resistence (MDR). I1 DHA
in vitro ¢ in grado di aumentare 1’entrata del chemioterapico nella cellula e

diminuire la sua eliminazione alterando la fluidita di membrana e quindi la
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funzionalita dei canali proteici indicati come Multi-Drug Resistence Protein
(MDR-P) implicati nell’espulsione del farmaco.

Lo studio del DHA in relazione alle malattie cancerose ha come oggetto il suo
effetto preventivo, ma anche anti-proliferativo e pro-apoptotico che
permetterebbe di utilizzare il DHA come adiuvante nelle terapie classiche
chemioterapiche.

La maggior parte degli studi ecologici condotti dai primi anni ‘90 ad oggi
evidenziano come I’incidenza di tumori in Giappone o nelle regioni ad elevato
consumo di grassi di origine marina, ricchi quindi in n-3 ma soprattutto in
DHA, ¢ fortemente ridotta rispetto a popolazioni che non presentano un
equilibrato apporto di n-3 nella dieta, supportando il ruolo protettivo di tali
acidi grassi contro le neoplasie pit comuni quali il carcinoma mammario, della
prostata, dell’endometrio e del colon (Rose et al., 1999).

Le modalita con cui il DHA sia in grado di modulare la carcinogenesi, la
crescita, la metastatizzazione di una neoplasia non ¢ ancora nota, molte sono le
teorie e le ipotesi formulate sulla base di un numero sempre piu elevato di
lavori scientifici oggetto dei quali ¢ il DHA.

L’acquisizione di una massa tumorale solida e il numero esponenzialmente
crescente di cellule che include, sono la conseguenza di un forte stress a livello
cellulare dovuto a fattori sia interni (genetici) sia esterni (carcinogeni,
mutageni), a cui fa seguito una potente attivita mitogena e una ridotta capacita
di attivazione della via di morte cellulare programmata (apoptosi) o la
combinazione dei due eventi. Con molta probabilita i1 DHA ¢ in grado di
regolare ambedue 1 processi interferendo sia con la proliferazione cellulare sia
sensibilizzando la cellula all’apoptosi; sebbene fino ad oggi molti studi abbiano
analizzato nello specifico 1 diversi livelli che caratterizzano la modalita di
azione di tale acido grasso su diversi tipi di tumori (biosintesi di eicosanoidi,
perossidazione lipidica, traduzione del segnale, regolazione genica) non esiste
ancora una visione generale e comprensiva delle vie attraverso cui il DHA

manifesterebbe 1 suoi preziosi effetti.
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Nel 2000 Chen e collaboratori (Chen et al., 2000) evidenziarono in vitro
I’effetto pro-apoptotico e anti-proliferativo specifico del DHA, come risulta
dalla comparazione con altri acidi grassi quali I’acido linoleico (LA, C18:2; n-
6), I’acido arachidonico (AA, C20:4; n-6), I’acido linolenico (LNA, C18:3; n-
3), nella linea di colon-carcinoma HT29. L’induzione alla morte cellulare
programmata da parte del DHA, in tale lavoro, sembra associata alla sua
capacita di ridurre I’espressione dell’onco-gene Bcl-2 con un conseguente
decremento della relativa proteina anti-apoptotica Bcl-2 e mantenere
contemporaneamente invariata tanto 1’espressione quanto la traduzione della
proteina pro-apoptotica Bax. Numerosi sono i lavori che concordano con
quanto evidenziato da Chen (2000), supportando gli effetti pro-apoptotici del
DHA manifesti soprattutto al livello delle proteine della famiglia Bcl-2 spesso
ridotte nella loro porzione anti-apoptotica € incrementate nella loro controparte
pro-apoptotica (Chiu et al., 2004; Calviello et al., 2005).

Altrettanto interessante ¢ I1’effetto anti-neoplastico del DHA che sembra
particolarmente attivo nella regolazione della proliferazione e crescita della
cellula tumorale intervenendo direttamente sul ciclo cellulare. La maggior
parte delle cellule tumorali testate in vitro presentano infatti sensibilita al
DHA, manifestando un blocco nell’avanzamento del ciclo cellulare a seguito di
trattamento con diverse concentrazioni di acido grasso (Danbara et al., 2004;
Siddiqui et al., 2003; Albino et al., 2000).

Come gia accennato precedentemente, non esistono ancora dei dati certi che
riescano a chiarire le possibili modalita con cui il DHA esplica 1 suoi effetti
pro-apoptotici e anti-proliferativi al livello di malattie neoplastiche, ma si
fanno sempre piu consistenti almeno due ipotesi che vedono I’acido grasso
protagonista di altrettanti processi cellulari in grado di regolare il
differenziamento, la crescita nonché 1’attivazione del programma di morte
cellulare: (i) la modulazione dello stato redox cellulare e (ii) la regolazione

genica attraverso 1’attivazione di fattori di trascrizione specifici.
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Stato redox cellulare

Per stato redox cellulare s’intende il rapporto di concentrazione intracellulare
tra 1 composti di natura pro- e quelli anti-ossidanti. Tra 1 composti pro-
ossidanti sono annoverate tutte le specie reattive dell’ossigeno (ROS), degli
anti-ossidanti fanno parte invece tutte quelle molecole che hanno la funzione di
tamponare la concentrazione e I’effetto dei primi.

Nell’ambiente intracellulare la presenza dei ROS ¢ fisiologica e costante, essi
infatti sono prodotti dal metabolismo aerobico mitocondriale, dall’attivita degli
enzimi con la funzione di ossidasi (xantina ossidasi, NADPH ossidasi, ammine
ossidasi, mieoloperossidasi, lipoossigenasi, cicloossigenasi) e dal reticolo
endoplasmatico attraverso I’attivita del Citocromo P450 (Cyt P450). La
produzione endogena dei ROS non ¢ ['unica fonte di specie ossidanti,
altrettanto costantemente infatti le cellule sono bersagliate dall’esterno da
radiazioni ionizzanti, ultrasuoni, fumo di sigaretta, pesticidi ed inquinanti,
composti ossidanti di diversa natura chimica, che contribuiscono ad
incrementare il pool interno. I ROS includono radicali liberi come 1’anione
superossido (O,'"), 1 radicali idrossilici ("OH), 1 perossi-radicali (ROO") e
specie non radicaliche come il perossido d’idrogeno (H,O,). Denominatore
comune di queste specie chimiche ¢ 1’elevata reattivita, che si manifesta anche
a concentrazioni bassissime (pmol/L), una limitata emivita, che varia da 102
secondi a poche ore e raramente giorni, ed infine la capacita di danneggiare le
macromolecole cellulari quali acidi nucleici, proteine, ma soprattutto le
membrane cellulari.

Mentre la scoperta dei ROS risale al 1775, grazie a Priestley che per primo
osservo gli effetti tossici dell’ossigeno, 1’analisi della possibilita che potessero
svolgere ruoli di regolazione nei principali processi fisiologici e patologici
nell’organismo umano ¢ molto piu recente, risale infatti agli anni ’70, quando

McCord e Fridovich (1969) isolarono per la prima volta 1’enzima superossido
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dismutasi (SOD) e Babior e collaboratori (1973) correlarono [Dattivita
battericida dei neutrofili con la produzione del radicale superossido (O, ).

La pericolosita dei ROS ¢ bilanciata dalla cellula attraverso il vasto
spiegamento e la meticolosa attivita di enzimi antiossidanti e scavergers
deputati alla rimozione di tali composti. Del primo gruppo fanno parte gli
enzimi specifici per il tipo di ROS presente nella cellula come catalasi (CAT),
superossido dismutasi (SOD) e glutatione perossidasi selenio- e glutatione
(GSH)-dipendente (GPx), che rispettivamente si occupano dell’eliminazione
dell’anione superossido O,", del perossido d’idrogeno (H,0,) e di tutti gli
idroperossidi con particolare riferimento ai lipoperossidi di membrana.

Al secondo gruppo appartengono vitamine e composti antiossidanti ad attivita
generalizzata come a-tocoferolo (Vitamina E), B-carotene, acido ascorbico
(Vitamina C), glutatione (GSH), selenio, deputati alla protezione dell’intero
citoplasma e della membrana cellulare.

Finche nella cellula la quantita di molecole pro-ossidanti ¢ mantenuta sotto
stretto controllo dagli scavengers e dagli enzimi antiossidanti, esse svolgono
funzione di regolazione dei processi di crescita e differenziamento modulando
I’azione delle proteine G, proteine tirosin-chinasi e tirosin-fosfatasi, proteine
serin-treonina chinasi (PKC, MAPK), vie di segnalazione calcio-dipendenti,
fattori trascrizionali quali AP-1 e NF-kB e proteine che controllano
checkpoints del ciclo cellulare (Rb, CDK), ma qualora la loro concentrazione
superi quella dei composti antiossidanti si instaura un disequilibrio redox,
conosciuto come stress ossidativo, con conseguente insorgenza di gravi
patologie degenerative che includono la malattia di Huntington, il morbo di
Parkinson, la sclerosi laterale amiotrofica, la malattia di Heltzheimer. Inoltre
numerosi sono gli studi che evidenziano una stretta correlazione tra stress
ossidativo e processi di carcinogenesi. Un cosi grande impatto al livello
fisiologico dello stress ossidativo ¢ da imputare alla capacita dei ROS di
modificare tutti 1 macro-componenti cellulari includendo proteine, acidi

nucleici e membrane lipidiche. Quando nella cellula si instaura un disequilibrio
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redox tanto forte da permettere ’affermazione di uno stato di stress, le
proteine, abbiano esse ruoli funzionali o strutturali, vengono modificate e rese
pressoché inattive o attive erroneamente. Le porzioni proteiche che per prime
risentono di un ambiente pro-ossidante sono quelle contenenti i gruppi tiolici, i
quali ossidandosi, destabilizzano struttura e funzionalita della proteina, ne sono
un esempio 1 canali del Ca2+. Tali canali mutano la loro funzionalita e perdono
la capacita di regolare ’entrata e 1’uscita dello ione Ca2+ nel citoplasma, come
conseguenza si ha un incremento della concentrazione intracellulare dello ione
e Dattivazione di tutte le vie di segnalazione ad esso correlate. Ulteriore
bersaglio dei ROS ¢ il DNA che subisce mutazioni al livello di tutte e quattro
le basi azotate e del deossiribosio lasciando che numerose mutazioni si
accumulino sul doppio filamento. Uno dei piu abbondanti prodotti di
ossidazione che si presentano nel materiale genetico ossidato ¢ 8-oxo-7,8-
dihydro-2'-deossiguanosina (8-oxo-dG) (Aust et al., 1999). Le relazioni che
intercorrono tra la presenza di basi azotate ossidate e lo sviluppo di
carcinogenesi non sono del tutto chiare, lo studio di Floyd (1990) ha comunque
evidenziato un accumulo di 8-0x0-dG nei tessuti cancerosi e in quelli limitrofi.
I lipidi del doppio strato membranoso sono anch’essi bersaglio dei ROS che
attivano la reazione a catena di perossidazione responsabile della
destabilizzazione strutturale e funzionale della membrana e delle lipoproteine
in essa contenute con effetti deleteri sull’ambiente intracellulare. Durante la
perossidazione lipidica il ROS piu reattivo nei confronti dei lipidi, il gruppo
idrossile OH", si inserisce nel doppio strato attaccando le insaturazioni delle
catene aciliche generando ulteriori radicali con la funzione di propagare la
reazione che come termine ultimo produce idroperossi-lipidi (LOOH). Tali
composti permangono nella membrana creando pericolose conseguenze: (i) il
disturbo delle interazioni lipide/lipide e lipide/proteina; (ii) la produzione di
ulteriori specie radicaliche che grazie alla loro forte instabilitd chimica,
possono generare modifiche secondarie ai costituenti del doppio strato

attivando ulteriori reazioni a catena.
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Una volta formati, i lipoperossidi, in dipendenza da una varieta di circostanze
intracellulari, possono degradarsi o riarrangiare la loro struttura aumentando il
loro effetto citotossico con la formazione di intermedi e prodotti altamente
reattivi come le aldeidi quali malondialdeide (MDA), idrossinonenale (HNE) e
1 radicali alchilici che possono attaccare proteine € DNA minandone struttura e

funzione.

Reazione a catena della perossidazione lipidica con formazione del
prodotto MDA e HNE.

La perossidazione lipidica svolge un ruolo importante nell’attivazione dei
processi apoptotici, la stretta relazione tra morte cellulare programmata e
lipoperossidi non ¢ ancora del tutto chiara, ma si ha la certezza che essi
svolgano un ruolo di spicco nell’attivazione del pathway apoptotico. Il livello
di perossidazione e quindi il grado di stress subito dalla cellula fanno da
elemento decisionale nella scelta del futuro cellulare: (1) ’assenza di fenomeni

di perossidazione lipidica all’interno della cellula non da situazione di stress
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per cui la quantita di specie pro-ossidanti ¢ esattamente bilanciata da quelle
anti-ossidanti e come risultato si ottiene la sopravvivenza cellulare; (i1) una
dose relativamente bassa di lipoperossidi pud incrementare la risposta cito-
protettiva da parte della cellula con aumento delle difese antiossidanti (GSH, a-
tocoferolo, acido ascorbico, attivazione CAT, SOD, GPx) che fanno fronte allo
stress assicurando vitalita cellulare; (iii) un danno ossidativo piu esteso e
quindi non perfettamente tamponato dalle barriere antiossidanti prevede un
aumento dei lipoperossidi che, superando un certo ancora indefinito valore
soglia, inducono la morte cellulare attraverso la via apoptotica; (iv) qualora il
livello di danno ossidativo sia particolarmente elevato la cellula subisce

passivamente la condizione di stress € muore per necrosi.

Rappresentazione schematica del coinvolgimento dei ROS e della
perossidazione lipidica (LPO) sulla vitalita cellulare.

Con molta probabilita le capacita del DHA di regolare la crescita, il

differenziamento e la morte cellulare programmata ¢ associata alla possibilita
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che, inserendosi nel doppio strato e disponendo di numerose insaturazioni, sia
piu facilmente sottoposto all’azione dei radicali liberi incrementando la
produzione di lipoperossidi. Lo studio di Hawkins e collaboratori (1998) ha
evidenziato che la reazione di perossidazione lipidica si genera molto piu
facilmente in una membrana ricca di insaturazioni dove il numero dei doppi
legami e la lunghezza della catena carboniosa acilica dei lipidi sembrano piu
suscettibili all’ossidazione rendendo la cellula piu sensibile al meccanismo di
morte cellulare programmata.

La perossidazione lipidica oltre che mediata aspecificamente dai ROS
intracellulari puo essere il risultato di un meccanismo controllato e finemente
regolato, ristretto ad alcuni compartimenti della membrana cellulare. Appare
evidente a questo punto come la cellula abbia bisogno di un meccanismo
versatile che possa essere facilmente modulato in tutti 1 suoi aspetti. Candidati
a questo tipo di perossidazione sono gli enzimi lipoossigenasi (LOXs) e
cicloossigenasi (COXs), facilmente modulabili trascrizionalmente e a livello
traduzionale, essi si prestano a veloci quanto facili regolazioni. Ambedue gli
enzimi catalizzano specifiche diossigenazioni degli acidi grassi di membrana e
creano derivati idroperossidi con funzione di regolazione del meccanismo di

morte e proliferazione cellulare.

Regolazione genica

Un’altra ipotesi di come il DHA possa effettuare il controllo sulla
proliferazione, differenziamento, carcinogenesi, ed apoptosi nelle cellule
tumorali ¢ quella che lo vede protagonista della regolazione di geni implicati in
tali processi attraverso I’attivazione di specifici recettori nucleari indicati come
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs). Appartenenti alla
superfamiglia dei recettori per ormoni tiroidei/steroidei (TRs) e retinoidi
(RXRs, RARs), essi regolano una grossa quantita di geni che intervengono

nella regolazione dell’omeostasi lipidica, dell’adipogenesi, delle risposte
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adattative alla fatica e allo stress, del controllo di risposte ormonali e
inflammatorie, e sembrano implicati nella regolazione della carcinogenesi, del
ciclo cellulare e nel controllo dei processi apoptotici. Sono conosciuti in 3
diverse isoforme (-a, -B/0, -y) con una diversa distribuzione tissutale ma
strutturalmente correlate, caratterizzate da 5 domini, due dei quali impegnati
nel riconoscimento di possibili proteine regolatorie ad effetto repressorio o
attivatorio, un dominio variabile, una regione deputata al legame con il proprio
ligando (Ligand Binding Domain, LBD), specifica quindi per I’isotipo, € un
dominio, la cui struttura proteica ¢ condivisa € mantenuta invariata in tutte le
isoforme, deputato al legame con il DNA (DNA Binding Domain, DBD).
All’interno del domino DBD ¢ contenuta la successione di aminoacidi deputata
alla funzione di dimerizzazione con 1 recettori RXRs (D-Box), la sequenza,
seppur variabile in base all’isotipo di PPARs analizzata, sembra essere
altamente conservata. L’importanza e la conservazione del dominio DBD e del
D-Box risiede nel fatto che esso ¢ strettamente associato all’attivita recettoriale
dei PPARs. Il meccanismo piu conosciuto attraverso cui i PPARs modulano
I’espressione  genica ¢, oltre il legame con il proprio ligando,
I’eterodimerizzazione con 1 recettori retinoidi della classe RXR specifici per la
forma all-trans (at-RA) o 9-cis dell’acido retinico (9-cis RA). Una volta
formato, il complesso PPARs/ligando esso si completa legandosi a RXRs gia
fusi ai retinoidi, in questa forma il complesso PPARs/ligando-RXRs/retinoidi
ormai completamente attivo, trasloca nel nucleo dove riconosce sequenze
consenso (Peroxisome-Proliferator Response Elements, PPRE) specifiche

normalmente presenti nei geni bersaglio (Lemberger et al., 1996).
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Meccanismo generale di attivazione dei PPARs.
Dopo il legame con il proprio ligando, PPARs formano eterodimeri con i
recettori RXRs e attivano la trascrizione di geni che presentano PPRE.

Sebbene la funzione della isoforma [, peraltro ubiquitariamente espressa,
rimane ancora da definire, un piu preciso quadro di attivita ¢ stato delineato per
1 PPAR-a e -y che sembrano svolgere funzioni contrapposte ma
complementari, nella regolazione dell’omeostasi energetica con particolare
riferimento ai processi catobolici e anabolici di lipidi e carboidrati. PPAR-a
regola 1’omeostasi lipidica e [’ossidazione degli acidi grassi nei tessuti
impegnati nel catabolismo di tali nutrienti come, fegato, muscoli e tessuto
adiposo bruno, mentre la forma -y ¢ impegnata nell’anabolismo lipidico che
prevede la sintesi, I’'immagazzinamento e I’accumulo dei grassi negli adipociti.
La loro diversa attivita si rispecchia quindi nella diversa localizzazione
tissutale, i1l primo maggiormente espresso nei tessuti con una funzione
lipolitica il secondo in quelli ad attivita lipogenica. Quando co-espressi, come
nel caso del tessuto adiposo bruno, le due sottoclassi attivano geni target
implicati preferenzialmente nell’uno o nell’altro processo in base alle esigenze
metaboliche (Wahli, 2002).

La conoscenza della regolazione dell’omeostasi lipidica, sviluppata in modo

particolare dal PPAR-a, ¢ stata sfruttata contro le malattie dismetaboliche,

25



oggi tanto frequenti, che riguardano la porzione lipidica (ipertrigliceridemie,
ipercolesterolemia). Ligandi particolari per PPAR-a detti fibrati hanno infatti la
capacita di inibire la sintesi di trigliceridi endogeni, indurre la produzione di
apolipoproteine della classe HDL (ApoA-I e ApoA-II), ridurre 1 livelli di
colesterolo incrementando il catabolismo delle VLDL e limitandone Ia

produzione.

L’isoforma PPAR-y ¢ nota, oltre che per la regolazione del metabolismo
lipidico, anche per il controllo dell’omeostasi del glucosio, processi peraltro
strettamente correlati. In tal senso ¢ gia da tempo diffuso 1’uso di agonisti di
PPAR-y come cura contro il diabete. I tiazolidinedioni (TZDs, troglitazone,
rosiglitazone e pioglitazone) sono composti identificati come ligandi per
PPAR-y e costituiscono una nuova classe di farmaci antidiabetici utilizzati
come agenti terapeutici ipoglicemizzanti nella cura del diabete di tipo 2. La
funzione dei PPAR-y attivati dal ligando ¢ quella di diminuire I’insulino-
resistenza, caratteristica di questa patologia incrementando la sensibilita
periferica all’insulina attraverso la regolazione di geni 1 cui trascritti sono
interessati alla mobilitazione, la produzione, 1’assorbimento e 1’utilizzazione
del glucosio (Vazquez et al., 2002).

