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1. PREMESSA

La sperimentazione clinica necessita di una specifica attenzione ai criteri etici
di riferimento tendenti a salvaguardare i beni e 1 valori umani fondamentali.
Spesso gli interessi commerciali interferiscono con gli interessi scientifici,
compromettendo il benessere psichico del malato e/o la sua dignita di essere
umano.

Nei pazienti oncologici la sofferenza fisica, che rappresenta soltanto un
sintomo della malattia, determina necessariamente un’alterazione della qualita
di vita e puo condizionarne la vita di relazione. Tutto questo viene ovviamente
amplificato quando il malato ¢ un bambino che, talora, ¢ incapace di esprimere,
localizzare e quantificare la sua sofferenza.

Gli oncologi pediatrici lamentano la mancanza di farmaci antitumorali studiati
per 1 bambini, in considerazione del fatto che i1 chemioterapici utilizzati nei
protocolli di cura degli adulti non sono spesso egualmente efficaci in eta
pediatrica. Le aziende farmaceutiche hanno poco interesse a sviluppare farmaci
per la popolazione pediatrica oncologica per motivi di natura economica,
dipendenti dalla esiguita del numero di pazienti pediatrici rispetto alla
popolazione adulta. In generale la produzione di farmaci antitumorali
alternativi trova resistenza nell’ambito dell’ industria farmaceutica coinvolta

nei profitti relativi al mercato dei chemio e radioterapici.



1.1 1l paziente oncologico in eta pediatrica: il dolore e la fatigue

In ambito pediatrico, ancor piu che nell’adulto, nella gestione del paziente
oncologico occorre attenzione allo stato psicofisico durante le procedure
terapeutiche. Non basta, infatti, solo valutare lo stato di salute fisica del
malato, considerando I’efficacia del trattamento in base alla risposta clinica o
all’aumento della sopravvivenza, ma bisogna anche tenere in considerazione il
benessere psichico del bambino.

Anche se nel bambino non sempre il grado di consapevolezza della malattia ¢
completo, il suo stato psicologico ¢ alterato dai cambiamenti di vita, di
immagine del proprio corpo e di pensiero. Durante la terapia molta attenzione
deve essere prestata ai problemi emozionali che 1’evoluzione della malattia
comporta: la negazione (il rifiuto di prendere coscienza che cid che si sta
vivendo ¢ segno della progressione della malattia), la rabbia (verso tutto cid
che ¢ vita che continua solo per gli altri) e la depressione (per la perdita dei
rapporti sociali, della propria autonomia fisica e decisionale e paura per la
consapevolezza di avvicinarsi alla morte) (Kubler-Ross, 2005).

Il dolore, per il paziente oncologico, ¢ I’espressione piu tangibile della propria
malattia: spesso ¢ un segnale importante per la diagnosi iniziale, fattore
sensibile nell’indicarne evoluzioni positive o negative durante il decorso,
innegabile presenza in corso di molteplici procedure diagnostiche e/o
terapeutiche e costante riflesso di paura e ansia per tutto quello che la malattia
comporta.

L’incidenza del dolore in corso di malattia oncologica in eta pediatrica, ¢
elevata: in piu del 50% dei casi, ¢ presente fra 1 sintomi d’esordio e la
percentuale aumenta durante il decorso della malattia. Nel 100% dei bambini ¢
presente dolore iatrogeno, cioé¢ secondario a procedure terapeutiche, basti
pensare alla chemioterapia. Quindi, la gestione del bambino affetto da

neoplasia, non puo prescindere da una corretta valutazione e terapia del
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sintomo dolore: sintomo che piu di tutti mina I’integrita fisica e psichica del
bambino, che ne conserva il ricordo (Benini, 2000).

Anche la fatigue ¢ uno dei disturbi piu frequentemente riferiti dai pazienti
oncologici. La fatigue ¢ stata definita come malattia nella decima revisione
della International Classification of Disease (ICD10) del 1998, 1la
classificazione internazionale delle malattie dell’OMS. E un fenomeno
multidimensionale che si sviluppa nel tempo, riduce i livelli di energia, le
capacita mentali e lo stato psicologico dei pazienti oncologici. Il
paziente/bambino prova un’estrema stanchezza, spossatezza, debolezza,
mancanza di energia e ha bisogno di riposare piu frequentemente o comunque
in maniera non proporzionale alle attivita sostenute. Non ¢ semplicemente un
insieme di sintomi da affaticamento, ma una malattia nella malattia che
affligge 1 bambini malati. La fatigue riguarda il 78-96% della popolazione
oncologica e addirittura il 50% la avverte prima del trattamento. Puo
aumentare del 60-90% durante la chemioterapia e del 75-100% durante la
radioterapia. A volte la fatigue persiste anche dopo la fine del trattamento,
tanto che al termine della chemioterapia la fatigue viene segnalata dai pazienti
come il sintomo di piu lunga durata e invalidante nella vita quotidiana. I1 61%
dei malati di cancro la ritiene peggiore del dolore e della depressione (Ricciuti,

2006).