La presenza e Dattivita dei recettori nucleari PPARs non ¢ limitata ai tessuti
con funzione lipolitica o adipogenica, ma essi sembrano espressi anche nelle
cellule che compongono il sistema immunitario con particolare riferimento ai
macrofagi, cellule dendritiche (DC) e linfociti siano essi B o T, dove regolano
I’intensita, la durata, e le conseguenze relative allo stato inflammatorio di una
risposta immunitaria innata o adattativa ( Daynes and Jones, 2003). Tale
regolazione ¢ senza dubbio dovuta all’affinita di legame dei PPARs per gli
eicosanoidi, primi responsabili dell’attivazione della risposta inflammatoria. Il
legame tra leucotrieni o prostaglandine ¢ PPARs, fornisce loro la capacita di
regolare 1’espressione di citochine proinfiammatorie (TNF, IL-6, IL1-B, IFN-y)

inibendone la produzione ¢ il rilascio, molecole di adesione (V-CAM), proteine
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trasmembrana costimolatorie (CD86, CD80), altri mediatori pro-infiammatori
(NO, RANTES). I PPARs attivati infatti svolgono funzioni antinfiammatorie
antagonizzando le vie di segnalazione innescate dai fattori trascrizionali NF-kB
e AP-1, primi regolatori dell’espressione di citochine pro-infiammatorie e
molecole di adesione, inoltre sembra che 1 PPARs possano regolare la durata
della risposta infiammatoria e/o la sua intensita inducendo I’espressione di geni
che codificano per proteine responsabili del catabolismo dei mediatori pro-
infiammatori (Cunard et al., 2002; Clark et al., 2000). Tale funzione anti-
inflammatoria ¢ largamente sfruttata in campo medico-farmaceutico con la
sintesi di molecole ad attivita di ligando-agonista di cui sono rappresentanti i
farmaci appartenenti alla classe degli antinfiammatori non steroidei (NSAIDs,
ibuprofene, indometacina, acido flufenamico e fenoprofene) che raggiungono i
loro effetti se utilizzati a concentrazioni sostanzialmente piu elevate rispetto ai
ligandi naturali.

La relazione PPARs-cancro non ¢ ancora del tutto chiara e si presenta
controversa, alcuni lavori infatti propongono gli agonisti dei PPARs come forti
induttori di carcinogenesi, mentre altri ne riportano 1’effetto citoprotettivo nello
sviluppo del tumore evidenziando la capacita di bloccare la crescita cellulare
attraverso diversi meccanismi quali differenziamento e apoptosi.

In questo senso I’isoforma piu studiata ¢ il PPAR-y che ha dimostrato effetti
anti-proliferativi e pro-differenziamento sia in vivo che in vitro su una vasta
gamma di tumori (tumore della vescica, del seno, del colon) (vedi Tabella
Studi PPAR-y sottostante), una volta attivato dal proprio ligando agonista
(troglitazone, rosiglitazone, ciglitazone, 15-d-PGJ,) (Avis, Martinez et al.,
2005; Grommes et al., 2004).

Il controllo del processo di proliferazione, differenziamento, apoptosi da parte
del PPAR-y avviene attraverso la modulazione dei geni che codificano per
proteine implicate nella regolazione dei check-points del ciclo cellulare (Rb,
p53, p21, p27, cdkl, cdk4) e attraverso 1’attivazione e/o repressione delle

cascate di segnalazione regolate dagli enzimi chinasi (MAP- e JUN- chinasi).
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Dallo studio in vitro di Shimada e collaboratori (2002) in una linea cellulare di
colon-carcinoma (HT-29), ¢ emerso che, i1 ligandi per PPAR-y quali
troglitazone e 15d-PGJ2 hanno inibito la sintesi di DNA bloccando le cellule
nella fase G1 del ciclo, ¢ hanno indotto apoptosi con una modalita dose-
dipendente, inibendo I’espressione del gene c-myc e incrementando quella di c-
jun. Gli stessi ligandi sono risultati pro-apoptotici in vitro su linee cellulari di
cancro epatico inducendo 1’attivazione di caspasi-3 (Toyoda et al., 2002), e gli
stessi effetti sono stati osservati in vitro per linee cellulari di carcinoma
polmonare (Tsubouchi et al., 2002).

Nel 1998 il lavoro di Elstner ha inoltre evidenziato la stretta relazione tra i
PPARs e 1 recettori RXR notando che il solo trattamento con troglitazone di
linee cellulari di cancro al seno (MCF-7) ha indotto un blocco proliferativo, il
cotrattamento con I’acido retinoico 9-cis (9-cis RA) ha reso irreversibile il
blocco e ha indotto apoptosi associata ad una forte diminuzione dei livelli di
proteina anti-apoptotica Bcl-2. Lo stesso protocollo, applicato in vivo, ha
rivelato 1 medesimi effetti pro-apoptotici su cellule cancerose mantenendo
intatte le cellule normali non trasformate (Elstner et al., 1998, Yang et al.,
2005).

L’effetto antineoplastico del PPAR-y attivato da agenti agonisti ¢ stato
analizzato anche in relazione alla possibilita di modulare I’invasivita di molti
tumori, 1 risultati del lavoro di Panigrahy (2002) evidenziano la capacita del
recettore nucleare di limitare o addirittura inibire [’angiogenesi e la
neovascolarizzazione, caratteristiche essenziali per la proliferazione e lo
sviluppo di una massa tumorale.

L’effetto antiproliferativo e pro-apoptotico del PPAR-y, attivato dai propri
agonisti (troglitazone, ciglitazone, d15-PGJ2), ¢ stato testato in vitro anche su
linee cellulari di adenocarcinoma pancreatico, giungendo alle medesime
conclusioni ricavate dagli esperimenti condotti su altri tipi di tumore: (i)
inibizione della crescita tumorale con relativo arresto cellulare in fase G1 del

ciclo, (ii) aumento dell’espressione di CDK inibitori p21, p27, (iii) riduzione
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della ciclina D1, (iv) induzione del programma apoptotico che si rivelato
sensibile a inibitori pan-caspasi (Eibl et al., 2001; Elnemr et al., 2000;
Motomura et al., 2000; Toyota et al., 2002; Itami et al., 2001).

Secondo un recente lavoro di Elnemr (2000) I’attivazione del PPAR-y con 1
suoi agonisti, oltre che inibire la crescita delle linee cellulari di
adenocarcinoma pancreatico ha indotto il loro differenziamento, evidenziato
dall’incremento di espressione di proteine normalmente utilizzate come

markers quali CEA (antigene carciembrionale), E-caderina e fosfatasi alcalina.
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Cell line
Frostate carcinoma

LMNCaP, D145, PC2, human
prostate cancinomas

PC3

Human thyroid carcinoma

BHP 2-7, BHP 7-13, BHP 10-3, BHP 18-21
Gastric cancer

MKM-7, MKN-28, MKN-45, AGS

PKMN-45

Colon carcinoma

HT-24

HT-29, CaCo-2, SW-480, DLD-1, LoVo, T-84
Maoser, HCT116, 188, DLDA, DLDZ, CX-1
CETBLG-ApcMin mice
CETBLEL-ApchMin mice (susceptible to
intestine neoplasia)

Phasze Il clinical trial for patients with
chemaotherapy-resistant metastatic
colon cancer

Human pancreatic cancer

AsPC-1, BxPC-3, Capan-2, HPAF-I,
MIA PaCa-2, PANG-1

Capan-1, AsPC-1, B«PC-3, PANC,
MIA PalCa-2

PK-1, PK-8, PK-2, MIA Paca-2
Human hepatocellular carcinoma
PLC/PRIG, Hep G2, HUH-7

HLF, HAK-14, HAK-1B, HAK 5, and
five resected tumours

Hep G2, HuH-7, KXYN-1, KYMN-2
Erzast carcinoma
Adenocarcinoma cells of the braast
MCF?

MCF?, ET474, T47D, MDA-MB-231
Cultured cancer tissue from patients
MOA-MB-221, MCF?

MOCFT, MCF7ADR

Human lung cancer

HAEY, H322, HE20, HE22, H1294, H1334,
H1844, ALAG

HE41, AL4G, PCH4

Neurcklastoma

LA-MN-6, primary neurcblastoma cells
ME-1

Astrocytoma and glioma

B, 87, A72

TaBG

BT4Cn

SKAMG-

Crug used

Troglitazone, rosiglitazone, prostaglandinJ,

GWo233
Troglitazone, ciglitazone, rosigltazons

Troglitarone, rosiglitazone

Troglitazone, prostaglandin J,
Troglitarone, picglitarone, prostaglandin J

Prostaglandin J,, troglitazone
Troglitazone, picgltarone, rosiglitazone
Troglitarone, picglitazone, rosiglitazone
Troglitazone

Troglitarone, rosiglitazone

Troglitazone

Prostaglandin J,, ciglitazone
Thiszolidinedione class (unspecified)
Troglitazone

Troglitazone
Troglitazone

Troglitazone, rosiglitazone, prostaglandin J.

Picglitaz one, troglitazcne
Troglitazone

Troglitazone

Troglitezone
Troglitazone
Phemylacetate

Ciglitazone

Troglitezone

GWAD29, phenylacetate
Troglitazone

LY¥-171.823, prostaglandin J., ciglitazone
Ciglitazone, prostaglandin .,
Tetradecyithioacetic acid, rosigltazone
Troglitazone

Effact

Growth inhibition

Antiproliferative effect, cell-cycle amest

Reduced cell number, induction of apoptosis

Growth arrest
Inhibition of call growth, apoptasis

Cell-gromth arrest, apoptosis
Growth arrest, differentiation
Growth arrest, differentiation
Incressad polyposis

Increase in frequency and size of tumours

Mo tumour responss

Decreased cell number and wviability

Inhibition of growth, cell-oycle arrest in G1,
differentiation
Cell-oycle arrest in G1, growth suppression

Apoptosis
Growth arrest, cell-cycle arrest in GOA

Growth arrest, cell-oycle arrest

Growth arrest and differentiation
Cell-oycle arrest in G1

Growth arrest, apoptosis
Growth arrest, apoptosis
Growth arrest, cell-cycle arrest
Growth arrest

Growth arrest, differentiation

Growth arrest, apoptosis

Growth inhibition, differentiation
Growth inhibition

Reduction of cell viability, apoptosis
Apoptosis

Growth inhibition

Growth inhibiton

Studi in vitro dell’effetto antineoplastico degli agonisti di PPAR-y. (da
Grommes et al., Lancet Oncology 2004; (5):419-429).

30



I1 recettore nucleare PPAR-y oltre ad avere affinita di legame per composti di
sintesi come 1 TZDs, presenta specificita anche per molecole naturali, tra cui si
annoverano gli acidi grassi poliinsaturi a catena lunga ed 1 loro metaboliti
derivati del metabolismo ossidativo, gli eicosanoidi. Gli acidi grassi essenziali
come 1’acido y-linolenico, I’acido arachidonico, i1 DHA ed EPA, ed i loro
prodotti derivati dalle reazioni di ossidazione mediate dagli enzimi
lipossigenasi (LOXs) come 9-HODE, 13-HODE, d15-PGJ2 sono considerati
potenti ligandi agonisti ed attivatori endogeni di PPAR-y (Willson et al., 2000;
Forman et al., 1995).

Se per I’ isoforma PPAR-y sono note le funzioni antineoplastiche ci sono
ancora molte incertezze su quale possa essere il ruolo di PPAR-a in tal senso,
nel 1998 Roberts e collaboratori, da uno studio su cellule epatiche murine,
hanno reso noto che D’espressione e I’'induzione di PPAR-a preclude
I’attivazione di meccanismi anti-apoptotici (Roberts et al., 1998), in contrasto
un recente lavoro di Jiao e collaboratori su cellule tumorali epatiche umane
evidenzia una funzione anti-neoplastica e pro-apoptotica per PPAR-a alla pari

di PPAR-y (Jiao et al., 2002).
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LIGANDO RECETTORE
Metaboliti di acidi grassi
8 (S)-HETE Alpha
8 (S)-HETE beta
8 (S)-HETE gamma
8 (R)-HETE alpha
8 (S)-HEPE alpha
PG15d-J, gamma
LTB4 Alpha
15-HETE Gamma
9-HODE Gamma/alfa
13-HODE Gamma/alfa
PGI2 beta
Acidi grassi
Linoleic acid
i o Alpha/beta/gamma
a-Linolenic acid
: N alpha
x-Linolenic acid aloha
Arachidonic cid P
. alpha
Docosahexanoic acid
. L alpha/gamma
Eicosapentaenoic acid
. alpha
Oleic acid
alpha
Ligandi sintetici
TZDs (Ciglitazone, rosiglitazone, Gamma
pioglitazone, troglitazone)
FIBRATTI (ciprofibrato, clofibrato alpha

Quadro generale dei principali ligandi per PPARs ed affinita per le varie

isoforme.
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1.4 Lipossigenasi (LOXs) e Ciclossigenasi (COXs)

Gli enzimi lipossigenasi, iniziando da un ancestrale gene precursore, non sono
stati eliminati durante 1’evoluzione ma piuttosto hanno subito la sua pressione
continuando a differenziarsi fino a creare una famiglia enzimatica eterogenea
ubiquitariamente presente nel regno vegetale (Casey et al., 1999; Grechkin,
1998) ed in quello animale (Brash et al., 1999; Kuhn et al., 1999). Dal 1974
(Hamberg et al., 1974), anno in cui fu scoperta la presenza di un isoforma di
LOX nelle piastrine di sangue umano, la famiglia delle LOX dei mammiferi
tende ad aumentare contando nuovi membri con funzioni differenti. Il ruolo
delle LOXs ¢ catalizzare la diossigenazione degli acidi grassi insaturi
trasformandoli nei corrispondenti derivati idroperossidi conosciuti come acidi
idrossieicosatetraenoici (HETEs), acidi idroperossieicisatetraenoici (HpETESs)
e leucotrieni (LTs), piu in generale detti eicosanoidi. La famiglia delle LOXs
conta diverse isoforme distinte in base alla posizione della diossigenazione
inserita sulla catena acilica dell’acido grasso e al tipo di metabolita secondario
prodotto. Gli eicosanoidi derivati dalle diverse isoforme di LOXs sono stati
studiati, sia in vitro sia in vivo, per testare la loro influenza sui processi di
carcinogenesi e proliferazione delle cellule tumorali, si ¢ arrivati cosi a
distinguere differenti sottoclassi di LOXSs per cui ¢ stato possibile delineare una
diversa capacita di inibire o indurre le trasformazioni cancerose. Gli enzimi
lipossigenasi -12, -5, ¢ -8 (12-LOX, 5-LOX, 8-LOX) ed i metaboliti da essi
derivati hanno dimostrato di contribuire sostanzialmente alla carcinogenesi.
Tutti gli enzimi suddetti, poco espressi in normali condizioni fisiologiche,
vengono trascritti e tradotti con maggiore frequenza dalla cellula durante le fasi
iniziali della carcinogenesi con un conseguente aumento della loro attivita e
relativo accumulo dei loro prodotti, 1 quali manifestano la capacita di
interferire con 1’attivazione del programma di morte cellulare programmata a
favore di una induzione di proliferazione e sviluppo di sistemi di resistenza. Le

conoscenze piu specifiche si hanno per I’enzima 12-LOX, i cui livelli di
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espressione e relativa presenza proteica, sembrano associati al grado di
invasivita che il tumore acquisisce e allo stadio che esso ha raggiunto. Il
prodotto della 12-LOX, 12-S-HETE, ¢ in grado di regolare 1 processi di
invasione e metastasi delle cellule cancerose attraverso I’incremento di
espressione delle molecole di adesione, del contatto delle cellule tumorali con
la matrice di fibronectina tissutale, stimolando anche I’angiogenesi e la
migrazione delle cellule tumorali. A sostegno di tali affermazioni esistono
numerosi studi sia in vitro sia in vivo che evidenziano quanto il silenziamento
del gene 12-LOX attraverso mRNA-antisenso sia in grado di ridurre la massa
tumorale e diminuirne 1’invasivita o 1’effetto metastatizzante, inoltre analisi di
comparazione in vitro tra cellule non metastatiche e cellule metastatiche, hanno
notato che queste ultime presentano una maggiore espressione di 12-LOX e,
come conseguenza, un forte incremento del prodotto 12-S-HETE. E’ noto
inoltre che inibitori specifici per 12-LOX (Baicaleina) bloccano la crescita
tumorale e inducono la morte cellulare attraverso il meccanismo di morte
cellulare programmata (Matsuyama et al., 2004; Yoshimura et al., 2004; Tong
et al., 2002).

Per quello che riguarda invece lo studio degli effetti dell’enzima 5-LOX in
relazione all’effetto sulla carcinogenesi e proliferazione tumorale, i1 risultati
sono tutti concordi a definire una funzione induttiva dell’enzima non solo nello
sviluppo, ma anche sulla proliferazione di cellule neoplastiche. L’enzima 5-
LOX dipende per la sua attivita catalitica da un cofattore proteico indicato
come FLAP (Five Lipoxygenase-Activating Protein), con la funzione di
presentare 1l substrato, 1’acido arachidonico (AA), all’enzima che tramite
diossigenazione si occupera di trasformarlo in eicosanoidi (5-HETE, LTs della
serie 4) ad azione pro- inflammatoria. L’utilizzo degli inibitori per FLAP ha
reso evidente la funzione che tale lipossigenasi svolge all’interno di una cellula
cancerosa: trattamenti in vitro con ’inibitore MK886, specifico appunto per
FLAP, evidenziano un blocco della crescita di una grande quantita di cellule

tumorali e I’induzione all’attivazione del programma apoptotico. Sembra
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infatti che gli eicosanoidi derivati da 5-LOX, siano indispensabili alla cellula
cancerosa per inibire 1’attivazione del programma apoptotico € mantenersi in
attiva proliferazione (Matsuyama et al., 2004; Avis et al., 2001; Matsuyama et
al., 2005; Hoque et al., 2005). Non mancano perd anche dati contrastanti
secondo 1 quali gli inibitori di 5-LOX hanno indotto 1’apoptosi in linee cellulari
che non esprimevano né traducevano 1’enzima, ne sono un esempio 1’acido
boswelico acetil-11-f o I’inibitore MKS886 che inducono apoptosi
rispettivamente in cellule tumorali monocitarie (HL-60) e linfomi pur
mancando in tali linee cellulari I’espressione della 5-LOX (Hoernlein at al.,
1999; Datta et al., 1999).

Comparata con le altre LOXs, sicuramente la 8-LOX ha ricevuto ben poche
attenzioni dal mondo scientifico. Recenti lavori su cavie di laboratorio hanno
evidenziato come I’attivita di tale enzima aumenti la sua espressione durante 1
primi stadi della carcinogenesi, studi di mutagenesi in vivo, inoltre,
evidenziano una forte induzione alla carcinogenesi qualora 8-LOX fosse over-
espressa. Il suo prodotto 8-S-HETE ¢ risultato potenzialmente genotossico
tanto da contribuire allo sviluppo di un fenotipo mutageno in cellule normali
(Burger et al., 1999; Muga et al., 2000). Anche se 8-LOX sembrava un enzima
al solo appannaggio murino, un lavoro di Shureiqi (2000) e collaboratori
attesta la presenza di tale proteina anche nell’uomo, ulteriori studi saranno
svolti in questo senso per scoprire la sua funzione e il ruolo fisio-patologico nel
modello umano.

Tra gli enzimi LOX, 1 dati piu incerti in relazione alla loro attivita sulla
proliferazione e crescita tumorale, si hanno per gli isoenzimi 15-LOX-1 e 15-
LOX-2 distinti per preferenza di substrato, il primo specifico per 1’acido
linoleico, il secondo per 1’acido arachidonico. I prodotti di diossigenazione
dell’acido linoleico da parte di 15-LOX-1 sono 15-S-HETE, 12-HETE e
I’eicosanoide 13-S-HODE. Grazie a diverse sperimentazioni in vitro su vari
tipi di linee cellulari tumorali, tutti 1 composti, sembrano dimostrare una forte

capacita di indurre la morte cellulare programmata come conseguenza del
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blocco del ciclo cellulare e dell’attivazione del recettore nucleare PPAR-y
(Kamitani et al., 1998; Hill et al., 1998; Shureiqi et al., 1999; Shureiqi et al.,
2001). Per contro, ¢ altrettanto consistente il numero di studi che evidenziano
una proporzionalita diretta tra I’espressione di 15-LOX-1 e grado proliferativo
del tumore tanto che I’inibizione di tale enzima in cellule di carcinoma
prostatico PC3 ha inibito la crescita tumorale ed ha indotto la morte apoptotica
(Kelavkar et al., 2001; Nie et al., 2001).

L’isoforma 15-LOX-2 ¢ maggiormente espressa nei tessuti normali, mentre
sembra ridotta in quelli tumorali dove la sua presenza ¢ inversamente correlata
al grado differenziativo del tumore. Come tutte le altre classi di LOXs, il suo
substrato ¢ rappresentato dall’acido arachidonico (AA) che, una volta ossidato,
si trasforma nel composto derivato 15-S-HETE, sulla cui funzione non si ¢
fatta ancora chiarezza. Alcuni dati suggeriscono per 15-S-HETE un effetto
protettivo e anti-cancerogeno poiché sembra antagonizzare I’attivita delle LOX
-5 e -12, per cui ¢ gia abbastanza noto ’effetto induttivo sulla carcinogenesi
(Vanderhoek et al., 1980; Vanderhoek et al., 1985). Gli effetti di 15-S-HETE
sono dipendenti dall’induzione del programma apoptotico, attraverso PPAR-y
(Shappell et al., 2001), sebbene ci siano degli studi che evidenziano un effetto
anti-apoptotico dell’eicosanoide (Sandstrom et al., 1995). Anche se il bilancio
tra 1 risultati ottenuti sull’attivitd pro- o anti-apoptotica di 15-S-HETE da
maggiormente ragione a quest’ultimo effetto, tale ruolo richiede ulteriori
conferme.

L’ultimo gene LOXSs scoperto, prima nel topo poi nell’'uomo, ¢ ALOXE3 che
codifica per I’enzima lipossigenasi LOX-3. Le informazioni di cui il mondo
scientifico dispone riguardo a LOX-3 sono limitate, non si hanno dati
esaurienti né sulla funzione fisiologica dell’enzima, né sull’attivita, tantomeno
sulla distribuzione tissutale ¢ la sua espressione. La sequenza amminoacidica
di tale enzima ha un elevato grado di similitudine con 12-LOX (54% di
identita) e con 15-LOX-2 (51% di identitd) con le quali sembra avere affinita.

Numerosi studi hanno evidenziato come, pur avendo le sequenze
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aminoacidiche che caratterizzano le LOXs (sito attivo contenete ferro e residui
che definiscono la struttura), per LOX-3 rimanga ancora da definire la sua
attivita catalitica. Non ¢ stata notata alcun tipo di attivita enzimatica
utilizzando 1 normali substrati caratteristici per il genere LOXs quali acido
arachidonico e acido linoleico (Kinzig et al., 1999). Anche la sua distribuzione
tissutale sembra limitata agli epiteli cheratinizzati come la pelle, dove la sua
espressione € associata a stati patologici gravi di ipercheratosi e disfunzioni
epidermiche, sempre in concomitante presenza di LOX-12 (Krieg et al., 2001).
La scoperta delle mutazioni di espressione di LOX-3 e LOX-12 nello stesso
tessuto, soprattutto in casi di patologia, ha portato i ricercatori a speculare sul
possibile legame tra le due LOX scoprendo che LOX-3, anche se ha assunto
oramai solo storicamente il nome di lipossigenasi, in realta non svolge ’attivita
catalitica che caratterizza questa classe di enzimi ma ¢ considerata una
epossialcool sintasi con la funzione di metabolizzare ulteriormente i1 prodotti di
12-LOX (12-HPETE), e in minor misura delle due isoforme 15-LOXs, ad
epossialcoli, meglio conosciuti come epossiline (Yu et al.,, 2003). Tali
composti, oltre ad essere presenti in casi di patologia epidermica, sembrano
intervenire anche nelle malattie neoplastiche. Gli studi di Li (2005) e Qiao
(2003) hanno evidenziato un capacita anti-proliferativa e pro-apoptotica in vivo
e in vitro delle epossiline, utilizzando come modello sperimentale cellule
leucemiche e un composto di sintesi analogo delle epossiline (PBT-3, 10(S)-
hydroxy-11,12-cyclopropyleicosa-5Z,8Z,14Z-trienoic acid methyl ester).

Come gli enzimi LOXs anche gli enzimi COXs intervengono nell’ossidazione
stereospecifica dell’acido arachidonico presente in membrana. Anche per
COXs sono note diverse isoforme che producono diversi eicosanoidi: COX-1,
¢ espresso costitutivamente in una ampia gamma di tessuti normali dove
produce prostaglandine con una funzione fisiologica di segnalazione, e COX-2
la cui espressione ¢ indotta in risposta ad una varieta di stimoli mitogeni come,
citochine ed ormoni. Mentre 1’espressione di COX-2 ¢ limitata in tessuti

normali, in quelli tumorali sembra incrementata sia durante le prime fasi di
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sviluppo sia in quelle terminali di metastasi. La funzione di COX-2 e dei suoi
eicosanoidi derivati (prostaglandine della serie 2 [PG-2] e trombossani della
serie 4 [TX-4]) ¢ probabilmente quella di indurre la proliferazione e far
acquisire resistenza alle cellule cancerose. Numerosi studi in vitro su linee
cellulari tumorali umane hanno evidenziato che mentre una up-regolazione di
COX-2 promuove la proliferazione e I’angiogenesi la sua inibizione risulta
anti-neoplastica (Romano et al., 2003).

La doppia funzionalita, pro- e anti-cancerogena finora illustrata, caratteristica
degli enzimi LOXs, ma presente anche in COXs, suggerisce un equilibrio
quantomai dinamico all’interno della cellula tra 1 relativi eicosanoidi da esse
prodotti, il disturbo di tale equilibrio sfocia in uno stato di disordine generale

che potrebbe essere implicato nelle fasi iniziali della tumorigenesi.

Linoleie acid Arachidonic acid _
v v ¥ v v v ¥
13-LOX-1 153-LOX-2 13-5.LOXK IZR-LOX 8-LOX S LOX COX-2
! 55 HETE
v | LTAH
13-5-HODE 15-5-HETE v v v i
Differentiation, growth 12-5-HETE 12-#-HETE 3-5-HETE LTBs PGE:
inbibiticn, apoplosis Proliferation, angiogenesis,
i metastasia

) —

Equilibrio delle vie metaboliche mediate da LOXs e COXs sui substrati
Acido Arachidonico e Acido Linoleico durante la tumorigenesi. Le frecce
tratteggiate relative a 15-LOX-2, 8-LOX e 12-R-LOX riflettono il limitato
numero di dati di cui si dispone per tali enzimi in riferimento alla
carcinogenesi.

Il metabolismo ossidativo dei grassi non risulta al solo appannaggio degli
enzimi COXs e LOXs ma ¢ specifico anche di una superfamiglia di enzimi
indicati come citocromi P450 (CYPs). Il ruolo di spicco che svolgono nel
catabolismo del colesterolo, nella biosintesi degli ormoni steroidei, nel
metabolismo e disattivazione di sostanze xenobiotiche come 1 contaminanti

ambientali e 1 farmaci, ¢ ormai conosciuto, mentre poco chiara risulta la loro
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funzione fisiologica nella cellula. (Nelson et al., 1996). Le emoproteine
CYPs sono espresse ubiquitariamente dagli organismi eucariotici, con una
distribuzione tissutale variegata e una maggiore presenza nei tessuti epatici e
renali. La loro localizzazione intracellulare ¢ di preferenza correlata al reticolo
endoplasmatico ma esistono sottoclassi che si inseriscono nella membrana
interna del mitocondrio. La classe di CYPs che interviene nel metabolismo
degli acidi grassi ¢ indicata come epossigenasi ed ha la funzione di trasformare,
mediante reazioni di ossidazione, il suo substrato, 1’acido arachidonico, in
derivati secondari conosciuti come acidi epossieicosatrienoici (EETS).
Precedenti studi hanno dimostrato che tali acidi presentano attivita di
biomediatori e, alla stregua di PGs e LTs, svolgono funzioni fisiologiche
diverse in base al tipo di regio-isomero considerato e alla cellula che lo
produce. Per loro ¢ stato possibile definire una linea generale di attivita
secondo la quale questi composti svolgono funzioni vasoattive ed
antinfiammatorie. Cosi come non ¢ chiaro il meccanismo biochimico innescato
dagli EETs per la regolazione delle funzioni cellulari, non sono state ancora
prese delle posizioni certe sul rapporto tra gli EETs e il programma di morte
cellulare programmata. Lo studio di Chen e collaboratori (2001) ha
documentato 1’attivita anti-apoptotica e citoprotettiva di uno degli EETs,
14,15-EET, in cellule epiteliali renali dove lo stimolo pro-apoptotico ¢ stato
indotto da H,0, ed etoposide.

Di contrasto nel 2005 lo studio di Jiang (Jiang et al., 2005), evidenzia un
effetto pro-carcinogeno di una isoforma del citocromo P450, CYP2J2, in grado
di promuovere il fenotipo neoplastico inducendo la trasformazione e la
proliferazione di cellule tumorali e fornendo loro resistenza all’attivazione di
un programma apoptotico.

La capacita di regolare i meccanismi di proliferazione, differenziamento e
morte cellulare da parte degli enzimi COXs, LOXs e CYPs epossigenasi
risiede nel fatto che 1 composti prodotti dal loro metabolismo ossidativo sugli

acidi grassi (PGs, LTs, HETEs, HpETEs, EETs) sono, per la maggior parte, dei

39



ligandi per i recettori nucleari PPARs, capaci di regolare i meccanismi vitali
cellulari attraverso la modulazione dei geni che in tali processi sono coinvolti.

Inoltre, poiché 1 substrati oggetto dell’attivita ossidativa di LOXs, COXs e
CYPs sono rappresentati dagli acidi grassi, ne consegue che il tipo e la
concentrazione di acido grasso assunto dalla dieta influenza non solo la
produzione, la concentrazione e la sottoclasse di composto secondario da esso

derivati, ma anche, come gia illustrato, la risposta cellulare.
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Quadro generale del metabolismo ossidativo dell’acido arachidonico ad
opera degli enzimi COXs, LOXs e CytP450.
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1.5 Adenocarcinoma pancreatico

L’adenocarcinoma pancreatico rappresenta ad oggi la quarta causa di morte nel
mondo occidentale preceduto dal tumore del polmone, colon-retto, fegato e
seno.

Conosciuto come uno dei tumori piu letali tra le malattie neoplastiche umane a
cause delle caratteristiche di asintomatologia o sintomatologia aspecifica,
aggressivita, e quindi estrema rapidita del decorso clinico, risulta essere
resistente a1 normali protocolli di trattamento chemioterapico (Evans et al.,
1996; Buchler et al., 1991; Scheithauer et al., 1990). Ad aggravare il quadro,
peraltro gia difficile, ¢ ’impossibilita di fornire una diagnosi precisa in fase
iniziale del tumore a causa della localizzazione anatomica del pancreas e
I’assenza di markers tumorali specifici per esso. Le statistiche che riguardano
la sopravvivenza a seguito di un tumore al pancreas non sono confortanti, il
rapporto morte/diagnosi ¢ 0,99, D’aspettativa media di vita nelle forme gia
avanzate e metastatizzanti dell’adenocarcinoma pancreatico non arriva a 4 mesi
con un tasso di mortalita del 97% (Devesa et al., 1995). A tutt’oggi I’unica
terapia, peraltro efficace solo nel 10-15% dei casi, ¢ la resezione chirurgica del
pancreas previa assenza di metastasi secondarie e stretta localizzazione del
tumore all’organo bersaglio (Lillemoe et al., 2000). Qualora non ci siano gli
estremi per un intervento radicale di asportazione, si adottano trattamenti
palliativi, tesi ad eliminare il dolore e migliorare la qualita di vita del paziente.
Le piu moderne terapie di trattamento prevedono 1’azione concomitante di
radio e chemio-terapia combinata con gemcitabina e 5-fluorouracile (5-FU),
ma anche in questi casi il guadagno in termini di sopravvivenza del malato ¢
modesto e di poco superiore ai 5 mesi (Bakkevold et al., 1993).

La popolazione target ¢ maggiormente rappresentata da individui di sesso
maschile con un rapporto di insorgenza del tumore di 1.7:1 rispetto alla
controparte femminile, con un range di eta di comparsa molto ampio che varia

tra1 351 70 anni, I’abuso di alcool e/o tabacco ¢ casi di familiarita del tumore
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sono ulteriori fattori predisponenti (Wingo et al., 1999; Boyle et al., 2005;
Gudjonsson et al., 1987).

Fattor1 predisponenti all’adenocarcinoma pancreatico sono sia di natura
ambientale sia nutrizionale oltre che puramente genetici, il fumo di sigaretta ¢
una delle cause piu comuni dello sviluppo di circa il 30% dei tumori
pancreatici (Howe et al., 1992; Ghadirian et al., 1991; Lossing et al., 1986;
Baghurst et al., 1991), una dieta non equilibrata, ricca di carni rosse e
soprattutto di grassi, oltre che patologie gravi come diabete mellito (Ekoé et
al., 1992; Gullo et al., 1994), pancreatiti croniche (Lowenfels et al., 1993;
Balsan et al., 1995; Karlson et al., 1997) e familiarita della neoplasia,
favoriscono I’'insorgenza del tumore pancreatico (Ghadirian et al., 2003).

Da uno studio ecologico su 29 contee degli Stati Uniti condotto da Ghadirian e
collaboratori nel 1991, ¢ emerso che tra i fattori nutrizionali predisponenti
all’adeno-carcinoma pancreatico compaiono: un elevato consumo di uova, latte
e carne, mentre ’aumento nella dieta di verdure, frutta e fibre sono
inversamente associate con il rischio di cancro pancreatico (Howe et al., 1992;
Ghadirian et al., 1991; Ghadirian et al., 1995). Sebbene il ruolo svolto
dall’alimentazione nella tumorigenesi del carcinoma pancreatico non sia ben
delineato e risulti piuttosto generalizzato, si pud comunque tentare di
mantenere una dieta equilibrata e ricca di acidi grassi essenziali, le cui
proprieta citoprotettive sono state ampliamente descritte, quantomeno per
limitare 1’insorgenza di tale patologia o, qualora sia gia presente, contenerne
I’accrescimento e I’effetto metastasi.

Dal punto di vista genetico non sono stati ancora localizzati locus genici
specifici in stretta correlazione con la comparsa dell’adenocarcinoma
pancreatico, seppure siano state evidenziate alterazioni geniche che riguardano
soprattutto 1 geni onco-soppressori € onco-geni quali K-ras, p16, HER2/Neu,
MUC4, DPC4 e BRCA2, per i quali I’incidenza varia in base al grado di atipia
(differenziato, indifferenziato, moderatamente differenziato) raggiunto dal

tumore, sembra inoltre che tali mutazioni compaiano secondo un ordine
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temporaneo definito durante I’avanzamento delle lesioni da pre- a post-
neoplastiche (Parviz et al., 2003). La sequenza di mutazioni interessa prima i
geni onco-geni e solamente in seguito gli onco-soppressori.

Mutazioni a carico dell’oncogene K-ras e HER2/Neu sembrano essere correlati
agli eventi iniziali della progressione neoplastica, K-ras risulta iperattivato
nella maggior parte degli adenocarcinomi (95%) (Hruban et al., 1993), cosi
come HER2/Neu per il quale si nota un aumento di espressione nel tessuto
tumorale in fase avanzata rispetto a quello normale (Day et al., 1996). Come
accade per qualsiasi altro tipo di neoplasia anche nell’adenocarcinoma
pancreatico si nota una deregolazione dei geni proto-oncogeni c-myc ¢ c-fos
che risultano ambedue over-espressi nella maggior parte dei casi (Schleger et
al., 2002; Wakita et al., 1992).

Il gene CDKN2A, che codifica per la proteina inibitrice dell’ avanzamento del
ciclo cellulare p16, risulta inattivato nell’80% degli adenocarcinomi spiegando
I’ aggressivita della neoplasia, mutazioni a carico di tale gene permettono
infatti la duplicazione incontrollata delle cellule tumorali (Rozenblum et al.,
1997)..

Solo durante la fase tardiva dello sviluppo della neoplasia si notano mutazioni
che tendono a diminuire 1’espressione dei geni onco-soppressori quali p53,
BRCA2 ¢ DPC4 (Smad4). Un decremento di espressione del gene p53 o la sua
in attivazione nel 50-70% dei casi aggrava il quadro genetico accentuando il
grado di instabilitda ed eterogeneitda delle mutazioni accumulabili durante le
duplicazioni cellulari, rendendo ancora piu aggressiva la patologia (Pantalone
et al.,, 2004). Sebbene le mutazioni a carico del gene BRCA2, responsabile
come p53 della stabilita genetica, siano piu specifiche per il tumore al seno o
all’ovaio, da recenti studi sembra che nel 17% dei casi di adenocarcinoma
pancreatico si manifesti una diminuzione della sua espressione, soprattutto se il
tumore presenta una storia familiare (Goggins et al., 2000).

Un altro gene la cui mutazione risulta relativamente specifica per il carcinoma

pancreatico ¢ 1’onco-soppressore DPC4/SMAD4 (deleted in pancreatic adeno-
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carcinoma) inattivato approssimativamente nel 50% dei casi di tumore
pancreatico (Wilentz et al., 2000; Pantalone et al., 2004; Hua et al., 2003).
Della stessa classe dei geni onco-soppressori fa parte il gene DUSP6/MKP3
(dual specificity protein phosphatase 6/ Map kinase phosphatase 3), la cui
espressione sembra soppressa gia nelle prime fasi di trasformazione di cellule
tumorali, il grado di inibizione del gene e della relativa proteina, infatti, sembra
associabile al grado di differenziamento del tumore stesso ( Xu et al., 2005;
Cao et al., 2005).

I1 gene MUC4 che codifica per la proteina mucina 4 ¢ stato recentemente
identificato come un marcatore caratteristico per [’adenocarcinoma
pancreatico, secondo gli studi di Andrianifahanana (2001) e Swartz (2002),
I’aumento di espressione di tale gene, non espresso in cellule pancreatiche
normali, possa essere indice del grado di atipia raggiunto dal tumore.

Come per qualsiasi altro tipo di tumore, anche per il carcinoma del pancreas la
scienza si sta muovendo alla ricerca dei meccanismi alla base del
differenziamento e della trasformazione 1implicati nel processo di
carcinogenesi, € sono sempre piu studiati protocolli di trattamento che
prevedono 1’uso di vaccini anti-tumorali, terapia genica, vettori per agenti
citotossici e markers genetici di popolazione, in modo da disporre di tecniche
di indagine e terapeutiche sempre piu accurate e specifiche per I’organo

malato.
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1.6 Apoptosi

I temine ‘“apoptosi” o morte cellulare programmata (dal greco
amonTOo1G, termine col quale si indica la caduta delle foglie dall’albero),
venne coniato nel 1972 dal ricercatore John Kerr che per primo descrisse una
serie di processi e cambi morfologici che caratterizzavano un nuovo tipo di
morte cellulare, fisiologica e non accidentale, che si sviluppava secondo stadi
controllati, termine ultimo dei quali ¢ I’autodistruzione cellulare (Kerr et al.,
1972).

L’apoptosi riveste I’importante ruolo biologico di regolazione nella maggior
parte dei processi fisiologici coinvolgendo il differenziamento, 1’omeostasi e la
rimozione di cellule anormali in tutti i tessuti. Nell’uomo 1 processi di morte
cellulare programmata sono basilari nel normale sviluppo embrionale (Meier et
al.,2000) oltre che nella maturazione del sistema nervoso centrale (Naruse,
1995), nell’atrofia tissutale endocrino-dipendente (Kyprianou et al., 1988) e nel
turnover cellulare di un tessuto (Wyllie et al., 1980; Lynch et al., 1986). Anche
al livello del sistema immunitario 1’apoptosi riveste un ruolo importante di
regolazione: la selezione timica, 1’eliminazione di cellule infettate da virus o
cancerose ¢ lo spegnimento delle risposte immunitarie (Cohen et al., 1992),
sono esempi di indispensabilita d’intervento del processo apoptotico.

In questi termini ¢ facile capire come una disfunzione o una deregolazione del
programma di morte apoptotica possa essere la causa di un’ampia varieta di
condizioni patologiche anche gravi che sfociano spesso in malattie cancerose o
autoimmuni e patologie neurodegenerative o ischemiche.

Dal punto di vista morfologico la cellula apoptotica segue una serie di stadi
stereotipati come conseguenza di eventi biochimici e molecolari che in essa
sopraggiungono. Durante le fasi precoci del processo apoptotico la cellula si
condensa perdendo rapidamente volume, diminuisce i contatti con le cellule
limitrofe e sostituisce le eventuali specializzazioni di membrana con catene

proteiche, non espresse in condizioni normali, dette “molecole eat- me” con la
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funzione di rendere piu semplice il compito dei macrofagi, che per fagocitosi,
provvedono all’eliminazione dei detriti cellulari alla fine del processo.

A livello nucleare si nota la disgregazione del nucleolo e la condensazione
della cromatina, che verra frammentata in porzioni discrete di 180-200 bp,
lunghezza corrispondente ai tratti di DNA internucleosomale.