1.2 Diritti del paziente oncologico

Per comprendere le necessita e 1 problemi psicologici di un malato, sia esso un
bambino che un adulto, bisogna tenere in considerazione da un lato la malattia
e dall’altro la terapia da adottare. Malattia e terapia non possono essere
considerate indipendenti dal momento che 1 pazienti, molto spesso,
attribuiscono una maggiore gravita alla loro malattia quanto piu le terapie sono
mutilanti o debilitanti.

In Italia, oggi, il paziente maggiorenne, insieme al medico, decide delle sue
cure ¢ dei suoi trattamenti (tramite il consenso informato). Il paziente ha diritto
di essere informato, di scegliere se e a quale trattamento sottoporsi e di
conoscere eventuali rischi, pertanto ¢ giusto ed etico informare il paziente,
rispettando la sua sensibilita. I diritti del paziente oncologico tra i quali la
liberta di decidere la terapia, rientrano in quelli oggetto di tutela da parte della
Costituzione Italiana secondo cui nessuno pud essere obbligato ad un
trattamento terapeutico e che la legge non pud comunque violare i1 limiti
imposti dal rispetto della persona umana (art.32 Costituzione Italiana).

In occasione del vertice Mondiale contro il cancro per il nuovo Millennio,
tenutosi a Parigi il 4 febbraio 2000, ¢ stata predisposta la carta di Parigi. Questo
¢ il primo appello lanciato su scala mondiale per chiamare alla lotta comune,
nel nuovo millennio, medici, industrie, politici e pazienti. La Carta raccoglie
dieci articoli che riguardano gli aspetti piu importanti della lotta: 1 diritti dei
pazienti oncologici sono diritti umani; eliminare lo stigma associato al cancro;
ampliare le frontiere della conoscenza; garantire il diritto alla cura di qualita
del cancro; promuovere la prevenzione contro il cancro; priorita allo screening
ed alla diagnosi precoce; potenziare il ruolo attivo del paziente; migliorare la
qualita della vita dei pazienti; sostenere le strategie locali contro il cancro;

sviluppare reti di cooperazione.



La carta di Parigi, quindi, ¢ un documento che afferma i diritti dei pazienti
oncologici. Il diritto a ricevere cure di qualita in maniera omogenea in tutte le
strutture ospedaliere e avere accesso, in ogni caso, alla miglior cura
disponibile, e anche il diritto a migliorare la qualita della propria vita,
alleviando 1 disagi fisici e sociali causati sia dalla malattia che dalle cure. I
pazienti oncologici hanno diritto all’eguaglianza nel trattamento. Pazienti,
familiari ed amici devono poter contare su un sostegno morale e su assistenza
specifica durante e dopo il trattamento. I malati di cancro hanno diritto a cure
qualitativamente adatte e all’avanguardia, ma anche ad un rapporto umano con
gli operatori sanitari. Hanno diritto a ricevere sempre 1’assistenza sanitaria per
la cura, riabilitazione e prevenzione dal rischio di recidive. Viene loro
riconosciuto il diritto di scegliere da quali medici e presso quale ospedale farsi
curare ¢ di cambiarli se insoddisfatti, o semplicemente chiedere la consulenza
di altri medici. Inoltre, hanno diritto a un trattamento che assicuri la terapia del
dolore e a una morte dignitosa. Devono essere informati sul loro stato di salute,
sulle procedure mediche, sui rischi e benefici a cui vanno incontro e sulle
eventuali alternative alle prescrizioni proposte, dunque devono essere informati
sulla diagnosi, prognosi e decorso del trattamento. Il diritto all’informazione
vale anche per qualsiasi partecipazione del paziente a ricerca scientifica. Per di
piu, le informazioni devono essere fornite al malato in maniera appropriata e
chiara. Su sua esplicita richiesta il malato pud non essere informato oppure puo
indicare una persona che dovra essere informata su tutto cio che lo riguarda.
Anche i1 familiari hanno diritto a ricevere informazioni comprensibili riguardo
sia alla diagnosi che ai trattamenti terapeutici, soprattutto nel caso in cui il
paziente oncologico € un minorenne, € devono poter contare su sostegno
psicologico. I malati di cancro hanno diritto all’autodeterminazione sugli atti
medici, ma se 1 malati sono incapaci, ¢ necessario il consenso di un
rappresentante legale e se quest’ultimo si rifiuta di dare il consenso, la