L’ultima fase del processo prevede la frammentazione dell’intera cellula in
complessi membranosi contenenti citosol, cromatina condensata e organelli,
indicati come corpi apoptotici, che verrano rapidamente rimossi dai macrofagi
per evitare possibili risposte infiammatorie e processi flogistici secondari.
L’intero processo apoptotico interessa simultaneamente solo poche e singole
cellule in un intero tessuto, ¢ non dura che una o al massimo due ore,
caratteristiche che ne rendendono difficoltosa la localizzazione (Golstein et al.,

1991; Majno et al., 1995).

Morphological Changes during Apoptosis
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Le modifiche morfologiche stereotipate che caratterizzano una cellula
apoptotica sono modulate e sviluppate secondo dei meccanismi genetici e
molecolari altrettanto conservati che prevedono la presenza cellulare di fattori
geneticamente determinati pronti ad essere attivati, secondo un ordine ben
definito, in risposta ad un segnale di morte. Le fasi salienti attraverso cui si
sviluppa il programma apoptotico riguardano: 1’induzione del processo,
I’esecuzione e il riconoscimento/fagocitosi dei corpi apoptotici da parte dei
macrofagi.

La fase di attivazione della morte cellulare programmata prevede diversi
stimoli sia di origine endogena sia esogena in grado di innescare 1 percorsi
biochimici che porteranno alla fase di esecuzione, stereotipata ed irreversibile,
dell’apoptosi. Importante induttore endogeno di morte cellulare programmata ¢
il prodotto del gene onco-soppressore p53, la proteina p53. Tale proteina ¢
responsabile dell’arresto della crescita ed una eventuale riparazione o
eliminazione di cellule nelle quali si sia manifetstato un danno del materiale
genetico. La proteina p53 lavora di concerto, nell’eliminazione di cellule
anormali, con il prodotto di un altro onco-soppressore: la proteina pRb, primo
regolatore nell’avanzamento di una cellula attraverso il ciclo cellulare.
Mutazioni a carico di ambedue gli onco-soppressori contribuiscono alla
comparsa di gravi patologie neoplastiche, ne sono un esempio la sindrome di
Li-Fraumeni, causata da una mutazione autosomica dominante a carico del
gene p-53, e il retinoblastoma infantile che ¢ il risultato di una mutazione
somatica del gene Rb.

L’assenza di fattori di crescita, indispensabili per la sopravvivenza cellulare,
permette lo svolgersi di un programma endogeno di default che attiva
I’apoptosi cellulare (Kerr et al., 1972), ne sono un esempio i linfociti T che in
assenza di interleuchina 2 (IL-2), importante segnale mitogeno, attivano i
programma di morte cellulare.

Un’altra importante causa di apoptosi ¢ la riduzione di disponibilita di

molecole di ATP. Pare infatti che esista un rapporto tra ADP ed ATP, pari a
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1:5, che rappresenta un valore soglia al di sotto del quale la cellula attiva il
programma suicida. Precisamente se il calo di ATP ¢ massiccio la morte
cellulare si manifesta sotto forma di necrosi, se risulta pit moderato tutto si
risolve per apoptosi (Leist et al., 1997).

Anche la regolazione di importanti messaggeri intracellulari, quali il calcio
(Ca™) (Richter et al., 1991) e di enzimi regolatori quali la proteinchinasi C
(PKC) (Bertrand et al., 1994) puo, in modo ancora non del tutto chiaro, indurre
apoptosi in un ampia varieta di tipi cellulari. Un aumento dei flussi
intracitoplasmatici di Ca*" avviene molto precocemente, e pud derivare sia
dall’entrata di tale 1one dall’ambiente extracellulare, che dal suo rilascio dai siti
di sequestro intracellulari. Tale aumento sembrerebbe implicato nel processo di
morte cellulare programmata a due livelli: quello di traduzione del segnale
dove il Ca® potrebbe agire a monte di altri secondi messaggeri, convergenti poi
sull’attivazione di una serie di proteinchinasi e/o fosfatasi in grado di regolare
molecole effettrici del processo apoptotico; oppure quello si stimolare
direttamente, in un fase piu tardiva, l’attivita di enzimi come proteasi ed
endonucleasi, implicati nel meccanismo di morte cellulare.

Mentre, come sopra menzionato, tra gli induttori della fase di attivazione
dell’apoptosi possono essere annoverati piu fattori, per la fase di esecuzione
del processo, la cellula prevede una serie di eventi stereotipati comuni o quasi,
a tutte le vie d’innesco; la fase di esecuzione avviene attraverso una serie di
reazioni enzimatiche a catena non piu arrestabili ed automatiche, che portano la
cellula inevitabilmente verso la morte cellulare. Protagonisti della fase di
esecuzione sono gli enzimi caspasi, proteasi cisteina-dipendenti e aspartato-
specifiche, la cui attivita catalitica dipende dalla presenza nel sito attivo
(QACRG), di un residuo di cisteina altamente conservato, ¢ di un residuo di
acido aspartico al livello del quale avviene il taglio proteolitico. Le caspasi
sono disperse nel citosol cellulare in forma di procaspasi, zimogeni proteici
inattivi, che subiscono il taglio proteolitico da parte di altre caspasi a monte

secondo reazioni a catena, attivandosi in forma di eterotetramero.
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Fine ultimo della cascata delle caspasi ¢ disattivare tutti gli enzimi coinvolti nel
mantenimento dei sistemi vitali cellulari quali riparazione e duplicazione del
DNA, splicing dello RNA, conservazione della struttura citoscheletrica, per
indurre a morte la cellula.

La famiglia delle caspasi nell’uomo raggruppa ben 14 membri, di cui
solamente sette a tutt’oggi prendono attivamente parte al processo di morte
cellulare.

Le caspasi -1 , -4, -5, -11, -12 sembrano infatti essere coinvolte nel processo
proteolitico di maturazione di citochine proinfiammatorie quali pro-IL-1p e
pro-IL-8 piuttosto che nel macchinario esecutivo apoptotico (Denault et al.,
2002), mentre alle caspasi-3, -9, -8 e caspasi-2, -6, -7, -10 ¢ stato riconosciuto
il ruolo di protagoniste nello svolgimento del processo di morte cellulare. In
particolare, le caspasi-3, -6 e -7, sono indicate come vere € proprie esecutrici
del processo di morte, le caspasi restanti hanno funzione di “iniziatori”, una
sorta di innesco segnale-specifico per diverse modalita di svolgimento della
morte cellulare programmata.

La morte cellulare programmata prevede infatti due diverse vie di attivazione,
(1) quella estrinseca o recettore-dipendente in cui il segnale di morte ¢ fornito
da oligomerizzazione del recettore di morte, espresso sulla superficie cellulare,
attraverso il legame con il proprio ligando, e (ii) la morte indotta per via
intrinseca, indipendente da recettori extracellulari ma strettamente correlata
alla presenza nel citosol di molecole pro-apoptotiche altrimenti confinate e
sequestrate in compartimenti cellulari. La prima via presenta la caspasi-8 come
iniziatrice della fase di esecuzione del processo apoptotico, mentre la via

intrinseca utilizza la caspasi-9.
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Apoptosi per via estrinseca

L’ apoptosi per via estrinseca ¢ mediata dall’attivazione di recettori espressi
sulla superficie cellulare, indicati come “death receptors”, che a seguito di
legame con il proprio ligando trasmettono il segnale apoptotico e 1’attivazione
del programma di morte. Tali recettori appartengono alla superfamiglia dei
recettori per TNF (Tumor Necrosis Factor) di cui fanno parte i recettori TNFR-
I (Tumor Necrosis Factor-a Receptor), CD-95 (Fas), e TRAIL-R (TNF-related
apoptosis-inducing ligand receptor) specifici per i loro ligandi, rispettivamente
TNF, Fas-L, TRAIL. Tali recettori condividono caratteristiche comuni sia dal
punto di vista strutturale che da quello funzionale, essi presentano un dominio
extracellulare ricco in cisteina ad alta specificita per il proprio ligando che ne
rende possibile [D’attivazione tramite trimerizzazione, ¢ un dominio
citoplasmatico indicato come Death Domain (DD) indispensabile per il
trasferimento del segnale dall’ambiente extra-cellulare all’interno della cellula.
(Naismith et al., 1998; Nagata, 1996). 11 DD, una volta ricevuto il segnale di
trimerizzazione recettoriale, recluta molecole adattatrici intracellulari FADD
(Fas-associated death domain) che tramite 1 loro Death Effector Domain
(DED) sequestrano molecole di pro-caspasi-8 iniziatrici in prossimita della
membrana per la formazione del DISC (Death Inducing Signalling Complex).
Attraverso un processo di trans- e auto-proteolisi nel DISC, lo zimogeno pro-
caspasi-8, viene trasformato in complesso attivo, caspasi-8, capace di
processare a sua volta ulteriori caspasi effettrici (caspasi 3, 6, 7). La reazione a
catena puo culminare nell’attivazione diretta della caspasi 3, vera effettrice
della via di morte poiché capace di inattivare e processare gli enzimi
indispensabili alla vitalita cellulare (Apoptosi recettore-mediata di Tipo I),
oppure nel processamento della proteina Bid, appartenente alla famiglia di Bcl-
2, che integrandosi nel mitocondrio permette il rilascio dei fattori pro-
apoptotici in esso contenuti (Apoptosi recettore-mediata di Tipo II) (Scaffidi et

al.,1998).
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La via estrinseca ¢ normalmente utilizzata dal sistema immunitario per la
selezione e la delezione timica della popolazione di linfociti T, lo spegnimento
della risposta immunitaria evitando [’accumulo di linfociti reattivi, il
mantenimento dello stato di immuno-privilegio per alcuni organi come occhi e
testicoli, 1’attivita citotossica di linfociti CTL e cellule NK nei confronti di

cellule infettate da virus o in tumorigenesi.

Ligand
(FasL, TNF-a, TRAIL)

Death Receptor
(Fas, TNFR1, DRS, ...)

Adaptors
(FADD, TRADD)

> == Activation of
Caspases-3, -6, -7 ™» ApOpPTOSIS
active Caspase-8

Apoptosi per via estrinseca. Dopo il legame con il proprio ligando (Fas-L,
TNF-a, TRAIL) il recettore di morte (Fas, TNFR1, TRAIL-R) oligomerizza e
recluta dal citosol molecole adattatrici e pro-caspasi-8 formando il DISC.
Attraverso 1l taglio auto-proteolitico, la pro-caspasi si attiva processando le
caspasi effettrici (caspasi-3, -6, -7) per la fase di esecuzione dell’apoptosi.
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Apoptosi per via intrinseca

Nell’apoptosi che procede secondo il meccanismo intrinseco, il segnale di
attivazione del processo puod essere sia interno che esterno alla cellula.
Deprivazione di fattori di crescita e sostanze nutritive, attivazione degli
oncogeni, radiazioni UV, danni a carico del materiale genetico, stress di varia
natura (stress ossidativo o indotto da agenti chemioterapici), sono solo alcuni
esempi di fattori che minano la stabilita cellulare attivando il processo di morte
cellulare programmata.

La via intrinseca si manifesta a seguito di una alterazione dello stato
fisiologico dei mitocondri, organelli che non solo sono sede della respirazione
cellulare ma rappresentano compartimenti di sequestro per vari fattori pro-
apoptotici (Green et al., 1998; Kroemer et al., 2000; Bernardi et al., 1999;
Loeffler et al., 2000). I segnali di morte endogeni hanno come bersaglio
preferito il potenziale di membrana interna del mitocondrio (Ay). Tale
potenziale viene destabilizzato dall’incremento della permeabilita di
membrana (Permeability Transition, PT) che in maniera incontrollata permette
il passaggio nell’organello di acqua citosolica e soluti fino al suo
rigonfiamento e rottura della membrana esterna. Una volta distrutta 1’integrita
mitocondriale, segue il rilascio nell’ambiente extra-cellulare di fattori ad
effetto pro-apoptotico come il citocromo ¢ (Cyt c), AIF (Apoptosis-inducing
Factor) (Susin et al., 1999), endonucleasi endoG (Li, 2001), Smac/Diablo
(Verhagen, 2000). 11 rilascio di tali fattori, I’incremento della permeabilita di
membrana (PT), la dissipazione del potenziale di membrana del mitocondrio,
sono causa di una diminuzione dell’omeostasi cellulare durante la quale la
sintesi dell’ATP ¢ sospesa e le molecole implicate nella regolazione dello stato
redox generale sono ossidate (NADPH, NADH, GSH) con relativo aumento
delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Kroemer et al., 2000; Kroemer et
al., 1997). Ne consegue una ossidazione aspecifica ed indiscriminata di lipidi,

proteine e acidi nucleici (Marchetti et al., 1997). Sono molti i meccanismi che
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sono stati proposti per spiegare PT, a tutt’oggi il riferimento maggiore € verso 1
cosiddetti Pori PT (PTP, Permeability Transition Pore), composti dalla fusione
per interazione di un traslocatore di adenin nucleotide (ANT, Adenin
Nucleotide Traslocator) e un canale per anioni voltaggio- dipendenti (VDAC,
Voltage-dependent Anion Channel).

ANT ¢ una proteina trans-membrana presente nella membrana mitocondriale
interna, con funzione di canale antiporto, essa infatti ¢ responsabile del
trasferimento di ATP dal mitocondrio al citosol e contemporaneamente di
ADP dal citosol al mitocondrio.

VDAC, anche chiamata porina, ¢ presente invece sulla membrana esterna dove
costituisce un poro non selettivo. Tramite interazioni proteina-proteina i due
tipi di molecole trans-membrana formano complessi VDAC-ANT che mettono
in contatto la membrana esterna con quella interna costituendo dei siti di
connessione tra di esse (Beutner et al., 1998). Poiché¢ la variazione di
permeabilita PT della membrana ¢ il fattore scatenante della morte cellulare
mitocondrio-mediata, 1 pori PTP rappresentano per la vitalita cellulare un
punto critico da mantenere sotto stretto controllo utilizzando dei raffinati
meccanismi regolatori di cui sono protagoniste le proteine della famiglia Bcl-2
(Adams et al., 1998; Cory et al., 2002).

Con il termine Bcl-2 si definisce una famiglia di geni che codificano per
proteine ad attivita anti-apoptotica e pro-apoptotica, localizzate sia sulla
membrana mitocondriale esterna, dove svolgono un’importante funzione
regolatoria, sia sulla membrana nucleare e sul reticolo endoplasmatico. Nei
mammiferi sono stati codificate almeno 30 proteine appartenenti a questa
classe, alcune delle quali manifestano attivita pro-apoptotica come le proteine
Bcl-2, Bel-X;, Bel-w, Al, Mcl-1, altre invece rivestono il ruolo di induttor1 di
morte come Bcl-X,, Bax, Bak, Bok, Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa,
Puma, Blk, BNIP3 e Spike. Esse condividono uno o pitu motivi fortemente

conservati detti Bcl-2 Homology Domains (BHs), conosciuti come BH1, BH2,
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BH3, BH4, con la funzione di mediare I’interazione proteina/proteina per
formare dimeri o oligomeri .

Dal momento della loro scoperta le proteine Bcl-2 hanno sollevato nel mondo
scientifico non pochi dibattiti sul loro meccanismo d’azione nella regolazione
del processo di morte cellulare programmata. Il primo modello fu quello che
prevedeva un regolazione diretta da parte delle proteine Bcl-2 sull’attivazione
della reazione a catena delle caspasi (Strasser et al., 2000), poi abbandonato a
favore della seconda ipotesi di cui si ¢ fatto portavoce Wang (Wang, 2001), il
quale ipotizzava per le proteine Bcl-2 un ruolo centrale nella regolazione del
processo apoptotico, ma solo in riferimento al mantenimento dell’integrita
mitocondriale e al controllo del rilascio nel citosol di fattori pro-apoptotici in
esso contenuti. Secondo la teoria di Wang, peraltro non del tutto accettata, la
funzione di regolazione del processo apoptotico da parte delle proteine Bcl-2
risiede nella possibilita di tali proteine di sequestrare e rendere inattiva la
controparte pro-apoptotica eterodimerizzando con essa. In questo modo il
rapporto tra proteine inibitrici e attivatrici del programma di morte della
famiglia Bcl-2 puo determinare la propensione di una cellula a sopravvivere o

a morire (Yang and Korsmeyer, 1996).

Membri pro-apoptotici Membri anti-apoptotici
BAX BCL-2
BAK BCL-X.
BAD MCL-1
BCL-Xs Al
BIK BHREF-1
BID
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Poiché la principale funzione delle proteine Bcl-2 ad azione pro-apoptotica ¢
quella di dimerizzare e modificare la permeabilita mitocondriale, formando
pori attraverso la membrana (Antonsson et al., 2000), e destabilizzare
I’integrita dei pori PT preesistenti legandosi ad uno dei suoi componenti
VDAC (Tsujimoto et al., 2000), ¢ chiaro come Bcl-2 e proteine anti-
apoptotiche affini svolgano un ruolo regolatorio di spicco nell’attivazione del
programma apoptotico intrinseco. Questa funzione di regolazione da parte di
Bcl-2 ¢ resa possibile grazie alla sua localizzazione a livello della membrana
mitocondriale, la proteina sembra infatti legata ai complessi sopramolecolari
(ANT/VDAC) che compongono i pori PTP. Qualora I’attivita anti-apoptotica
di Bcl-2 non fosse sufficiente a contenere la traslocazione e I’attivazione dei
membri pro-apoptotici Bax e Bak, 1 pori che essi formano attraverso la
membrana mitocondriale permettono il passaggio dal mitocondrio al citosol di
fattori scatenanti la fase di esecuzione dell’apopotosi con I’attivazione della
cascata delle caspasi, primo fra tutti il citocromo ¢ (Cyto C). Il passaggio del
Cyto C nel citoplasma e del fattore APAF-1 in presenza di ATP permette la
produzione dell’apoptosoma, un complesso multiproteico citosolico che
comprende molecole di procaspasi-9, caspasi iniziatrice nella via intrinseca
mitocondrio-mediata (Salvesen et al., 2002b). Nell’apoptosoma, grazie
all’attivita proteolitica di APAF-1, la procaspasi-9 da zimogeno inattivo passa
alla forma attiva (Denault et al., 2002) in grado di processare gli effettori pro-
caspasi-3, -6, -7 che taglieranno ulteriori proteine substrato con [’effetto di
ampliare il segnale di morte e avviare 1 cambiamenti morfologici e biochimici

caratteristici di una cellula apoptotica.

56



Apoptosi per via intrinseca. I segnali di morte inducono il rilascio di fattori
pro-apoptogeni dal mitocondrio come il Cyto C che, nel citosol, inducono la
formazione dell’apoptosoma (Cyto C, Apaf-1 e ATP) e la processazione della
pro-caspasi-9 a caspasi 9 attiva in grado cosi di attivare le caspasi effettrici a
valle (Caspasi-3).
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Caspase-g
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Rappresentazione schematica generale dei maggiori pathways apoptotci.
L’ apoptosi puo essere indotta in risposta a diversi stimoli esterni o interni alla
cellula, rispettivamente oligomerizzazione dei recettori di morte e stress
intracellulari indotti da oncogeni, radiazioni o farmaci

58



1.7 Apoptosi e Cancro

Alterazioni nell’attivazione e nel normale avanzamento del patwhays
apoptotico sono coinvolte in una varieta di processi fisio-patologici che
includono le malattie cancerose. Il controllo del meccanismo di morte cellulare
programmata ¢ modificato se non addirittura eliminato in cellule tumorali. E’
gia da tempo nota I’interconnessione tra proliferazione cellulare, regolazione
del ciclo e apoptosi, tanto che una disregolazione del ciclo cellulare, peraltro
inevitabilmente presente nelle cellule cancerose, pud influenzare in maniera
diretta la sensibilita della cellula agli stimoli pro-apoptotici. Da studi recenti ¢
emerso che nella fase iniziale della progressione neoplastica, le cellule
tumorali sono piu sensibili agli agenti chemioterapici che inducono apoptosi,
nelle fasi avanzate invece la cellula sviluppa resistenza. Questo puo spiegare in
parte la relativa sensibilita delle cellule tumorali di tumori primari a radio- e
chemio-terapia comparata con le cellule provenienti da lesioni in stadio piu
avanzato o addirittura loro metastasi che hanno accumulato una quantita di
mutazioni tali da sfuggire a qualsiasi tipo di controllo.

Le mutazioni geniche piu frequenti nelle lesioni cancerose riguardano 1 geni
onco-soppressori € la maggior parte dei geni che codificano per proteine che
rivestono un ruolo chiave nell’attivazione e nel mantenimento del processo di
morte cellulare programmata; ne sono esempi il gene p53 e ’oncogene anti-
apoptotico Bcl-2 responsabili ambedue dell’attivazione e della regolazione del
processo apoptotico.