decisione finale sara presa in conformitd con la procedura di legge. Le
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informazioni sullo stato di salute dei malati di cancro e le loro stesse identita
sono riservate. I malati possono chiedere di consultare le proprie cartelle
cliniche, 1 referti e qualunque altro documento che riguarda la diagnosi e la
prognosi, qualora lo ritenessero necessario hanno diritto ad ottenere una copia
di tutti 1 documenti. I malati di cancro molto spesso si trovano ad affrontare
problemi economici, per cui hanno diritto a ricevere sostegno economico,
finanziario e sociale, e adeguato accesso all’istruzione. Inoltre, il mantenimento
del posto di lavoro deve essere loro assicurato, nonostante le assenze
prolungate dovute ai trattamenti terapeutici. [ pazienti devono collaborare con 1
medici fornendo loro tutte le informazioni richieste e devono cercare di
stabilire un buon rapporto con gli operatori sanitari e 1 centri di cura. Quanto

precedentemente esposto ¢ stato trasfuso negli articoli di seguito riportati:

Articolo I: T diritti dei pazienti oncologici sono diritti umani. Le azioni in

corso volte a definire ed adottare i diritti dei pazienti oncologici sono di

primaria importanza al fine di riconoscere e difendere il valore e la dignita

degli individui malati di cancro di tutto il mondo.

Articolo II: Lo stigma associato al cancro rappresenta un grosso ostacolo al

progresso sia nei paesi industrializzati che in quelli in via di sviluppo,

provocando spesso:

= eccessivi traumi emotivi per 1 pazienti e le loro famiglie

» pregiudizio e discriminazione nei confronti dell'impiego professionale di
individui malati di cancro e/o della loro partecipazione e del loro contributo
nella societa

= relative difficolta finanziarie e calo di produttivita

= scarsita di comunicazione e insufficiente istruzione pubblica in materia

= ingiustificato senso di fatalismo che pud sortire un impatto negativo
sull'impegno dei governi, degli organismi sanitari e sulle istituzioni private

coinvolte nella lotta contro il cancro.
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Le parti s'impegnano a comprendere meglio e ad eliminare gli stigmi associati
al cancro, nonché a ridefinire questa malattia in quanto patologia biologica
curabile e non condizione sociale.

Il riallineamento positivo dell'opinione, della percezione e delle preoccupazioni
del pubblico nei confronti del cancro e dei milioni di persone che esso colpisce
permettera la piena realizzazione di ognuna delle seguenti priorita.

Articolo III: Le parti s'impegnano fortemente a costituire un ambiente ottimale
per l'innovazione della ricerca sul cancro.

1. La conoscenza della biologia delle neoplasie e dei meccanismi fondamentali,
attraverso 1 quali il cancro si manifesta e progredisce, ¢ all'origine di ogni
progresso che ha migliorato e che migliorera il livello di cura e di qualita della
vita di milioni di persone di tutto il mondo. Se il nostro obiettivo ¢ quello di
vincere la lotta contro il cancro, ¢ opportuno accelerare l'identificazione di
nuovi bersagli molecolari per l'identificazione, la diagnosi e il trattamento.
Le parti concordano nel preparare il terreno per incentivare 1 finanziamenti alla
ricerca di base da parte dei Governi e delle industrie; incoraggiare, difendere e
stimolare le persone impegnate nel processo di innovazione e migliorare 1
mezzi grazie ai quali gli scienziati possono lavorare in liberta intellettuale, al
fine di ampliare costantemente le frontiere delle conoscenze attuali.
2. La ricerca clinica ¢ l'unico mezzo attraverso il quale la ricerca di base
assume un'utilitd per le vite umane. Le grandi scoperte nell'ambito della
biologia molecolare o della genetica non possono avere impatti sulla
prevenzione, sullo screening, sulla diagnosi e sul trattamento a meno che non
vengano attentamente valutate e sviluppate tramite saggi clinici.

La ricerca nel settore clinico puo inoltre fornire immediatamente informazioni
a coloro che lavorano nel settore della ricerca di base. Questo tipo di ricerca
"traslata", generalmente effettuata in istituti dotati di reparti clinici e laboratori
di ricerca, ¢ in grado di testare rapidamente le ipotesi formulate in laboratorio.

Il feedback immediato proveniente dal reparto clinico ed ottenuto attraverso la
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ricerca traslata puo reindirizzare gli sforzi della ricerca di base e stimolare
l'elaborazione di nuove e importanti ipotesi.

Malgrado la sua importanza, la ricerca clinica ¢ costantemente messa alla prova
non solo dalla mancanza di fondi, ma anche dallo scarso coinvolgimento dai
parte dei professionisti del settore sanitario e delle istituzioni, oltre che dalla
scarsa coscienza dei pazienti riguardo agli scopi e ai benefici della
partecipazione agli studi clinici. Un'inadeguata armonizzazione legale e
legislativa tra 1 diversi paesi significa inoltre che la realizzazione di test clinici
- quelli strategicamente significativi e che sono dunque in grado di far
progredire rapidamente la pratica clinica - puo rivelarsi estremamente difficile
e costosa.