Poiché la funzione di p53 ¢ quella di mantenere invariato il patrimonio
genetico, evitando la presenza di mutazioni o I’accumulo di esse, una sua
diminuzione di espressione sembra coinvolta nelle fasi iniziali della
tumorigenesi. In assenza del gene p53 funzionale la cellula mutata non ¢ piu
capace di ‘“guidarsi” verso [’apoptosi continuando a proliferare ed
accumulando mutazioni che la trasformeranno in cancerosa. Da recenti studi ¢

emerso che la maggior parte delle cellule tumorali non presenta il gene p53
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attivo e la sua mancata espressione sembra responsabile della resistenza ai
trattamenti di radio- e che-mioterapia (Bold et al., 1997).

L’oncogene Bcl-2 che codifica per la proteina anti-apoptotica omonima, per
sua natura, subisce, durante la tumorigenesi, una mutazione opposta a quella
che caratterizza p53, esso infatti tende ad essere maggiormente espresso nella
cellula tumorale che si rende cosi insensibile ai segnali di morte sia di natura
intrinseca che di natura estrinseca. Altre mutazioni sono state segnalate a
carico del gene pro-apoptotico Bax che sembra inibito in pazienti affetti da
tumore particolarmente resistente alle terapie convenzionali.

Da recenti trends di studio, ¢ emerso che la chemio- e radio-resistenza
fortemente accentuata in adenocarcinoma pancreatico ¢ il risultato di profonde
modifiche nell’espressione dei geni che sembrano responsabili
dell’attivazione, oltre che dell’avanzamento del processo apoptotico cellulare.
Sembra infatti che tale neoplasia abbia, oltre ad una variata espressione di p53,
una elevata espressione del gene anti-apoptotico Bcl-XL. Studi in vitro hanno
dimostrato che utilizzando degli oligonucleotidi antisenso contro mRNA di
BCL-XL tali cellule sono risultate piu sensibili all’apoptosi indotta da chemo-
e radio-terapici.

E’ ancora teorica ma in via di studio, inoltre, la possibilita di eliminare il
tumore inducendo le sue cellule ad esprimere la proteina pro-apoptotica Bax.
Studi in vitro evidenziano un incremento di sensibilita delle cellule verso gli
agenti chemoterapici quali gemcitabina e 5-fluorouracile (5-FU). A sostegno
della tesi sopraggiungono i dati in vivo di Schniewind (2004), secondo 1 quali
un tumore pancreatico che esprime in maggiore quantitd la proteina Bax
impiantato in un topo SCID presenta una maggiore sensibilita all’apoptosi
indotta dai chemoterapici, con conseguente regressione della massa tumorale.
Altre mutazioni a carico dei composti proteici che prendono parte al processo
apoptotico, disattivato nei tumori, riguardano le proteine della famiglia IAPs

(Inhibitors of Apoptosis), cIAP1, cIAP2, XIAP e survivina, che bloccano
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I’apoptosi attraverso ’interazione con membri della famiglia delle caspasi
funzionando da inibitori.

La funzione cellulare delle proteine della famiglia IAP non ancora totalmente
chiarito, tali proteine sembrano coinvolte nella patogenesi di molte malattie
neoplastiche come tumore del polmone, leucemia mieloide e cancro della
prostata, purtroppo ancora poco si sa sul loro ruolo in adenocarcinoma
pancreatico. Notizia certa ¢ che elevati livelli di espressione di tali proteine
coincidono con un grado di massima resistenza all’apoptosi da parte del
tumore, in vitro sembra che in cellule di adenocarcinoma pancreatico
I’overespressione di tali proteine conduce ad una resistenza al processo
apoptotico indotto per via estrinseca Fas- o TRAIL- mediata.

L’indipendenza delle cellule tumorali dalla presenza dei fattori di crescita ¢
una loro caratteristica che gli fornisce un vantaggio altamente selettivo rispetto
alle cellule normali (Westphal and Kalthoff, 2003).

Dal momento che I’insorgenza e I’espansione clonale di un tumore preclude la
mutazione di geni onco-soppressori ed oncogeni, e la relativa perdita di
sensibilita delle cellule cancerose agli stimoli apoptotici fisiologici, la maggior
parte della ricerca in termini oncologici si € spostata verso la comprensione
dei meccanismi molecolari responsabili della resistenza all’apoptosi, alcune
terapie infatti mirano a ristabilire la sensibilita cellulare agli stimoli di morte
utilizzando terapia genica diretta specificatamente verso 1 membri del pathway

apoptotico variati.
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§ 2. SCOPO DEL LAVORO

In questi anni di dottorato, 1’obbiettivo della mia ricerca ¢ stato quello di
studiare gli effetti degli acidi grassi n-3, ed in modo particolare dell’acido
docosaesaenoico (DHA; C22:6, n-3), nelle cellule tumorali umane. Seppur sia
ormai certo I’effetto anti-proliferativo e pro-apototico di tali acidi grassi nella
regolazione della crescita tumorale, non sono ancora noti i meccanismi
attraverso cui la loro azione si manifesti. Le ipotesi piu probabili sembrano
associate ad una variazione dello stato redox cellulare o alla capacita degli n-3
di regolare geneticamente i processi cellulari tanto da indurre la cellula alla
morte. Attualmente nessun lavoro scientifico descrive lattivita del DHA in
adenocarcinoma pancreatico, che presenta, come caratteristiche principali, una
forte resistenza alle terapie convenzionali di chemio- e radio-terapia ed un
elevato grado di invasivita.

Lo scopo e ’originalita di questo lavoro ¢ stato, quindi, quello di investigare
’attivita anti-proliferativa e pro-apoptotica del DHA in vitro su tale tumore e
determinare quali fossero 1 meccanismi molecolari alla base degli effetti di tale
acido grasso, utilizzando come modello sperimentale la linea cellulare Paca-44.
A questo proposito si ¢ voluto: (i) verificare la suscettibilita di tali cellule
all’apopotosi DHA-indotta, (ii) studiare I’eventuale coinvolgimento di una
variazione dello stato redox cellulare, e (iii) la possibile attivazione da parte
dell’acido grasso di un meccanismo genetico che precludesse la relativa
modulazione di geni implicati nel programma apoptotico.

Dopo aver verificato I’efficacia del DHA ad indurre il blocco proliferativo e
I’apoptosi nella linea cellulare in esame, per verificare I’implicazione di un
disequilibrio redox all’interno della cellula sono state analizzate le variazioni di
tutti 1 parametri ad esso correlati (GSH, MDA, attivita di GPx) dopo
trattamento con 1’acido grasso. Per investigare una possibile regolazione genica

sono stati misurati 1 livelli di espressione di mRNA di geni implicati
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nell’attivazione del programma apoptotico sia in condizioni basali che dopo
trattamento con DHA. Si ¢ considerata inoltre la possibilita che I’effetto pro-
apoptotico del DHA si sviluppasse sfruttando un meccanismo genetico
attraverso 1’attivazione di recettori nucleari noti come PPARs, o attraverso la
modulazione di geni implicati nel metabolismo ossidativo degli acidi grassi
quali lipossigenasi (LOXs) e ciclossigenasi (COXs).

Supportato da futuri studi anche in vivo, tale lavoro potrebbe rivelarsi di grande
utilita per affermare 1’efficacia preventiva e soppressiva del DHA nei confronti
dell’adenocarcinoma pancreatico, € proporre nuove strategie terapeutiche da

adottare non solo nella cura di questo, ma anche di altri tumori.
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§ 3. MATERIALI E METODI

Colture cellulari

La linea cellulare di adenocarcinoma pancreatico umano, Paca 44, utilizzata in
questo studio ¢ stata ottenuta dal Dr. M. V. Bulow (University of Mainz,
Germania). Le cellule sono cresciute come monostrato in incubatore a 37°C,
con atmosfera umidificata al 5% di CO,, 95% di O, e coltivate in terreno di
coltura RPMI supplementato con 10% di FBS (Foetal Bovine Serum), 2 mM

L-glutammina, 100 IU/ml penicillina e 10 mg di streptomicina.

Reagenti e chimici

I1 terreno di coltura RPMI 1640, soluzione tripsina 0.05%/ EDTA 0.02% in
PBS, penicillina, streptomicina e¢ FBS sono stati acquistati presso
EUROCLONE.

L’acido docosaesaenoico (DHA) puro al 99% ¢ stato acquistato presso SIGMA
CHEMICAL (St. Louis Mo) e ricostituito in metanolo 99% alla concentrazione
stock 0.05 M, conservato a -80°C, diluito poi in RPMI 1640 alle
concentrazioni richieste.

L’acido ascorbico (Vitamina C), a-tocoferolo acetato (Vitamina E), butilato
idrossitoluene (BHT) sono forniti da SIGMA CHEMICAL (St. Louis Mo)
ricostituiti il giorno stesso dell’esperimento rispettivamente in acqua distillata
sterile, etanolo 99% e metanolo 99%.

Gli inibitori dei canali per GSH, cistationina e metionina, sono stati acquistati
presso la stessa ditta e ricostituiti rispettivamente in HCl 1M alla
concentrazione 1M, e in acqua distillata sterile alla concentrazione stock 0.1

M, conservati a 4°C e diluiti in RPMI alle concentrazioni richieste.

64



Il glutatione (GSH) ed il suo precursore N-acetilcisteina (NAC) sono stati
acquistati presso SIGMA CHEMICAL (St. Louis Mo) e ricostituiti in RPMI
1640 alla concentrazione richiesta lo stesso giorno dell’esperimento.

I1 sodio selenato (Na,SeQ,) ¢ stato acquistato presso SIGMA CHEMICAL (St.
Louis Mo) e ricostituito in acqua distillata sterile, alla concentrazione stock di
100 mM e conservato per breve tempo a 4°C.

La vitamina A come acido retinoico all-trans (at-RA) ¢ stata acquistata presso
SIGMA CHEMICAL (St. Louis Mo). La polvere ¢ stata ricostituita in
dimetilsolfossido (DMSO) alla concentrazione stock di 100 mM e conservata a
-80°C.

L’acido metafosforico (MPA), I’acido tricloroacetico (TCA), 1’acido 2-
tiobarbiturico (TBA), orto-oftaldeide (OPA), 1,1,3,3 tetrametossipropano,
acido dietilentriaminapentacetico (DETAPAC), ditiotreitolo (DTT), acido
sulfosalicilico (SSA), N-etilenmaleimmide (NEM), [D’inibitore selettivo di
FLAP, MK&886, I’inibitore BADGE (Bhisphenol A Diglycidyl Ether), specifico
per PPAR-y, e tutti 1 tamponi utilizzati sono stati acquistati presso SIGMA
CHEMICALS (St Louis Mo).

ANNEXIN V-FITC/IP ¢ stata acquistata presso Bender Med System.

Il probe diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), sensibile allo stato

ossidativo intracellulare, ¢ stato acquistato presso Molecular Probes.

Proliferazione cellulare

Le cellule sono state piastrate in piastre da 6 pozzetti alla concentrazione di
2x10° cellule/pozzetto lasciate aderire per 24 ore. Dopo aver raggiunto il 60%
di confluenza sono state trattate con medium fresco preventivamente aggiunto
di concentrazioni variabili di DHA (50, 100, 150, 200 uM) per tempi di
trattamento di 24, 48 € 72 ore.

Dopo gli appropriati periodi di trattamento le cellule trattate e non, sono

staccate dai pozzetti di coltura con una soluzione di tripsina/EDTA e lavate con
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PBS (Phosphate Buffer Saline) freddo. La proliferazione cellulare ¢ stata
analizzata contando il numero di cellule con e senza trattamento di acido
grasso, tramite camera di Neobauer, utilizzando il colorante vitale Trypan-

Blue.

Apoptosi cellulare mediante ANNEXIN V

La percentuale di cellule apoptotiche “early” ¢ stata analizzata secondo il
protocollo previsto dal Kit ANNEXIN V-FITC (Bender Med System).
Brevemente, le cellule sono state piastrate in piastre da 6 pozzetti alla
concentrazione di 2x10° cellule/pozzetto lasciate aderire per 24 ore e, dopo
aver raggiunto il 60% di confluenza, sono state trattate con medium fresco
preventivamente supplementato con DHA alla concentrazione 200 uM per 6,
18, 24 e 48 ore. Dopo gli appropriati periodi di trattamento, le cellule sono
state staccate dalle piastre di coltura con una soluzione tripsina/EDTA e lavate
in PBS. Dopodiché¢ alla sospensione cellulare ¢ stata aggiunta una soluzione
binding buffer (10mM Hepes, NaCl 140mM, CaCl, 2.5 mM)/ annexin V (1
mg/ml) ed incubata al buio per 10 minuti a 37°C. La fase finale di preparazione
del campione preclude il lavaggio in PBS e I’aggiunta di una soluzione di
ioduro di propidio (PI) alla concentrazione finale di 1 pg/ml. La fluorescenza
emessa dalle cellule ¢ stata analizzata al citofluorimetro (FACScalibur, Becton-
Dickinson) attraverso il software CellQuest acquisendo 10* cellule (eventi) per
campione ed utilizzando il grafico di popolazione “dot plot”, dove ad ogni
punto corrisponde una singola cellula (evento) con uno specifico segnale di
fluorescenza in riferimento agli assi, Annexin V-FITC fluorescenza verde, in

ordinata, vs PI fluorescenza rossa, in ascissa.
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Apoptosi e ciclo cellulare mediante ioduro di propidio (PI)

L’analisi dell’apoptosi ¢ stata condotta marcando le cellule con ioduro di
propidio (PI), un colorante fluorescente che si intercala al DNA, in accordo con
il protocollo di Nicoletti, Migliorati et al. (1991). Con tale metodo 1’apoptosi
viene valutata analizzando il contenuto ipoploide di DNA, risultato della
fluorescenza emessa dai corpi apoptotici contenenti non solo citoplasma ma
anche frammenti di materiale genetico. Brevemente, dopo trattamento con
DHA le cellule sono staccate dalla piastre di coltura con una soluzione
tripsina/EDTA, lavate in PBS freddo e trattate con una soluzione ipotonica
contenente PI ( PI 50 pg/ml, 0.1% sodio citrato e 0.1 % di Triton X-100) (500
ul/ 10° cellule). I campioni sono quindi incubati per 1 ora a 4°C ed analizzati al
citofluorimetro (FACScalibur, Becton-Dickinson). La fluorescenza emessa
dalle cellule ¢ stata analizzata attraverso il software CellQuest acquisendo
5x10° cellule (eventi)/campione ed utilizzando il canale di fluorescenza rossa,
caratteristico per PI (FL-2), su paramentri in scala logaritmica. La curva di
fluorescenza ottenuta dall’elaborazione dei dati, detta Histogram Plot, presenta
due picchi, il primo dei quali rappresenta la fase G1 del ciclo cellulare,
interposta tra la fine della mitosi e 1’inizio della sintesi del DNA, ed il secondo
picco ¢ indicativo della fase G2 pre-mitotica. La depressione tra 1 due picchi
rappresenta la fase di sintesi del DNA o fase S. La percentuale di cellule
apoptotiche ¢ stata determinata sulla base del numero di picchi aneuploidi,
antistanti il picco della fase G1, utilizzando il marker M1. Le stesse condizioni
sono state utilizzate per lo studio del ciclo cellulare dopo trattamento con
DHA, con la differenza che 1’acquisizione del segnale di fluorescenza ¢

avvenuta con modalita lineare e sono stati utilizzati due marker relativi alle

diverse fasi del ciclo cellulare (M1/G1; M2/S, G2, M).
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Determinazione del glutatione ridotto (GSH) ed ossidato (GSSG)

Le concentrazioni della forma ridotta e della forma ossidata del glutatione sono
analizzate tramite HPLC (Hight Performance Liquid Cromatografy) in accordo
con il protocollo di Neuschwander-Tetri (1989). 4x10° cellule sono state
piastrate in flasks da 25 cm” e lasciate aderire per 48 ore, raggiunto il 60% di
confluenza il medium di coltura ¢ stato sostituito con terreno fresco
preventivamente supplementato con DHA alla concentrazione 200 uM per 3, 6,
18 e 24 ore di trattamento. Dopo gli appropriati periodi di trattamento le cellule
sono staccate dalle flask di coltura con la soluzione tripsin/EDTA, lavate in
PBS freddo e lisate con 1ml di buffer 10 mM Tris-HCI (pH 6.0) contenente 0.5
M di DETAPAC (acido dietilentriaminapentacetico). Per 1’analisi di glutatione
totale (GSH/GSSG) sono stati prelevati 50 ul di lisato cellulare e trattati con
100 pl di DTT (ditiotreitolo) 25 mM e 150 pl di una soluzione Tris-HC1 0,1 M
pH 8.5.

Per la determinazione della sola forma ossidata GSSG, sono stati prelevati 150
pl di sospensione cellulare e trattati con 50 gl di NEM 2 mM (N-

etilenmaleimmide), 50 pl di una soluzione Tris-HC1 0,1 M pH 8.5 ¢ 50 ul DTT
50 mM.

Ad ambedue le soluzioni ¢ stata aggiunta una soluzione di SSA (acido
sulfosalicilico) 2.5% per precipitare le proteine e centrifugate a 13000g per 4
minuti a 4°C. Segue la fase di derivatizzazione per cui sono recuperati 100 pl
di sovranatante cui sono stati aggiunti 100 pl di una soluzione 37.3 mM di
OPA (orto-oftaldeide), fluorocromo che si lega al gruppo amminico del GSH, e
1 ml di Tris-HCI 150 mM pH7.0. Le soluzione derivatizzate sono filtrate con
filtri da 0.45 um e 100 pl sono iniettati in HPLC per evidenziare la presenza
dell’addotto GSH-OPA.

La colonna utilizzata per la separazione e ’analisi ¢ Supelcosil™ LC-18 (25
cm x 4.6 mm, 5 um, SUPELCO) con un flusso di 1.5 ml/min di Na/acetato

0.15 M pHS5.0 come fase mobile. La colonna ¢ stata salvaguardata da una pre-
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colonna Supelguard™ LC-18 (lcm x 10 mm, SUPELCO). La lettura viene
effettuata in fluorimetria a 420 nm di emissione dopo eccitazione a 340 nm.

Lo standard ¢ costituito da GSH ridotto trattato come il campione e iniettato in
HPLC a concentrazione nota.

Tutti 1 valori del GSH totale e del GSSG sono espressi in nmoli/mg di proteina.
La concentrazione proteica ¢ stata determinata mediante test colorimetrico
“Bio-Rad Protein Assay” (BIO-RAD) utilizzando come curva standard
I’assorbanza a 595 nm di concentrazioni note di albumina bovina purificata
(BSA; 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2.5 pg/ml, 1 pg/ml) nell’intervallo in cui il rapporto

Assorbanza/concentrazione risultava lineare.

Misura della perossidazione lipidica

La malondialdeide (MDA), prodotto della perossidazione lipidica, viene
determinata per separazione in HPLC e lettura in spettrofluorimetria. A tale
scopo 4x10° cellule sono state piastrate in flasks da 25 cm” e lasciate aderire
per 48 ore, raggiunto il 60% di confluenza il medium di coltura ¢ stato
sostituito con terreno fresco preventivamente supplementato con DHA alle
concentrazioni 50, 100, 150 e 200 uM per 3, 6, 18 ¢ 24 ore di trattamento.
Dopo gli appropriati periodi di trattamento le cellule sono staccate dalle flasks
di coltura con la soluzione tripsina/EDTA e lavate con PBS freddo. Dopodiché
le cellule sono risospese in 500 ul di una soluzione di PBS/10% BHT (butilato
idrossi-toluene) e sonicate ad intensita media per 10 secondi. Dall’omogenato
cellulare sono prelevati 200 pl a cui sono aggiunti 600 pl di una soluzione 0.44
M di acido fosforico, segue una incubazione di 10 minuti a temperatura
ambiente e ’aggiunta di 200 pl di TBA (acido tiobarbiturico) 0.6 %. I
campioni sono quindi riscaldati a 90°C per 30 minuti e raffreddati a
temperatura ambiente. Alla miscela vengono aggiunti 2 ml di n-butanolo,
segue I’agitazione su vortex per almeno 40 secondi e centrifugazione a 1500

RPM per 5 minuti. Viene recuperata la fase butanolica sovranatante e portata a
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secco sotto flusso d’azoto. A questo punto il campione ¢ ripreso in 500 pl di
fase mobile. Dopo filtrazione su filtri da 0.45 um, 20 ul di campione sono
iniettati in HPLC. La separazione di MDA viene effettuata con una colonna
Supelcosil™ LC-18 (15 cm x 4.6 mm, 5 um, SUPELCO) utilizzando come
fase mobile una soluzione 65% KH,PO, e 35% metanolo ad un flusso di 1
ml/min. La colonna ¢ stata salvaguardata da una pre-colonna Supelguard™
LC-18 (1cm x 10 mm, SUPELCO). La lettura viene effettuata in fluorimetria a
553 nm di emissione dopo eccitazione a 515 nm.