Le parti s'impegnano ad elevare la coscienza e l'impegno nella ricerca clinica
in tutte le Istituzioni da essi rappresentate, e di cogliere ogni opportunita per
rafforzare l'infrastruttura di ricerca internazionale.

Le parti s'impegnano inoltre a promuovere il riconoscimento universale del
consenso informato - il processo attraverso il quale i pazienti sono
dettagliatamente informati circa lo scopo, i rischi e i benefici di qualsiasi
studio clinico. In tal modo, le parti cercano di permettere la realizzazione di
sperimentazioni cliniche rapide, efficaci e complete in cui i pazienti siano
coinvolti su basi etiche ed in cui essi partecipino con maggior livello
decisionale.

Articolo IV: Malgrado 1 notevoli progressi effettuati nella lotta contro il
cancro, 1 risultati concernenti la sopravvivenza variano drammaticamente in
tutto il mondo - non solo tra paese e paese e citta e citta, ma anche tra Istituti
della stessa citta. Grandi variazioni negli standard di trattamento e accesso ad
un trattamento di buona qualita sono la causa di tali discrepanze - nonché della
morbilita e della mortalita che ne derivano e che sono spesso ingiustificate.

Le parti riaffermano 1'Articolo 25 della Dichiarazione Universale dei Diritti

Umani, che stabilisce che ogni individuo "ha il diritto ad un tenore di vita
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adeguato alla salute e al benessere di se stesso e della sua famiglia, compresi
alimenti, vestiti, casa e assistenza medica". Le parti affermano inoltre che data
l'ubiquita del cancro e il suo impatto sulla societa, 1'accesso ad un trattamento
di buona qualita nell'ambito del contesto economico locale costituisce un
diritto umano basilare. Le parti s'impegnano quindi a promuovere:
1. Pratica medica basata sull'evidenza scientifica e chiara definizione del
concetto di "trattamento di buona qualita", secondo ogni evidenza scientifica
attualmente disponibile.

2. Sviluppo sistematico di linee guida basate sulle migliori prove scientifiche
disponibili in materia di prevenzione, diagnosi, trattamento e cura palliativa.
3. Definizione appropriata delle priorita di una cura anticancro di buona qualita
ad ogni livello dell'assistenza sanitaria, compatibilmente con la gravita della
malattia.

4. Incrementare le specializzazioni in campo oncologico ed una migliore
integrazione del trattamento tra le discipline mediche.

5. Ampio accesso del paziente a test clinici di elevata qualita.

Articolo V: L'Organizzazione Mondiale della Sanita stima che entro il 2020 si
manifesteranno ogni anno 20 milioni di nuovi casi di cancro. Il 70% dei
pazienti vivra in paesi che, tutti insieme, avranno accesso a meno del 5% delle
risorse disponibili per il controllo di questa malattia. Nel nuovo millennio il
cancro contribuira in maniera sempre crescente ad aumentare il peso totale
delle malattie presenti sul nostro pianeta, malgrado molti tipi di cancro siano
prevenibili attraverso il controllo del consumo di tabacco, della dieta, delle
infezioni e dell'inquinamento. Si stima ad esempio che le infezioni - molte
delle quali potenzialmente prevenibili - siano la causa del 15% di casi di cancro
in tutto il mondo e del 22% dei casi di cancro nei paesi in via di sviluppo. Il
consumo di tabacco provoca ogni anno milioni di nuovi casi di cancro e di
morti dovute ad esso, tanto nei paesi industrializzati quanto in quelli in via di

sviluppo.
12



Questa realta enfatizza il bisogno di sviluppare politiche pubbliche che
sostengano la lotta contro il cancro e l'urgente dispiegamento delle conoscenze
e delle tecnologie esistenti nella prevenzione di base al fine di arginare la
marea crescente di questa malattia. Le parti s'impegnano a:

1. Sostenere attivamente e globalmente i1 programmi di prevenzione oncologica
gia esistenti e incoraggiare la consapevolezza e I'impegno nelle Istituzioni da
essi rappresentate.

2. Identificare le opportunita di accelerare l'istruzione pubblica in materia di
controllo del consumo di tabacco, delle infezioni, dei cambiamenti relativi alle
abitudini alimentari e alla protezione ambientale.