Lo standard, costituito da 1,1,3,3 tetrametossipropano, viene trattato come il
campione e iniettato a concentrazioni note in HPLC.

Tutti 1 valori di MDA sono espressi in pmoli/mg di proteina. La concentrazione
proteica ¢ stata determinata mediante test colorimetrico “Bio-Rad Protein
Assay” (BIO-RAD) utilizzando come curva standard 1’assorbanza a 595 nm di
concentrazioni note di albumina bovina purificata (BSA; 10 pg/ml, 5 pg/ml,
25 pug/ml , 1 pg/ml) nell’intervallo in cui il  rapporto

Assorbanza/Concentrazione risultava lineare.

Misura dello stato redox cellulare

Per misurare lo stato redox cellulare e 1 livelli di perossidi intracellulari ¢ stato
utilizzato 1l probe specifico per perossido d’idrogeno, diclofluoresceina
diacetato (DCFH-DA, MOLECULAR PROBES) secondo il protocollo
previsto dalla casa produttrice. Le cellule sono state piastrate in piastre da 6
pozzetti alla concentrazione di 2x10° cellule/pozzetto lasciate aderire per 24
ore e, dopo aver raggiunto il 60% di confluenza, sono state trattate con medium
fresco preventivamente supplementato con DHA alla concentrazione 50, 100,
150 e 200 uM per tempi di trattamento di 6, 18, 24. Dopo gli appropriati
periodi di trattamento e dopo aver eliminato il medium di coltura, le cellule
sono incubate in piastra con una soluzione DCFH-DA/PBS alla concentrazione

10 uM per 15 minuti al buio a 37°C. Terminato il tempo di incubazione le
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cellule sono staccate con una soluzione tripsina/EDTA e la loro fluorescenza
viene analizzata al citofluorimetro (FACScalibur, Becton-Dickinson)

attraverso il software CellQuest acquisendo 10* cellule (eventi) per campione.

Misura dell’attivita dell’enzima Glutatione Perossidasi (GPx)

La misura dell’attivita dell’enzima glutatione perossidasi (GPx) ¢ stata svolta
in accordo con il protocollo di Floh¢ and Gunzler (1984). A tale scopo 4x10°
cellule sono state piastrate in flasks da 25 cm® e lasciate aderire per 48 ore,
raggiunto il 60% di confluenza il medium di coltura ¢ stato sostituito con
terreno fresco preventivamente trattato con DHA alla concentrazione 200 uM
per 3, 6, 18 e 24 ore. Dopo gli appropriati periodi di trattamento le cellule sono
staccate dalle flasks di coltura con la soluzione tripsina/EDTA, lavate con PBS
freddo e centrifugate. Al pellet cellulare ¢ stato aggiunto un buffer di lisi (Tris-
HCI1 10 mM, KCI1 300 mM, Triton-X 100 1%) e sonicato a bassa frequenza ad
intervalli di 6-7 secondi per 4-5 volte. Gli omogenati cosi ottenuti sono stati
centrifugati per 15 minuti a 10000 RPM ed i sovranatanti utilizzati per la
misura dell’attivita di GPx secondo il metodo spettrofotometrico. Tale metodo
¢ basato sul monitoraggio dell’ossidazione di NADPH a 340 nm, e ’attivita
dell’enzima ¢ stata calcolata utilizzando il coefficiente di estinzione molare per
NADPH.

I valori di attivita sono stati espressi come mU/mg di proteina, considerando
che 1 unita di GPx consuma 1 pmole di NADPH per minuto.

La concentrazione proteica ¢ stata determinata mediante test colorimetrico
“Bio-Rad Protein Assay” (BIO-RAD) utilizzando come curva standard
I’assorbanza a 595 nm di concentrazioni note di albumina bovina purificata
(BSA; 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2.5 pg/ml, 1 pg/ml) nell’intervallo in cui il rapporto

Assorbanza/ Concentrazione risultava lineare.
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Estrazione di RNA totale

L’estrazione di RNA totale ¢ stata svolta utilizzando TRI REAGENT™
(SIGMA) secondo il protocollo previsto dalla casa produttrice. In breve, 2x10°
cellule sono piastrate in piastre da 6 pozzetti lasciate aderire per 24 ore e, dopo
aver raggiunto il 60% di confluenza, il medium ¢ stato sostituito da terreno
fresco preventivamente aggiunto di DHA alla concentrazione di 200 uM per
tempi di trattamento di 3, 6, 18, 24 ore. Dopo gli appropriati periodi di
trattamento le cellule sono staccate con una soluzione di tripsina/EDTA e
lavate in PBS freddo. Ai campioni vengono quindi aggiunti 800 ul di TRIZOL
e lasciati per 5 minuti a temperatura ambiente. La fase successiva di estrazione
¢ eseguita aggiungendo 160 ul di cloroformio ad ogni campione e che verra poi
centrifugato per 15 minuti 12000 RPM. Viene recuperato il surnatante e
aggiunto di 500 pl di isopropanolo, i campioni sono quindi centrifugati per far
precipitare RNA. A seguito di ripetuti lavaggi con etanolo al 75%, il pellet di
RNA ¢ portato a secco e solo successivamente risospeso in 20 pl di H,O-
DEPC (dietilpirocarbonato). La concentrazione dell’RNA estratto ¢ stata
determinata misurando 1’assorbanza dei campioni alla lunghezza d’onda di 260
nm, caratteristica degli acidi nucleici, mediante 1’uso di uno spettrofotometro a
doppio raggio. Dal valore della densita ottica ¢ stato possibile ricavare la
concentrazione dell’RNA secondo la seguente formula 1 O.D.= 40 pg RNA ¢
normalizzarla a 1 pg/pl.

La qualita dell’RNA totale estratto ¢ stata valutata sia analizzando il rapporto
di assorbanza dei campioni alle lunghezze d’onda di 260 e 280 nm (Abs
260/280 nm), per valutare la possibile contaminazione da proteine, sia con una

corsa elettroforetica su gel d’agarosio 1%.
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Retrotrascrizione e reazione a catena della polimerasi (RT-PCR)

Gli RNA totali estratti sono stati retrotrascritti in DNA complementare (cDNA)
utilizzando I’enzima trascrittasi inversa ImProm-II™ Reverse Transcriptase
(PROMEGA) secondo il protocollo fornito dalla ditta, utilizzando il primer di
poli-timina (Oligo(dT) 5, PROMEGA) specifico per le code poli-A del m-
RNA. 4 pg (4 pl) di RNA totale ¢ stato incubato a 70°C per 5 minuti e subito
raffreddato a 4°C per denaturare eventuali strutture secondarie e permettere
I’appaiamento dell’oligo(dT) all’RNA. Segue una incubazione del campione in
una miscela composta da RT buffer (Tris-HCl 50 mM pH 8.3, KCI 75 mM,
DTT 10 mM), MgCl, 3 mM, 0.5 mM dNTP mix e 50 U dell’enzima ImProm-
[I™ Reverse Transcriptase a 42°C per 1 ora.

I ¢cDNA retrotrascritti sono quindi amplificati in una fase successiva con la
tecnica PCR ( Polymerase Chain Reaction). La tecnica utilizza i cDNA
neosintetizzati come stampo e dei primers specifici come innesco alla reazione
di amplificazione che viene mediata dall’enzima Tag-Polimerasi (GoTaq™
DNA Polymerase, PROMEGA). Si effettuano un numero minimo di 30 cicli,
che possono variare in base alla porzione di DNA da amplificare, dove un
singolo ciclo consiste di 3 fasi: un primo step di denaturazione della doppia
elica di DNA a 94°C, la seconda fase ¢ caratterizzata dall’appaiamento dei
primers specifici per la porzione da amplificare secondo un regime termico
strettamente dipendente dal tipo di primer utilizzato, e la terza fase prevede
I’estensione del gene target grazie all’attivita della Taq polimerasi facilitata
dalla sua temperatura ottimale (72°C).

La reazione di PCR viene condotta per 2 pl di cDNA retrotrascritto in 50 pl di
una miscela di reazione contenente 10 mM di Tris-HCI, 50 mM di KCI, 1.5
mM di MgCI2, 0.2 mM di dNTP Mix, 0.5 uM di primer 5° ¢ 3’e¢ 1.25 U di
GoTaq™ DNA Polymerase. Come controllo interno ¢ stato amplificato il gene
“ housekeeping” costitutivamente espresso e codificante per la proteina B-

actina. Le sequenze dei primers utilizzati per ’amplificazione sono:
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B-actina 5> GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA
B-actina 3° CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC (frammento di 538 bp)

PPAR-0 5> AGA TTT CGC AATCCA T
PPAR-a 3 AGG ATA AGT CAC CGA G (frammento di 146 bp)

PPAR-y 5> CTG CCA GTT TCG CTC C
PPAR-y 3> AGG CCA GCA TTG TGT A (frammento di 294 bp)

LOX 15-1 5 CCA ACGTCATTCTCT G
LOX 15-1 3° GGA TGT ATC GAC GGC A (frammento di 295 bp)

LOX 15-2 5 CAC ATC AACACACTCG
LOX15-2 3° CAC GGT AGT AGTAGC C (frammento di 191 bp)

LOX-125 CCC ATA CCCGAT ACAC
LOX-12 3° TCG CGG TAG TAA TAT CC (frammento di 214 bp)

LOX-3 5 CAC GAA AAC AACACGC
LOX-3 3 GTG TAT CGA GTG TGG G (frammento di 125 bp)

LOX-55"CCA AAG CGA TGG AGA ACC TG
LOX-5 3° GCA GAA GGT GGG TGA TGG TC (frammento di 228 bp)

LOX-5-AP (FLAP) 5° CTT TGA GCG GGT CTA C
LOX-5- AP 3° GTG TAT CGA GTG TGG G (frammento di 310 bp)

PH-GPx 5’ TGT GCG CGC TCC ATG CACGAG T
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PH-GPx 3’ AAA TAG TGG GGC AGG TCC TTC TCT (frammento di 481
bp)

c-GPx 5’ TTC CCG TGC AAC CAG TTT G
c-GPx 3° TTC ACC TCG CAC TTC TCG AA (frammento 324bp)

COX-25 AGATCATAA GCG AGGG
COX-2 3’ CTG TGG GAG GAT ACA T (frammento di 213 bp)

I frammenti di cDNA ottenuti dalla reazione di RT-PCR sono stati separati
mediante elettroforesi su gel d’agarosio subacqueo (1%) al quale ¢ stato
aggiunto bromuro d’etidio alla concentrazione 0.25 mg/ml che intercalandosi
negli acidi nucleici permette una piu facile visualizzazione dei risultati alla luce
UV. La corsa elettroforetica ¢ stata condotta con un power-supply ad un
voltaggio costante di 120 V per 30 minuti. Per identificare i vari frammenti
amplificati ¢ stato utilizzato un peso molecolare da 100 bp (SIGMA) come

riferimento.

Analisi della frammentazione del DNA

La frammentazione del DNA ¢ stata valutata utilizzando Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (PROMEGA) secondo il protocollo della casa
produttrice. Brevemente 4x10° cellule sono state piastrate in flasks da 25 cm’
e lasciate aderire per 48 ore, raggiunto il 60% di confluenza il medium di
coltura ¢ stato sostituito con terreno fresco preventivamente aggiunto di DHA
alle concentrazioni 50, 100, 150 e 200 uM per 48 ore di trattamento. Dopo il
periodo di trattamento le cellule sono state staccate dalle piastre di coltura con
la soluzione tripsina/EDTA e lavate in PBS freddo. Le cellule sono state
trattate con un buffer di estrazione, lisate e centrifugate a 13000 RPM per 4

minuti. Il sovranatante, contenente DNA, ¢ stato recuperato e preparato per la
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precipitazione del DNA. Dopo varie centrifugazioni il DNA viene essiccato ed
in seguito reidratato e normalizzato alla concentrazione di 2 pg/ul. 11 DNA
estratto ¢ quindi caricato su gel d’agarosio 1% gia aggiunto di bromuro d’etidio
(0.25 mg/ml) per visualizzare agli UV la frammentazione caratteristica

dell’attivazione del proceso apoptotico.
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§ 4. RISULTATI

4.1 DHA inibisce la proliferazione cellulare bloccando le cellule nella fase

G 1 del ciclo.

Le cellule PaCa-44 in coltura sono state trattate con DHA alle concentrazioni
di 50, 100, 150 e 200 uM e la loro proliferazione e lo stato del ciclo cellulare
sono stati analizzati dopo 24, 48 e 72 ore di trattamento.

I1 DHA ha inibito la proliferazione delle cellule tumorali (Fig. 1A) con una
modalitda tempo- e dose-dipendente, rivelando la massima inibizione per
trattamenti alla concentrazione di 200 uM. Dall’analisi del ciclo cellulare (Fig.
1B) si nota un blocco cellulare in fase G1 tanto piu pronunciato quanto piu ¢

elevata la concentrazione dell’acido grasso dopo sole 24 ore di trattamento.
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Fig. 1. Il DHA inibisce la proliferazione cellulare bloccando le cellule nella
fase G1 del ciclo. (A) Proliferazione cellulare. La linea cellulare PaCa-44 ¢
stata trattata con diverse concentrazioni di DHA (50, 100, 150, 200 uM) e
incubata per 24, 48 e 72 ore. La proliferazione ¢ stata valutata con Trypan-
Blue. I valori sono stati espressi come numero di cellule (N°) x 10*. I dati
presentati sono espressi come media = SD di tre esperimenti indipendenti. (B)
Analisi del ciclo cellulare. Le cellule PaCa-44 sono incubate a diverse
concentrazioni di DHA (50, 100, 150, 200 uM) per 24 ore, colorate con una
soluzione ipotonica di PI e la fluorescenza emessa ¢ stata analizzata al
citofluorimetro. FL-2 rappresenta I’intensita di fluorescenza emmessa da PI. I
dati presentati sono relativi ad un esperimento rappresentativo di tre
esperimenti indipendenti con risultati simili.

4.2 Il DHA induce apoptosi nella linea di adenocarcinoma pancreatico

umano Paca-44

Per esaminare se I’inibizione della crescita cellulare fosse associata con
I’induzione della morte cellulare programmata, le cellule sono state incubate
con le quattro concentrazioni di acido grasso DHA (50, 100, 150, 200 uM) per
diversi tempi di trattamento. L’analisi dell’attivazione del programma
apoptotico ¢ stata effettuata utilizzando: il test dell’annexina V (Fig.2), il
metodo con il colorante ioduro di propidio (PI) in soluzione ipotonica (Fig.3),
e, per confermare 1 dati ottenuti, la frammentazione del DNA (Fig.4). Nelle
Tabelle 1 ¢ 2 1 valori percentuali di apoptosi ricavati rispettivamente
dall’analisi con annexina V e con il colorante PI rivelano come il DHA induca
apoptosi nella linea cellulare PaCa-44 con una modalita tempo- e dose-
dipendente presentando la massima attivita per le concentrazioni piu elevate di

150 e 200 uM e tempi di trattamento piu lunghi.
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% APOPTOSI

6 ORE 18 ORE 24 ORE 48 ORE

CTR 7.27£0.7 6.92+ 1.3 6.69 £1.1 5.37+£0.9
DHA 50 pM 6.95+14 7.1+1.0 10.5+ 0.5 12.1+1.5
DHA 100 pM 82+0.2 83+2.6 11.2+3.1 13.4+£1.2
DHA 150 pM 5.6+14 9.4 +£25 17.7+£23 20.2+2.5
DHA 200 pM 7.63 £1.3 152+1.9 20.56 +3.4 28.01 +4.8

Tabella 1. Le cellule PaCa-44 sono state trattate con diverse concentrazioni di
DHA, 50, 100,150 e 200 uM per tempi di trattamento di 6, 18, 24 e 48. Al
termine di ciascuna incubazione le cellule sono state colorate con Annexina
V/PI e la loro fluorescenza analizzata al citofluorimetro. I risultati sono
espressi come valori percentuali di apoptosi. Le medie e le deviazioni
standard son state calcolate dai risultati ottenuti in 3 esperimenti indipendenti.

% APOPTOSI
24 ORE 48 ORE 72 ORE
CTR 5.34+2.1 4.02+1.6 6.7+3.1
DHA 50 pM 73+1.3 10.2 + 1.6 11.4 +2.6
DHA 100 pM 6.9 £3.2 10.5+3.8 14.7+5.3
DHA 150 pM 15.2+4.5 20.2 +£4.7 30.5+4.9
DHA 200 pM 19.7+2.3 31.84 £5.2 50.5+7.8

Tabella 2. Analisi dell’apoptosi DHA-indotta attraverso colorazione con PI.
Le cellule sono state trattate con DHA a diverse concentrazioni (50, 100, 150,
200 uM) e tempi di incubazione di 24, 48, 72 ore. Terminato il periodo di
incubazione sono state colorate con PI ¢ la fluorescenza emessa analizzata al
citofluorimetro. I risultati sono espressi come valori percentuali di apoptosi.
Le medie ¢ le deviazioni standard sono state calcolate dai risultati ottenuti in 3
esperimenti indipendenti.
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Fig. 2. Visualizzazione del grafico di popolazione dell’apoptosi DHA-indotta
per trattamenti di 6, 18, 24 ¢ 48 ore con DHA 200 uM analizzata tramite
annexina V. FL-1, annexin V vs FL-2 PI. Lo spostamento della popolazione
verso livelli maggiori di fluorescenza FL-1 attesta I’apoptosi cellulare. I dati
presentati sono relativi ad un esperimento rappresentativo di tre esperimenti
indipendenti con risultato simile.
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Fig. 3. Visualizzazione dell’istogramma di fluorescenza dell’apoptosi DHA-
indotta in cellule PaCa-44 dopo colorazione PI ed analisi citofluorimetrica. In
tabella sono riportati i valori in percentuale dell’apoptosi ottenuta per le
diverse concentrazioni di DHA utilizzate dopo 48 ore di incubazione. I dati
presentati sono relativi ad un esperimento rappresentativo di tre esperimenti
indipendenti con risultato simile.
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Fig. 4. Frammentazione del
DNA. Le cellule PaCa-44 sono
state trattate per un unico tempo
di incubazione di 48h con
diverse concentrazioni di DHA
(50, 100, 150, 200 uM) e
sottoposte ad estrazione di DNA
come descritto in Materiali e
Metodi.

I dati presentati sono relativi ad
un esperimento rappresentativo
718 bp di tre esperimenti indipendenti
con risultati simili.

1161 bp

497 bp
Linea 1: CTR; Linea 2: DHA 50
uM; Linea 3: DHA 100 uM;
225bp | Linea 4: DHA 150 uM; Linea 5:
DHA 200 uM: M: Peso

4.3 L’effetto pro-apoptotico é specifico del DHA.

Per verificare se D’effetto anti-proliferativo e pro-apoptotico del DHA nella
linea PaCa-44 fosse per esso specifico, sono state valutate proliferazione
cellulare ed apoptosi dopo trattamento con altri tipi di acidi grassi con
caratteristiche chimiche diverse. Sono stati quindi utilizzati gli acidi grassi:
linoleico (LA, 18:2, n-6), a catena lunga e diinsaturo, oleico (OA, 18:1, n-9), a
catena lunga monoinsaturo e butirrico (BA, 4:0) a catena corta e assente di
insaturazioni, alla concentrazione unica di 200 uM per tempi di trattamento di
24, 48 e 72 ore. Come si nota dalla Fig. 5.A e B, tutti gli acidi grassi testati
hanno inibito la proliferazione delle cellule tumorali, ma solo per trattamenti

con DHA si nota un consistente aumento della percentuale di corpi apoptotici.
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Fig. 5. L’effetto pro-apoptotico ¢ DHA-specifico. (A) Proliferazione
cellulare. La linea cellulare PaCa-44 ¢ stata trattata con diversi acidi grassi
(DHA, LA, BA, OA) alla concentrazione di 200 uM e incubata per 24, 48 ¢
72 ore. La proliferazione ¢ stata valutata con Trypan-Blue. I valori sono stati
espressi come numero di cellule (N°) x 10*. (B) Analisi dell’apoptosi con PI.
Le cellule PaCa-44 sono incubate con diversi acidi grassi (DHA, LA, BA, OA)
alla concentrazione di 200 uM per 24, 48, 72 ore, colorate con una soluzione
ipotonica di PI e la fluorescenza emessa ¢ stata analizzata al citofluorimetro. I
risultati sono espressi come media = SD di tre indipendenti indipendenti.
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4.4 Effetto dei composti antiossidanti sull’ apoptosi DHA- indotta

Per analizzare il possibile coinvolgimento di un disequilibrio redox nel
processo apoptotico DHA-indotto nelle cellule PaCa-44, sono stati misurati i
livelli di ROS intracellulari e la percentuale di apoptosi, dopo trattamento con
il solo DHA a diverse concentrazioni (50, 100, 150, 200 uM), e co-trattamento
con diversi composti antiossidanti quali a-tocoferolo acetato (Vitamina E, 40
uM), acido ascorbico (Vitamina C, 40 uM) e I’antiossidante di sintesi BHT
(Butilato Idrossitoluene, 10 uM) aggiunti al medium di coltura con 1 ora di
anticipo rispetto al DHA. Lo stato redox intracellulare ¢ stato valutato
attraverso il probe DCFH-DA (10 uM) la cui fluorescenza, analizzata al
citofluorimetro, ¢ proporzionale al contenuto di ROS intracellulare; per lo
studio dell’apoptosi ¢ stato invece utilizzato il colorante PI.