3. Organizzare il sostegno dell'industria e dei governi per favorire la
prevenzione oncologica quando possibile attraverso le tecnologie mediche.
Articolo VI: E un fatto incontestabile che I'identificazione precoce di uno o di
tutti gli oltre 200 tipi di cancro porta a risultati migliori per il paziente.
Caratteristica rilevante, il trattamento di alcune condizioni precancerose
riconoscibili pud permettere addirittura di prevenire il cancro. La paura e
l'ignoranza rispetto ad alcuni segnali e sintomi di cancro o a condizioni
precancerose sono tuttavia comuni, € per la sua natura puo essere difficile e
insidioso individuare precocemente il cancro senza un adeguato intervento di
screening. E inoltre noto che l'identificazione precoce ¢ particolarmente
importante in caso di persone ad alto rischio a causa dello stile di vita,
dell'ambiente, dell'occupazione, della predisposizione familiare o del non
elevato stato socioeconomico. Il fatto che i primissimi sintomi del cancro
possano essere confusi con malattie comuni enfatizza ancor piu la necessita di
uno screening efficace e di un'attenta diagnosi medica. La metodologia di
screening per identificare in cancro puo estendersi dalla semplice osservazione,
dai test di laboratorio e dalle radiografie a esami piu sofisticati, che hanno

dimostrato efficacia nell'identificazione precoce di diversi tipi di cancro.
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Oltre all'educazione alla prevenzione oncologica, l'attuazione di programmi di
screening - nei limiti delle possibilita economiche - dovrebbe essere un
obiettivo fondamentale al fine di ridurre il "peso" del cancro.

Per essere efficaci, 1 programmi di screening devono essere accompagnati
dall'accesso ad un trattamento di elevata qualita.

Le parti s'impegnano ad accelerare lo sviluppo e l'applicazione diffusa di
tecnologie di screening gia testate o emergenti, in maniera tale che tutti ne
traggano beneficio indipendentemente dalla razza o dallo stato
$0C10economico.

Articolo VII: Il supporto attivo individuale o di gruppi di pazienti ha influito
in maniera diretta e favorevole sulla lotta contro il cancro nei casi in cui
disponeva delle giuste informazioni ed era radicato nella comprensione e
nell'impegno nei confronti di una pratica medica di buona qualita basata
sull'evidenza scientifica. Come principale detentore della posta in gioco della
lotta contro il cancro, il paziente deve unicamente far convergere tutti i suoi
sforzi sull'eliminazione della malattia e sull'utilizzo ottimale delle risorse per il
beneficio delle persone a rischio di cancro e di coloro che vivono e lottano
contro questa malattia.

Le parti s'impegnano a rafforzare la posizione del paziente oncologico in
quanto partner attivo nella lotta contro il cancro e promuoveranno attivamente
I seguenti principi:

1. Tutte le persone malate di cancro o che potrebbero potenzialmente
ammalarsi dovrebbero avere un libero ed eguale accesso alle informazioni
sull'origine e sulla prevenzione della malattia nonché sugli standard di
individuazione, diagnosi e trattamento.

2. E essenziale una comunicazione aperta e collaborativa tra i malati di cancro,
1 professionisti nel settore della sanita e gli scienziati.

3. L'impegno di garantire il completo benessere dei pazienti implica non solo

assistenza clinica ma anche informazioni e sostegno psicologico. I
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professionisti del settore sanitario e 1 pazienti oncologici condividono la stessa
responsabilita di soddisfare totalmente le esigenze dei malati.

4. 1 malati di cancro di tutto il mondo hanno l'opportunita di informarsi,
organizzarsi ed acquisire influenza.

5. La comunita medica, riconoscendo il potere e i1 benefici derivanti da un
pubblico attivo ed informato, contribuiranno a facilitare l'impegno della
popolazione sia nei confronti del progresso scientifico che della pratica medica
basata sull'evidenza scientifica.

6. Le comunita della ricerca medica, dell'industria e della politica
considereranno 1 sostenitori dei pazienti informati come partner strategici
molto importanti in ogni aspetto della lotta contro il cancro, compreso lo
sviluppo degli standard di trattamento e sopravvivenza.

Articolo VIII: Migliorare la qualita della vita dei pazienti ¢ un obiettivo di
primaria importanza nella lotta contro il cancro. Sia il peso fisico che quello
emotivo di questa malattia possono avere una forte incidenza, ¢ sono inoltre
spesso accompagnati dagli effetti collaterali del trattamento. Poiché 1 risultati
clinici possono essere influenzati dallo stato generale del benessere sia mentale
che fisico del paziente, il mantenimento della qualita della vita, compresi i
meccanismi fisici, psicologici e sociali, dovrebbe costituire una prioritd medica
quanto umanitaria. E inoltre opportuno notare che mentre negli ultimi 20 anni
sono stati fatti passi da gigante nell'elevare 1 tassi di curabilita, la maggior parte
dei malati di cancro di tutto il mondo non sperimenta alcuna -cura.
Quando il cancro non ¢ curabile, ¢ ancora possibile ottenere dei significativi
vantaggi a livello di qualita della vita attraverso trattamenti anticancro ottimali
(chemioterapia, radioterapia) e cure di sostegno, comprese la gestione del
dolore e palliazione per gli stati terminali.