Come si evince dalle Fig. 6.A e 6.B, il trattamento con DHA induce una
variazione significativa dello stato redox intracellulare dopo 24 ore di
trattamento, che ritorna al livello di controllo a seguito di co-trattamento con 1
composti antiossidanti. Inoltre tali composti hanno completamente inibito
I’apoptosi DHA-indotta (Fig.7). I risultati dimostrano quindi il coinvolgimento
di un meccanismo ossidativo nel processo di morte cellulare programmata
indotto dal DHA. Trattamenti con 1 soli composti antiossidanti hanno
diminuito 1 livelli di ROS intracellulari (dato non presentato) e non hanno

modificato la percentuale di cellule apoptotiche rispetto ai valori del controllo.
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Fig. 6. Il DHA induce una variazione dello stato redox cellulare. Le cellule
PaCa-44 sono state incubate con il solo DHA (50, 100, 150, 200 uM) (6.A), ¢
DHA (200 uM) supplementato con Vit.E, Vit.C e BHT (6.B) per un unico
tempo di 24 ore. Terminato il periodo di trattamento le cellule sono trattate con
il probe DCFH-DA secondo quanto descritto in Materiali e Metodi e la
fluorescenza emessa analizzata al citofluorimetro. I dati presentati sono relativi
ad un esperimento rappresentativo di tre esperimenti indipendenti con risultati
simili.
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Fig. 7. Effetto dei composti antiossidanti sull’apoptosi indotta da DHA. Le
cellule PaCa-44 sono state trattate con DHA 200 uM per 24, 48, 72 ore. Al
termine dei periodi di incubazione le cellule sono state staccate e i livelli
percentuali di apoptosi sono stati valutati con analisi citofluorimetrica previa
colorazione con PI. I dati presentati sono espressi come media £ SD di tre
esperimenti indipendenti.

4.5 Effetto del DHA sulla perossidazione lipidica.

Il coinvolgimento dello stress ossidativo nell’apoptosi DHA-indotta ¢ stato
ulteriormente analizzato misurando 1 valori di malondialdeide (MDA),
prodotto della perossidazione dei lipidi di membrana, dopo trattamento con
I’acido grasso DHA a diverse concentrazioni di 100, 150 e 200 uM.

I valori di MDA presentano un incremento proporzionale alla concentrazione e
al tempo di trattamento, aumentando dopo sole 6 ore di incubazione con
I’acido grasso alla concentrazione massima di 200 uM (Fig. 8).

[ pre-trattamenti con composti antiossidanti, a-tocoferolo (Vitamina E, 40
uM), acido ascorbico (Vitamina C, 40 uM) e BHT (10 uM), riducono 1 livelli
di MDA (Tabella 3) indotti dal DHA, utilizzato alla concentrazione piu attiva

di 200 uM, a sostegno dell’ipotesi di stress ossidativo DHA-indotto.
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Fig. 8. Effetti del DHA sulla perossidazione lipidica. La linea PaCa-44
trattata con differenti concentrazioni di DHA (100, 150, 200 uM) per tempi di
incubazione di 6,18 e 24 ore, presenta un aumento di MDA proporzionale al
tempo di trattamento e alla concentrazione utilizzata. I valori di MDA sono
espressi in pmol/mg di proteina. I dati presentati sono espressi come media +
SD di tre esperimenti indipendenti.

MDA pmol/mg di proteina
6 ORE 18 ORE 24 ORE

CTR 211.62 213.6 220.3
DHA 200 pM 293.12 320.3 440.5
DHA + E 274.9 289.4 296.6
DHA +C 265.6 297.8 303.9
DHA + BHT 280.7 286.2 298.1
E 40 pM 185.9 179.8 165.9
C40 pM 200.45 203.4 210.7
BHT 10 pM 189.7 200.8 178.3

Tab. 3. Effetto degli antiossidanti su MDA indotta da DHA. Gli antiossidanti
sono aggiunti con 1 ora di anticipo rispetto al trattamento con DHA (200 uM).
I valori di MDA sono espressi in pmoli/mg di proteina. I dati riportati sono
relativi ad un esperimento rappresentativo di tre esperimenti indipendenti con
risultati simili.
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4.6 La perdita attiva di GSH dal citosol é una condizione per I’apoptosi
indotta da DHA.

Poiché ¢ stato riportato che le fasi iniziali dell’attivazione del programma
apoptotico precludono I’eliminazione della molecola antiossidante glutatione
(GSH) dalla cellula (Ghibelli et al., 1995; Ghibelli et al., 1998; Ghibelli et al.,
1999), si ¢ voluto investigare se tale processo fosse implicato anche
nell’apoptosi DHA-indotta. A tale scopo le cellule PaCa-44 in coltura sono
state trattate con DHA 200 uM, ed in esse ¢ stata analizzata la concentrazione
di glutatione ridotto (GSH) e glutatione ossidato (GSSG) (Neuschwander-Tetri
and Roll, 1989) dopo 6, 18 e 24 ore, periodi di trattamento in cui tali cellule
attivano il programma di morte come gia dimostrato dal test dell’annexina V.
Dai dati riportati nella Tabella 4, si nota un decremento tempo-dipendente dei
livelli intracellulari di GSH gia dopo 6 h di trattamento con DHA, mentre la
concentrazione di glutatione ossidato, GSSG, non subisce variazioni
significative tanto a 6 ore quanto a 18 e 24 ore di trattamento. Per verificare se
dietro questa rapida diminuzione dei livelli di GSH si nascondesse un
meccanismo di eliminazione attiva di tale molecola antiossidante dalla cellula,
¢ stato esaminato come due specifici inibitori dei trasportatori per il GSH,
cistationina (Cys) e metionina (Met), fossero capaci di inibire 1’apoptosi DHA-
indotta creando cosi una condizione sperimentale che non permette la perdita
di GSH dalla cellula .

Come illustrato dalla Fig. 9, il pre-trattamento con 1 ora di anticipo rispetto al
DHA 200 uM della linea cellulare PaCa-44 con 1mM di cistationina o 1mM di
metionina, inibisce totalmente 1’apoptosi a 48, 72 ore. Una inibizione parziale
dell’apoptosi DHA-indotta si nota aggiungendo al medium di coltura con 20
ore di anticipo rispetto al trattamento con DHA 200 uM, lo stesso GSH ridotto
(100 uM) o il suo precursore, N-acetilcisteina (NAC, 40 uM).

Questi risultati indicano che, in cellule tumorali di adenocarcinoma

pancreatico, la perdita di GSH ridotto, attraverso un meccanismo di

&9



eliminazione mediato da trasportatori, ¢ un presupposto per 1’attivazione del

programma apoptotico indotto dal DHA.

Controllo DHA 200pM
GSH GSSG GSH GSSG
Tempo di
trattamento nmol/mg proteina
(ore)
6 80.7+2.6 0.76 £ 0.1 70.1 £ 3.1 0.90 = 0.09
18 83.14+3.2 0.93 £0.07 60.2 £3.8 0.83 £0.1
24 79.6 £2.9 0.68£0.2 42.04 £2.6 0.58+0.4

Tab. 4. Concentrazione intracellulare di GSH ridotto e GSSG ossidato in
cellule PaCa-44 di controllo e cellule trattate con DHA 200 uM. I dati riportati
sono espressi come media = SD di tre diversi esperimenti.
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Fig. 9. Effetto degli inibitori dei canali per GSH, del suo precursore NAC e
del GSH. Le cellule PaCa-44 in coltura sono pre-trattate con 1 ora di anticipo
rispetto al DHA (200 uM) con 1 mM di metionina o 1 mM cistationina e con
20 ore di anticipo per NAC (40 uM) e GSH (100 uM). L’ apoptosi ¢ stata
misurata per diversi tempi di trattamento di 24, 48 e 72 ore con IP associato ad
analisi citofluorimetrica. 1 dati riportati sono relativi ad un esperimento
rappresentativo di 3 esperimenti indipendenti con risultati simi
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4.7 La diminuzione dell’attivita di GPx é implicata nell’apoptosi DHA-
indotta.

L’ enzima GPx, sia esso citosolico, di membrana o mitocondriale, ¢ implicato
nel mantenimento dello stato redox cellulare regolando la presenza e I’attivita
di ROS all’interno della cellula. Poich¢é, come dimostrato, il programma di
morte cellulare indotto dal DHA ¢ basato sulla deregolazione dell’equilibrio
redox e la creazione di un ambiente preferenzialmente ossidate nel citosol
cellulare, si ¢ pensato di analizzare D’attivita totale e 1’espressione di tale
enzima regolatorio. Dalla Fig. 10.A si nota un decremento di circa il 40 %
nell’attivita di GPx totale a seguito di trattamento con DHA 200 uM dopo 24
ore di incubazione, mentre rimane pressoché invariata dopo 6 e 18 ore. Il
decremento di attivita non si correla ad una variazione nell’espressione
dell’enzima né nella sua porzione citosolica né in quella di membrana che

rimangono costanti per tutti 1 periodi di trattamento (Fig. 10.B).

14.24 -
12.00 -

9.36 T

O CTR
E DHA 200 uM

7.12 —

4.48 -

ATTIVITA' GPx

2.24 A

0.00

6 ORE 18 ORE 24 ORE
TRATTAMENTO

Fig. 10.A
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Fig. 10. Coinvolgimento di GPx nell’apoptosi DHA-indotta. (A) Misura
dell’attivitadi GPx totale. Le cellule PaCa-44 sono state incubate con DHA 200
uM per tempi di trattamento di 6, 18 e 24 ore. Al termine di ciascuna
incubazione ¢ stata analizzata I’attivita di GPx totale, secondo quanto gia
descritto in Materiali e Metodi. I valori dell’attivita sono espressi in mU/mg di
proteina. I risultati sono espressi come media + SD di tre esperimenti
indipendenti. (B) Espressione di PH-GPx e c-GPx nella linea PaCa-44. Le
cellule sono state incubate con DHA 200 uM per tempi di trattamento di 6, 18
e 24 ore. Al termine di ciascuna incubazione ¢ stato estratto RNA totale e
retrotrascritto per [’amplificazione dei geni in PCR secondo quanto gia
descritto in Materiali e Metodi. Linea 1: controllo; Linea 2: DHA 200 uM 6 h;
Linea 3: DHA 200 uM 18 h; Linea 4: DHA 200 uM 24 h.

[ frammenti amplificati sono stati separati in un gel d’agarosio 1%.
L’espressione della B-actina ¢ stata utilizzata come controllo interno per
garantire I’integritda di RNA e I’equivalente caricamento degli amplificati in
ciascun pozzetto.

Per verificare I’implicazione di GPx nell’apoptosi DHA-indotta si ¢ pensato di
pre-trattare la linea cellulare PaCa-44 con selenio. I1 selenio ¢ un
oligoelemento con la funzione di regolare I’attivita di molti enzimi, implicati
nel mantenimento dello stato redox nella cellula, tra cui la GPx che, in tutte le
sue forme, risulta selenio-dipendente. A tale scopo la linea cellulare PaCa-44 ¢
stata trattata con 20 ore di anticipo rispetto al trattamento con DHA 200 uM,
con Sodio Selenato (Na,Se0,) alla concentrazione 1 uM e per le cellule sono
stati di nuovo analizzati alcuni parametri relativi allo stress cellulare (MDA,

attivita ed espressione di GPx), e le percentuali di apoptosi. Come presentato
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nella Fig.8 il pre-trattamento con selenio riduce ai livelli di controllo la
percentuale di cellule apoptotiche inibendo in maniera totale 1’apoptosi DHA-
indotta (Fig. 11.A). L’inibizione dell’apoptosi risulta conseguenza del fatto che
’attivita di GPx ¢ aumentata riuscendo a contenere lo stress ossidativo indotto
dal trattamento con il DHA (Fig. 11.B) infatti, 1 valori di MDA come prodotto
di perossidazione lipidica, sono sensibilmente ridotti nel caso di cotrattamento
DHA-selenio (Fig. 11.C). Anche la concentrazione di GSH ridotto si mantiene
simile al controllo per 1 co-trattamenti mentre GSSG aumenta a riprova di un
incremento di attivita per Gpx (Tabella 5). L’incremento nell’attivita
dell’enzima GPx non si correla perd con un aumento di espressione né nella

porzione citosolica, né in quella di membrana (Fig. 12).
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Fig. 11. Effetto del selenio sull’apoptosi DHA-indotta. (A) Analisi
citofluorimetrica con PI dell’apoptosi. (B) attivita di GPx espressa in mU/mg
di proteina. (C) valori di MDA espressi in pmoli/mg di proteina. I dati riportati
sono espressi come media = SD di 3 esperimenti indipendenti.

94



1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

PH-GPx 481 bp Fig. 12.A

c-GPx 324 bp Fig. 12.B
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Fig. 12. Effetto del selenio sull’espressione di PH-GPx (A) e ¢-GPx (B). Le
cellule sono state incubate con selenio 1 pM con 20 ore di anticipo rispetto al
trattamento con DHA 200 uM per tempi di trattamento di 3, 6, 18 e 24 ore. Al
termine di ciascuna incubazione ¢ stato estratto RNA totale e retrotrascritto per
I’amplificazione dei geni in PCR secondo quanto gia descritto in Materiali e
Metodi. I frammenti amplificati sono stati separati in un gel d’agarosio 1%.
L’espressione della B-actina (C) ¢ stata utilizzata come controllo interno per
garantire 1’integrita di RNA e I’equivalente caricamento degli amplificati in
ciascun pozzetto. Linea 1: controllo; Linea 2: DHA 200 uM 3 h; Linea 3 DHA
200 uM + Se 1 uM 3 h; Linea 4 Se 3 h; Linea 5: DHA 200 uM 6 h; Linea 6
DHA 200 uM + Se 1 uM 6 h; Linea 7 Se 6 h; Linea 8: DHA 200 uM 18 h;
Linea 9 DHA 200 uM + Se 1 uM 18 h; Linea 10: Se 18 h; Linea 11: DHA 200
uM 24 h; Linea 12: DHA 200 uM + Se 1 uM 24 h; Linea 13: Se 24 h.
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CTR DHA DHA+Se Se
GSH 80.7 +2.6 70.1 £ 3.1 83.1+1.9 100.6 = 2.1
6 ORE 886 0.76 + 0.1 0.80 + 0.09 0.79 + 0.1 0.80 + 0.1
GSH 83.14+32 602 +3.8 88.07 + 4.7 12622 +4.8
18 ORE s 0.93 + 0.07 0.83+0.1 0.92 + 0.05 1.0+ 0.02
GSH 796+ 2.9 42.04+2.6 66.7 + 3.2 1309 +52
24 ORE
s 0.68 = 0.2 0.58 = 0.4 0.96 = 0.1 1.2+0.03

Tabella 5. Concentrazione intracellulare di GSH ridotto e GSSG ossidato in
cellule PaCa-44 di controllo, cellule trattate con DHA 200 uM e cotrattamenti
DHA 200 uM + SE 1 puM. I risultati sono riportati come media = SD di tre
diversi esperimenti.

4.8 La vitamina A sensibilizza Paca-44 all’apoptosi DHA-indotta

Come gia noto la proliferazione cellulare, il differenziamento e 1’apoptosi
possono essere regolati dai recettori nucleari PPARs che risultano attivi solo
dopo aver eterodimerizzato con 1 recettori per retinoidi RXRs. Poiché il DHA
rappresenta un ligando per i PPARs, si ¢ voluta analizzare la possibilita che
I’effetto pro-apoptotico di tale acido grasso fosse strettamente connesso con
tali recettori teorizzando una regolazione di geni implicati nell’apoptosi-DHA
indotta mediata da PPARs attivati. A tale scopo le cellule Paca-44 sono state
piastrate e, successivamente trattate con 1 ora di anticipo rispetto al DHA 200
uM, con at-RA a diverse concentrazioni di 25 e 50 uM, per 3 tempi di
incubazione di 24, 48, 72 ore. Al termine dei periodi di incubazione le cellule
sono state colorate con una soluzione ipotonica di PI e la loro fluorescenza
analizzata al citofluorimetro. Come ¢ possibile notare dalla Fig. 13, at-RA,
combinato con DHA, ¢ in grado di incrementare 1 livelli di apoptosi in modo
proporzionale sia al suo dosaggio sia al tempo di incubazione, evidenziando la

possibilita di una regolazione genica nell’apoptosi DHA-indotta.
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Il co-trattamento con la molecola anti-ossidante a-tocoferolo (Vit.E) riduce la
percentuale di cellule apoptotiche nei campioni trattati con DHA ed at-RA, ma
non ristabilisce 1 valori a quelli di controllo, evidenziando, nell’apoptosi DHA-
indotta, un probabile e contemporanco coinvolgimento dei due processi,

genetico ed ossidativo.
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Fig. 13. Analisi dell’apoptosi in cellule PaCa-44 dopo trattamento con DHA,
at-RA e Vitamina E. Le cellule sono state trattate con at-RA alla
concentrazione 25 e 50 uM, e con Vitamina E alla concentrazione 40 uM con 1
ora di anticipo rispetto al DHA 200 uM per tempi di incubazione di 24, 48, 72
ore. Terminato il periodo di incubazione, le cellule sono state staccate e
colorate con una soluzione ipotonica contenente PI e la fluorescenza emessa
analizzata al citofluorimetro. Il grafico riporta in percentuale 1 valori di
apoptosi espressi come media = SD di tre esperimenti indipendenti.

4.9 L’espressione dei PPARs non varia nell’apoptosi DHA-indotta

Poiché il DHA rappresenta un ligando per tutte le isoforme di PPARs si ¢
voluta analizzare I’espressione e la modulazione dei geni che li codificano
nella linea cellulare PaCa-44 in condizioni basali e dopo trattamento con DHA

200 uM per tempi di incubazione di 3, 6, 18 e 24 ore.

97



Dalla Fig. 14 non si notano variazioni dopo il trattamento con 1’acido grasso
che sembra non influenzare a nessun tempo di incubazione I’espressione di

nessuna isoforma dei PPARs.
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Fig. 14. Espressione delle diverse isoforme di PPARs in PaCa-44. Le cellule
sono state incubate con DHA 200 uM per tempi di trattamento di 3, 6, 18 e 24
ore. Al termine di ciascuna incubazione ¢ stato estratto RNA totale e
retrotrascritto per [’amplificazione dei geni in PCR secondo quanto gia
descritto in Materiali e Metodi. I frammenti amplificati sono stati separati in un
gel d’agarosio 1%. L’espressione della P-actina ¢ stata utilizzata come
controllo interno per garantire I’integrita di RNA e I’equivalente caricamento
degli amplificati in ciascun pozzetto. Linea 1: controllo; Linea 2: DHA 200
uM 3 h; Linea 3: DHA 200 uM 6 h; Linea 4: DHA 200 uM 18 h; Linea 5:
DHA 200 uM 24 h.

4.10 Coinvolgimento di PPAR-y nell’apoptosi DHA-indotta.

Per dare sostegno all’ipotesi che il DHA possa regolare geneticamente
I’apoptosi attraverso i PPARs ¢ stato utilizzato Bhisphenol A Diglycidyl Ether
(BADGE), un composto di sintesi conosciuto in letteratura come inibitore
specifico ad elevata affinita per ’isoforma y dei PPARs. Poich¢ PPAR-y, una
volta attivato dai propri ligandi (ciglitazone, troglitazone, pioglitazone),
sembra I’isoforma piu capace di regolare [’attivazione del programma
apoptotico, si € pensato di analizzare 1’effetto di BADGE, ed indirettamente il
coinvolgimento di PPAR-y, nell’apoptosi DHA-indotta. Le cellule PaCa-44
sono state piastrate ¢ successivamente trattate con BADGE alla concentrazione
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di 20 uM con 4 ore di anticipo rispetto al trattamento con DHA 200 puM. Dopo
24, 48 e 72 ore di trattamento sono state staccate e colorate con una soluzione
ipotonica di PI per valutare la percentuale di cellule apoptotiche, analizzando la
fluorescenza emessa con un citofluorimetro. Come evidenziato dalla Fig. 185, il
trattamento con 1’inibitore BADGE diminuisce i livelli di apoptosi nelle cellule
trattate ma non riporta i valori a quelli del controllo, prova del fatto che PPAR-
y potrebbe essere coinvolto nella morte cellulare indotta dal DHA, ma anche
che I’eventuale meccanismo genetico da esso innescato interviene solo in parte

nell’apoptosi DHA-indotta.
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Fig. 15. Analisi dell’apoptosi in cellule Paca-44 dopo trattamento con DHA e
BADGE. 1l grafico riporta in percentuale i valori di apoptosi espressi come
media £+ SD di tre esperimenti indipendenti.