Al fine di migliorare 1'impegno nei confronti delle questioni relative alla qualita
della vita nel corso della lotta contro il cancro, le parti s'impegnano a

perseguire 1 seguenti obiettivi:
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1. Miglioramento della cura generale dei malati di cancro, comprese le terapie
di sostegno e palliative, attraverso modalita specifiche di trattamento.
2. Riconoscimento sia al livello clinico che politico dell'importanza della
qualita della vita dei pazienti, indipendentemente dallo stadio della malattia e
dalla prognosi, e¢ della cura di sostegno ottimale per 1 pazienti oncologici,
particolarmente nei casi in cui non c'¢ possibilita di guarigione.
3. Dare priorita alla qualita della vita come obiettivo chiave nella produzione di
nuovi farmaci e anche nella cura del paziente.

4. Sviluppo continuo e aggressivo di strumenti scientifici volti a misurare e
valutare la qualita della vita nell'ambiente clinico.

5. Educazione intensiva dei professionisti sanitari e dei pazienti sia per quanto
riguarda sia la necessita che I'opportunita di controllare il dolore provocato dal
cancro durante ogni fase della malattia e del trattamento. II dolore puo incidere
profondamente sulla qualita della vita ed ¢ spesso fortemente sottovalutato e
scarsamente trattato, anche nei casi in cui esso potrebbe essere adeguatamente
controllato.

6. Perseguimento di una migliore comprensione nonché trasformazione degli
atteggiamenti nei confronti della morte, in maniera tale da assicurarsi che la
fine della vita venga accettata come un'esperienza naturale che puo e dovrebbe
essere affrontata al livello medico, psicologico, emotivo e spirituale. Una cura
ottimale del paziente in fase terminale deve essere efficace, umana e
compassionevole.

Articolo IX: Riconoscendo l'aspetto molto variabile delle risorse e dello
sviluppo dell'epidemiologia in tutto il mondo, le parti sono concordi
nell'affermare che ogni singolo paese deve stabilire individualmente le strategie
nazionali contro il cancro, a seconda delle necessita locali, ed utilizzare le
risorse laddove esse hanno 1'impatto maggiore.

Alcune nazioni potranno scegliere, ad esempio, di finanziare prioritariamente

strategie contro le forme di cancro prevenibili e curabili, inclusi 1'educazione
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alla prevenzione e 1 trattamenti specifici. Altri paesi potranno rafforzare gli
sforzi di immunizzazione come parte di una strategia globale di controllo del
cancro o sostenere piu energicamente l'utilizzo della chemioterapia adiuvante
per migliorare 1 risultati in termini di sopravvivenza. Ognuna di queste
necessita € opportunita variabili ¢ stata recentemente definita
dall'Organizzazione Mondiale della Sanitda nel suo sforzo di attuare una
strategia globale di controllo del cancro.

Risulta evidente che indipendentemente dalle contingenze economiche, una
valutazione critica delle necessita della lotta contro il cancro, un'adeguata
pianificazione e¢ una definizione delle prioritd possono ridurre in maniera
considerevole l'impatto del cancro sia nei paesi industrializzati che in quelli in
via di sviluppo.

Le parti s'impegnano a sostenere attivamente il concetto di pianificazione
nazionale anticancro secondo le esigenze e le risorse locali. Promettono inoltre
di stimolare tutte le comunitd impegnate nella lotta contro il cancro ad
assicurare che tale pianificazione dia sufficiente priorita alla crisi dovuta al
cancro che si va profilando, e a cogliere tutte le opportunita per ridurre la
morbilita e la mortalita di questa malattia.

Articolo X: Poiché il cancro non conosce frontiere, e 1 singoli paesi non
possono affrontare le proprie sfide isolatamente, ¢ opportuno stabilire un nuovo
atteggiamento cooperativo alla ricerca, al supporto attivo sul tema cancro, alla
prevenzione € al trattamento.

Le parti s'impegnano a sviluppare nuove e globali alleanze e reti di rapporti
volti a perseguire gli obiettivi di questa Carta. S'impegnano inoltre ad
assicurare che gli obiettivi di detta Carta non siano accantonati dopo la firma,
nei seguenti modi:

1. Riconoscendo la dichiarazione di tutte le istituzioni "ad hoc" che definisce il
4 febbraio "Giornata Mondiale Del Cancro" in modo tale che ogni anno la

Carta di Parigi sia nelle menti e nei cuori delle persone di tutto il mondo.
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2. Istituendo commissioni permanenti che stileranno relazioni annuali,
segnalando 1 progressi rispetto ad ognuno degli articoli della Carta.
3. Formando una rete globale dei gruppi di sostegno per incoraggiare un
sostegno radicato degli articoli della Carta nell'ambito delle loro comunita.
4. Creando un'organizzazione di ricerca globale formata dalle principali societa
professionali del mondo. L'attivita di tale gruppo sara volta a garantire che le
attuali conoscenze siano condivise oltre 1 confini, che 1 vuoti della ricerca siano
identificati e che le aree piu promettenti vengano esplorate.

5. Chiamando a raccolta un milione di persone provenienti da ogni parte del
mondo per firmare la Carta di Parigi entro il 2001, mostrando cosi la loro

volonta di mobilitarsi in favore dei malati di cancro.
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1.3 La qualita della vita del paziente oncologico

La Food and Drug Administration, dal 1985, ha stabilito che 1 nuovi farmaci
antitumorali, per essere immessi sul mercato, dovessero fornire un effetto
vantaggioso in termini di sopravvivenza oppure di miglioramento della Qualita
di Vita dei pazienti. Negli ultimi anni, grazie ai progressi in medicina, si €
riuscito ad allungare la vita di molti pazienti oncologici. Va posta I’attenzione,
tuttavia, non solo alla durata della vita ma anche alla qualita, in quanto il
dolore e la fatigue, causati in maggior misura dai trattamenti antitumorali
(chemio e radioterapia), hanno una notevole influenza sull’indipendenza e
sullo stato psichico del malato e della sua famiglia.

La percezione soggettiva del proprio stato di salute e 'effetto che un intervento
medico pud avere sulla qualita della vita (Quality of life, QOL) sono di
particolare interesse per i clinici ed anche per i pazienti. Questa valutazione
concorre quindi insieme alle valutazioni di efficacia clinica alla misura della
qualita di cura. La misurazione della QOL puo rappresentare una delle finalita
etiche primarie di uno studio clinico. In questo caso si tratta di una effettiva
necessita di valutare questo parametro come fattore che condiziona il problema
considerato; ad esempio la scelta tra la ospedalizzazione e la cura a domicilio
del paziente pediatrico, la necessita di un supporto psicologico, la valutazione
di un trattamento farmacologico, ecc. La scelta dello strumento per la
misurazione della QOL rappresenta il problema principale. E’ facile capire
come sia estremamente complesso trasferire in un unico valore quantitativo un
parametro che ¢ difficilmente oggettivabile. In primo luogo ¢ importante
distinguere le diverse prospettive da cui questa misurazione puo essere
condotta: da un lato quella del paziente e dall’altro quella di un osservatore
esterno. La modalita piu completa per eseguire questa misurazione € costituita
sicuramente dai questionari che valutano i vari domini e le loro componenti

con punteggi diversificati. I questionari possono essere diversi nella forma
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(breve o piu dettagliato, di autosomministrazione o con intervista diretta o
telefonica), costruiti diversamente a seconda del tipo di interlocutore (paziente,
medico, personale di assistenza) e inoltre possono essere generici o specifici
per patologia. L’obiettivo etico che la moderna medicina si prefigge € quello di
imprimere caratteristiche di globalita ad un’assistenza che deve rispondere ai
bisogni dell’infanzia, anche dal punto di vista umano. Le attuali strategie
terapeutiche sono finalizzate al conseguimento di un’assistenza ‘“globale” a
favore di bambini e adolescenti malati ai quali pud non bastare la terapia
medica o chirurgica. In questi casi, infatti, ¢ necessario anche il sostegno
psicologico, da garantire ai bambini, ma anche ai loro genitori, mediante
attivita ludiche, ricreative, educative, e di supporto scolastico, organizzate
negli ospedali ed istituti di ricovero per 1’infanzia. Contestualmente deve
essere totale I’impegno di tutti gli operatori per migliorare i livelli assistenziali
delle strutture ospedaliere “dedicate” all’infanzia.

Nel 2004, il National Institute di Bethesda ha effettuato uno studio sulla qualita
di vita di centinaia di pazienti oncologici: dalla ricerca ¢ emerso che piu della
meta degli adulti ¢ costretto ad abbandonare il lavoro, mentre il 35% deve
ridurre le proprie responsabilitd per lo stress emotivo. I bambini, invece, sono
costretti a rinunciare ad attivitd sportive e in alcuni casi non possono
frequentare [’asilo o la scuola (Rusteen et al., 1998; 2005). E’ quindi
importante ed etico per 1 medici interessarsi dello stato emotivo dei bambini.
Per esempio, la pet-therapy non puo certo guarire un bambino ma di sicuro
allevia la sua sofferenza e rende la sua degenza meno sofferta. Anche in
ambiente ospedaliero ¢ necessario ed etico far vivere ai piccoli pazienti
momenti stimolanti attraverso 1 quali il bambino possa rielaborare I’esperienza
della malattia attraverso nuovi canali di comunicazione che si creano
spontaneamente nell’interazione bambino-animale (Brodie et al., 1999). Nella
cura del malato gli aspetti relazionali e di sostegno diventano di estrema