4.11 I geni LOXs sono implicati nell’apoptosi DHA-indotta

Poiché la regolazione genica attraverso 1 PPARs sembra compenetrare il
disequilibrio redox nella regolazione dell’apoptosi DHA-indotta, si € pensato
di analizzare la possibile variazione nel pattern espressivo di geni che hanno a
che fare con il metabolismo ossidativo degli acidi grassi e con i PPARs quali
LOXs e COXs. Tali enzimi hanno infatti, come termine ultimo dei relativi

pathways metabolici, la produzione di molecole di segnalazione che presentano
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grande affinitd per le diverse isoforme dei PPARs. A tale scopo le cellule
PaCa-44 sono state piastrate e, successivamente trattate con DHA 200 uM per
3, 6, 18, 24 ore. Terminati i periodi di incubazione ¢ stato estratto RNA totale e
utilizzato per reazioni di RT-PCR come gia descritto in Materiali ¢ Metodi.
Dalla Fig. 16 si nota un incremento tempo-dipendente nell’espressione del
gene che codifica per 5-LOX, mentre rimane invariata 1’espressione della sua
proteina attivatrice FLAP (Five-Lipoxygenase Activating Protein). Un
aumento d’espressione si nota anche per I’isoforma 15-LOX-2 e 3-LOX,
mentre diminuisce la 12-LOX gia dopo solo 3 ore di trattamento con DHA.
Anche il gene per 1’isoforma 15-LOX-1 sembra diminuire la sua espressione
mentre quello che codifica per ’enzima COX-2 (forma inducibile), si mantiene

costante dopo trattamento con DHA.
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Fig. 16. Modulazione dei geni LOXs e COXs da parte del DHA. Le cellule
sono state incubate con DHA 200 uM per tempi di trattamento di 3, 6, 18 e 24
ore. Al termine di ciascuna incubazione ¢ stato estratto RNA totale e
retrotrascritto per 1’amplificazione dei geni in PCR secondo quanto gia
descritto in Materiali e Metodi. I frammenti amplificati sono stati separati in un
gel d’agarosio 1%. L’espressione della P-actina ¢ stata utilizzata come
controllo interno per garantire 1’integritd di RNA e 1’equivalente caricamento
degli amplificati in ciascun pozzetto.

Linea 1: controllo; Linea 2: DHA 200 uM 3 h; Linea 3: DHA 200 uM 6 h;
Linea 4: DHA 200 uM 18 h; Linea 5: DHA 200 uM 24 h.

4.12 L’inibizione di 5-LOX blocca ’apoptosi DHA-indotta

Per verificare quanto I’enzima 5-LOX fosse implicato nell’apoptosi DHA-
indotta, si ¢ pensato di bloccare indirettamente D’attivita di questo enzima
attraverso 1’inibitore specifico per la proteina FLAP, MKS886 (3-[1-(p-
chlorobenzyl)-5-(isopropyl)-3-tert-butylthioindol-2-yl1]-2,2-dimethylpropanoic
acid) (Gillard et al., 1989; Ford-Hutchinson et al., 1994) ed analizzare la
variazione dei livelli di apoptosi dopo trattamento con DHA 200 uM. Come
risulta dalla Fig.17, le percentuali di apoptosi subiscono un decremento nel
caso di cotrattamenti DHA+MKZ886 che ¢ proporzionale alla concentrazione di
MKS886 utilizzato, valori pressoché simili a quelli di controllo si hanno per co-
trattamenti DHA+MKS886 alla concentrazione di 15 pM per tutti 1 tempi di
incubazione. I campioni con MK886 preso singolarmente non presentano
variazione di percentuale di cellule apoptotiche rispetto al controllo per tutte le

ore di incubazione.
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Fig. 17. Analisi dell’apoptosi in cellule PaCa-44 dopo trattamento con DHA e
MKS886. Le cellule sono state trattate con MK886 alle concentrazioni di 5, 10,
15 uM con 4 ore di anticipo rispetto al DHA 200 uM per tempi di incubazione
di 24, 48, 72 ore. Terminato il periodo di incubazione, le cellule sono state
staccate e colorate con una soluzione ipotonica contenente PI e la fluorescenza
emessa analizzata al citofluorimetro. Il grafico riporta in percentuale 1 valori di
apoptosi ottenuti in un esperimento rappresentativo di 3 diversi esperimenti
con risultati similari.
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§ 5. DISCUSSIONE

Sono sempre piu numerosi gli studi che evidenziano la capacita di alcuni acidi
grassi, in modo particolare quelli polinsaturi (PUFAs), di inibire la crescita e/o
indurre la morte attraverso la via apoptotica in una ampia varieta di cellule
tumorali (Kato et al., 2002; Li et al., 2001; Collet et al., 2001; Hawkins et al.,
1998; Albino et al., 2000; Rose et al., 1996; Rose et al.,1997). Tuttavia 1
meccanismi attraverso i quali si esplicano tali funzioni sono ancora incerti e
talora contraddittori.

Tra gli acidi grassi PUFAs, 1’acido docosaesaenoico (DHA; C22:6, n-3) ¢
quello che, oltre ai ben noti effetti sul sistema cardiovascolare ed immunitario
(antiaterogeno, ipotensivo, antidislipidemico, antinfiammatorio) (Harbige,
2003; Cleland et al., 2003; McLennan et al., 1996), manifesta una maggiore
capacita regolativa sulla crescita tumorale. Una moltitudine di modelli
sperimentali in vivo ed in vitro dimostrano infatti che il DHA esibisce effetti
inibitori sia sulla crescita tumorale sia sull’induzione alla morte cellulare
attraverso il processo di apoptosi (Dumbara et al., 2004; Siddiqui et al., 2003;
Albino et al., 2000).

Anche se 1 meccanismi che sono alla base dell’attivita regolatoria del DHA,
non sono ancora del tutto conosciuti, sono state comunque avanzate
principalmente due ipotesi: (i) induzione del programma di morte cellulare
programmata conseguente ad una modulazione dello stato redox intracellulare;
(i1) regolazione genica diretta o indiretta di geni i cui trascritti intervengono
nello svolgimento del processo apoptotico (Larsson at al., 2004).

Lo scopo della ricerca svolta nel periodo di dottorato ¢ stato, quindi, quello di
studiare e valutare D’effetto del DHA su linee cellulari tumorali umane e
determinare quali fossero gli eventuali meccanismi coinvolti nell’effetto anti-
proliferativo e pro-apoptotico di tale acido grasso. In particolare, poiché non
esistono tutt’ora lavori scientifici che studiano [Deffetto del DHA

sull’adenocarcinoma pancreatico umano, uno dei tumori piu temuti oltre che
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per invasivita e decorso rapido anche per una limitata aspettativa di vita
dell’individuo malato, ¢ stata utilizzata come modello sperimentale la linea
cellulare di adenocarcinoma pancreatico umano PaCa-44.

[ primi risultati ottenuti, mostrano che il DHA non solo inibisce la crescita
delle cellule tumorali prese in esame (Fig.1.A), ma induce apoptosi in modo
proporzionale sia al suo dosaggio sia al tempo di incubazione (Tab.1, 2). Per
valutare la specificita del DHA in relazione alla sua attivita biologica, sono
stati comparati gli effetti anti-proliferativi e pro-apoptotici di tale acido grasso
con quelli sviluppati da altri acidi grassi come il monoinsaturo acido oleico
(OA; C18:1, n-9), il diinsaturo acido linoleico (LA; C18:2, n-6) e il saturo a
catena corta acido butirrico (BA; C4:0). Dai risultati sperimentali ottenuti,
risulta che tali acidi grassi esercitano solo un lieve effetto antiproliferativo
senza manifestare alcun effetto pro-apoptotico rispetto al DHA utilizzato alle
stesse concentrazioni (Fig.5.A, B), dimostrandone quindi la specificita. Questi
primi risultati sono, in effetti, in linea con quanto conosciuto in letteratura
secondo cui l’azione anti-proliferativa e pro-apoptotica degli acidi grassi
sarebbe proporzionale alla lunghezza della catena carboniosa che compone
I’acido grasso e alla quantita di doppi legami presenti.

Una volta confermato I’effetto pro-apototico del DHA nel nostro modello
sperimentale, sono stati effettuati ulteriori studi volti a verificare se la
regolazione del programma di morte cellulare programmata fosse mediata da
un processo ossidativo /0 un meccanismo genetico.

Essendo il DHA un substrato altamente ossidabile a causa del suo elevato
grado di insaturazione, si ¢ voluto valutare la sua influenza su alcuni
paramentri che regolano lo stato redox intracellulare quali: le specie reattive
dell’ossigeno (ROS) e la perossidazione lipidica (MDA), ambedue conosciuti
come attivatori del programma apoptotico. L’utilizzo del probe DCFH-DA,
sensibile alle variazioni dello stato redox cellulare, ha reso evidente la presenza
di un incremento dei livelli di ROS intracellulari (Fig.6.A), inoltre il saggio

TBARs ha evidenziato ’aumento di MDA intracellulare come risultato del
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processo di perossidazione lipidica (Fig.8), dimostrando che il trattamento con
DHA comporta un disequilibrio dello stato redox intracellulare. Come ulteriore
prova di tale coinvolgimento, sono stati analizzati gli effetti di composti con
provata attivita antiossidante, sia di origine sintetica (BHT) sia naturale (o-
tocoferolo [Vit.E], acido ascorbico [Vit.C]) in co-trattamento con DHA. I dati
sperimentali relativi a questa prova evidenziano non solo una sensibile
riduzione dei livelli di apoptosi con completo annullamento degli effetti di
DHA (Fig.7), ma anche una diminuzione sia dei livelli di ROS DHA-indotti
(Fig.6.B) che di MDA (Tab.3).

Secondo recenti studi, 1’attivazione e lo sviluppo del programma apoptotico
sembra essere associato ai livelli di glutatione (GSH), molecola antiossidante
intracellulare con la funzione di scavenger di specie radicaliche e cofattore
dell’enzima Glutatione Perossidasi (GPx). L’eliminazione attiva del GSH
durante le prime fasi del meccanismo apoptotico sembra avere un importante
ruolo per il completamento del processo (Filomeni et al., 2002; Ghibelli et al.,
1995; Ghibelli et al., 1998; Ghibelli et al., 1999), per questo motivo ¢ stato
analizzato il coinvolgimento del GSH nell’apoptosi DHA-indotta.

I risultati ottenuti dal trattamento della linea cellulare PaCa-44 con DHA
evidenziano un decremento dei livelli di GSH intracellulare gia dopo poche ore
di incubazione con I’acido grasso (6 ore) (Tab.4), inoltre il trattamento con
specifici inibitori dei trasportatori per GSH (Metionina e Cistationina) e con il
suo precursore N-acetilcisteina (NAC), annulla 1’effetto pro-apoptotico del
DHA (Fig.9). La perdita di GSH intracellulare sembra, quindi, essere implicato
nel processo di apoptosi indotto dal DHA.

La riduzione intracellulare di GSH comporta un decremento delle difese
antiossidanti di natura enzimatica all’interno della cellula che si rispecchia
nella diminuzione dell’attivita dell’enzima glutatione perossidasi (GPx), GSH-
e selenio-dipendente, fisiologicamente impegnata nella rimozione del
perossido di idrogeno (H,0,) e degli idroperossidi degli acidi grassi. I nostri

studi mostrano una sensibile riduzione di attivita per questo enzima (Fig.10.A)
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che mantiene pero invariata la sua espressione (Fig.10.B). Ad ulteriore prova
del coinvolgimento di GPx nell’apoptosi indotta da DHA c¢i sono i dati che
evidenziano come, ’aggiunta di Selenio [Sodio Selenato (Na,Se0,)] al
medium di coltura, non solo ristabilisce la normale funzionalita dell’enzima
(Fig.11.B), ma inibisce la perossidazione lipidica (MDA) (Fig.11.C),
I’eliminazione di GSH (Tab.5) e I’apoptosi DHA-indotta (Fig.11.A).

In linea con quanto finora illustrato, lo stress ossidativo svolge un ruolo di
spicco nell’apoptosi DHA-indotta, ma sembra sempre piu certa I’idea che tale
disequilibrio redox possa essere solamente uno degli elementi che, di concerto,
sono coinvolti nella morte cellulare programmata DHA-indotta.

Sono state quindi condotte ulteriori analisi per poter valutare la capacita del
DHA di indurre e regolare proliferazione, differenziamento ed apoptosi,
attraverso la modulazione dei diversi geni che in tali processi sono impegnati.
In questi termini ¢ stata piu volte documentata 1’affinita di legame dell’acido
grasso DHA per 1 recettori nucleari PPARs che, attraverso eterodimerizzazione
con 1 recettori per retinoidi RXRs/RARs, si legano ai siti responsivi di geni con
la funzione di regolare le funzioni cellulari (Willson et al., 2000; Forman et al.,
1995). A tal proposito si ¢ voluto: (i) analizzare 1’espressione basale dei
PPARs nella linea PaCa-44 in esame; (ii) analizzare ’effetto dell’isoforma all-
trans dell’acido retinoico (at-RA), come potenziatore di PPARs eventualmente
attivati da DHA; (ii1) investigare il coinvolgimento di tali recettori nucleari
nell’apoptosi DHA-indotta.

Dopo aver verificato attraverso analisi di RT-PCR, la presenza di mRNA per
PPAR-a e PPAR-y, nella linea cellulare PaCa-44 (Fig.14), si sono confrontati i
livelli di apoptosi relativi ai cotrattamenti DHA+at-RA, rispetto alle
incubazioni con DHA preso singolarmente. Dai dati sperimentali si evidenzia
un incremento nei valori percentuali di apoptosi che segue una modalita tempo
e dose dipendente (Fig.13), dimostrando una sensibilizzazione delle cellule
all’azione dell’acido grasso 1 cui effetti sembrano potenziati dall’acido

retinoico. Inoltre il cotrattamento DHA-+at-RA con molecole antiossidanti
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quali a-tocoferolo (Vit.E) diminuisce sensibilmente i valori percentuali di
apoptosi senza annullare completamente 1’effetto del DHA (Fig.13). Infine la
diminuzione dei livelli apoptotici, senza 1’annullamento dell’effetto del DHA,
a seguito di co-trattamento DHA+BADGE (Fig.15), citato in letteratura come
antagonista per PPAR-y, suggerisce come i PPARs, ma in modo particolare
proprio il PPAR-y, esercitino un ruolo di primaria importanza nel meccanismo
di morte innescato dal DHA e permette di dare sostegno all’ipotesi che il DHA
possa regolare anche geneticamente 1’apoptosi attraverso 1’attivazione di geni
implicati nella morte cellulare programmata. Poiché il trattamento con DHA a
differenti tempi di incubazione non sembra influenzare 1’espressione dei geni
PPARs che resta invariata (Fig.14), ¢ stato ipotizzato che il coivolgimento di
tali recettori nucleari nell’apoptosi DHA-indotta fosse associato alla loro
capacita di modulare e regolare 1’attivazione di geni coinvolti nella
proliferazione e/o nell’arresto della crescita delle cellule tumorali.

Possibili geni che potrebbero essere coinvolti (direttamente e/o indirettamente)
nel processo di apoptosi DHA-indotto, sono quelli che codificano per gli
enzimi LOXs e COXs. Dopo aver verificato I’assenza della regolazione genica
da parte del DHA su quest’ultima classe di enzimi, ed in modo particolare sulla
forma inducibile COX-2 (Fig.16), ¢ stata analizzata in tal senso 1’espressione
degli enzimi LOXs. Il fatto che tali enzimi siano deputati al metabolismo degli
acidi grassi, che la loro attivita sia fortemente influenzata dallo stato redox
cellulare a causa della presenza di un gruppo eme nel loro sito attivo e che la
loro espressione possa essere regolata dai PPARs attivati, li rende
potenzialmente implicati in tale processo. Infatti, il disequilibrio redox
instaurato dal DHA e I’attivazione dei PPARs da parte dello stesso acido
grasso, sono fattori che potrebbero modulare non solo I’attivitd enzimatica
delle LOXs ma anche la loro espressione. A tal proposito si ¢ voluto valutare
I’effetto del DHA sull’espressione di tali enzimi nella linea cellulare PaCa-44
utilizzando analisi di RT-PCR. I dati sperimentali evidenziano la presenza di

mRNA per le diverse sottoclassi LOXs in condizioni basali, 12-LOX, 15-LOX-
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1, 15-LOX-2, 5-LOX, sembra invece assente 1’enzima 3-LOX le cui funzioni
restano da definire (Fig.16). Il trattamento con DHA, gia dopo un breve
periodo di incubazione (3 ore) diminuisce ’espressione dell’enzima 12-LOX,
conosciuto in letteratura come anti-apoptotico e stimolante la proliferazione
oltre che IDeffetto metastatico di un tumore (Matsuyama et al., 2004;
Yoshimura et al., 2004; Tong et al., 2002).

L’enzima 5-LOX, al contrario, presenta un incremento tempo-dipendente del
suo mRNA dopo trattamento con DHA. Tale incremento, peraltro massimo
dopo 24 ore di trattamento, sembra partecipare attivamente al meccanismo di
apopotosi DHA-indotta. Infatti, il co-trattamento della linea cellulare PaCa-44
con I’inibitore MK886, specifico per FLAP (Five-Lipoxygenase Activating
Factor, coattivatore di 5-LOX), e 1’acido grasso DHA, ha fatto registrare una
diminuzione significativa dei livelli di apoptosi facendo supporre che I’over-
espressione della 5-LOX sia uno dei meccanismi attraverso cui si definisce
I’apoptosi DHA-indotta (Fig.17). Una probabile spiegazione di tale
comportamento ¢ data dalla competizione che il DHA esibisce nei confronti
dell’Acido Arachidonico (AA; C20:4, n-6) nei riguardi degli enzimi metabolici
comuni LOXs, per 1 quali risultano substrati elettivi. La maggiore
concentrazione di DHA nell’ambiente intracellulare, comporta uno
spostamento dell’attivita di tali enzimi metabolici sul poliinsaturo della serie n-
3 a dispetto di AA. Il risultato di questa competizione ha come conseguenza la
produzione di eicosanoidi di diversa natura (LTs della classe 5 e acidi
idrossieicosapentaenoici [HEPEs]) derivanti dal DHA, per i quali ¢ stata
dimostrata una azione antinfiammatoria ed ¢ in via di sperimentazione 1’analisi
della funzione pro-apoptotica, rispetto agli effetti opposti mediati dai prodotti
del metabolismo di AA.

In questo lavoro sono state, inoltre, valutate le variazioni di espressione delle
due 1soforme 15-LOX-2 ¢ 15-LOX-1, le cui funzioni sono ancora da definire.
In letteratura sono comunque presenti numerosi lavori che attestano una attivita

anti-apoptotica per il primo enzima e pro-apoptotica per il secondo (Kelavkar
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et al., 2001; Nie et al., 2001; Vanderhoek et al., 1980; Vanderhoek et al.,
1985). In linea con quanto definito da altri ricercatori, 1 risultati evidenziano un
decremento nell’espressione della forma anti-apoptotica 15-LOX-1 contro un
incremento tempo-dipendente della forma pro-apoptotica 15-LOX-2 a seguito
di trattamento con DHA (Fig.16).

E stato valutata inoltre la variazione di espressione dell’enzima LOX-3, per il
quale non si hanno informazioni esaurienti e certe riguardo le sue funzioni
cellulari, dopo trattamento con DHA. L’analisi di RT-PCR ha rivelato un
incremento dell’espressione di tale enzima dopo sole 3 ore di incubazione
(Fig.16). Sono in via di studio gli eventuali coinvolgimenti di tale enzima
nell’apoptosi DHA-indotta.

In riferimento a quanto finora dimostrato, I’acido grasso DHA manifesta un
effetto anti-proliferativo e pro-apoptotico sulla linea cellulare presa in esame, 1
meccanismi che mediano tale azione sono sia di tipo genetico che ossidativo ed
ambedue sono ugualmente coinvolti nei processi di regolazione mediati dal
DHA. In questi termini, il DHA potrebbe rivelarsi uno dei nuovi protagonisti
nella ricerca contro 1’adenocarcinoma pancreatico o piu in generale contro le
malattie cancerose e sfruttando la sua dualita come induttore di morte cellulare
programmata e regolatore della crescita tumorale, potrebbe risultare utile nella
messa a punto di nuove cure anti-tumore o come coadiuvante nei trattamenti

radio- e chemioterapici classici.
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