importanza sia per aiutare il piccolo paziente ad adattarsi alla sua nuova realta
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sia per migliorare la sua partecipazione alle terapie migliorandone, in tal modo,
la qualita di vita nell’ospedale e nella societa. Inoltre, oggi, sempre maggior
risalto deve essere dato al supporto psicologico della famiglia; per affrontare
problemi legati alle fasi depressive che coinvolgono genitori e fratelli/sorelle di
un bambino affetto da patologia oncologica, che hanno dimostrato di essere
fattori rilevanti sia nella qualita di vita del bambino malato sia nello sviluppo

di patologie a carattere neurologico e oncologico in chi I’assiste.
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1.4 La Leucemia linfoblastica acuta: una neoplasia ematologica frequente

in eta pediatrica

Nei bambini, oggi, si segnalano sempre piu frequentemente neoplasie
ematologiche, ossia malattie maligne che originano da cellule del sangue:
leucemie linfoidi, leucemie mieloidi, linfomi di Hodgkin e linfomi non-
Hodgkin. Tra queste certamente la leucemia linfoblastica acuta (LLA) ¢ la
malattia tumorale piu frequente in eta pediatrica con un rapporto
maschi/femmine pari a 4:1 (Sallan, 2006).

Anche se nella grande maggioranza delle LLA non si riconoscono cause
genetiche o ambientali, probabilmente la leucemia si sviluppa per una
combinazione tra le cause ambientali, la presenza di una suscettibilita genetica
e ’azione di oncogeni tumorali (Gao et al., 2005; Greaves, 2006).

La leucemia linfoblastica acuta trae origine dalla trasformazione neoplastica di
un precursore della linfocitopoiesi, B o T, o di una cellula staminale
pluripotente. La trasformazione neoplastica genera una progenie di blasti
linfoidi leucemici (linfoblasti) che sostituiscono la normale emopoiesi
midollare, circolano nel sangue periferico e infiltrano organi e tessuti
(linfonodi, milza, fegato, sistema nervoso centrale, testicoli e ossa) (Tura e
Baccarani, 2007). La malattia, quindi, deriva da una progressiva sostituzione
delle cellule normali con blasti leucemici, fino a giungere a una condizione di
insufficienza midollare quando il parenchima midollare viene completamente
sostituito dalle cellule blastiche. Le stesse cellule blastiche possono essere
riscontrate anche nel sangue periferico. Soggetti con LLA presentano una forte
leucocitosi (>25.000/uL), dominata dai blasti che possono raggiungere valori
>80% nel sangue periferico, anemia, piastrinopenia e granulocitopenia. A
livello midollare vi sono circa il 50-90% di blasti leucemici, mentre gli

elementi normali sono scarsissimi o assenti (Della Corte e D’Ippolito, 1999).
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La diagnosi e la classificazione della LLA si basano sull’analisi morfologica,
citochimica, immunofenotipica, citogenetica e genetica. Tali procedure
consentono non solo un corretto inquadramento clinico-biologico della
leucemia, ma aiutano anche nella scelta terapeutica.

In base a criteri morfologici, citochimici e al fenotipo immunologico espresso
¢ possibile suddividere le LLA in diversi sottotipi. La classificazione FAB
(Franco-Americana-Britannica), presentata nel 1976 da un gruppo di sette
ematologi francesi, statunitensi e britannici, distingue le LLA in tre gruppi
secondo la morfologia dei blasti: la L1 che ¢ caratterizzata da cellule di piccole
dimensioni, a nucleo rotondeggiante, cromatina nucleare dispersa, nucleoli
poco evidenti e citoplasma scarso € poco basofilo; la L2 che ¢ caratterizzata da
cellule morfologicamente eterogenee, a nucleo irregolare, cromatina finemente
dispersa o addensata grossolanamente, con uno o piu nucleoli e citoplasma
basofilo a volte scarso, a volte abbondante; la L3 (tipo Burkitt) che ¢
caratterizzata da grosse cellule rotondeggianti con nucleo regolare, cromatina
addensata omogeneamente, nucleoli ben evidenti, citoplasma abbondante,
basofilo e con presenza di vacuoli (Bennett et al., 1976).

Dal punto di vista citochimico ¢ possibile differenziare le LLA dalle leucemie
mieloidi acute (LMA). Le cellule di LLA sono negative alle reazioni della
perossidasi ¢ del Sudan nero e sono positive all’acido periodico di Schiff
(PAS), alla fosfatasi, alla a-naftilacetato esterasi e alla B-glicuronidasi.
Sebbene lo studio citochimico rappresenti una fase importante della diagnosi
differenziale delle leucemie acute linfoidi e mieloidi, nel 90% dei casi ¢
sufficiente uno studio morfologico dei blasti.

In aggiunta agli studi morfologici e citochimici, ¢ fondamentale la
caratterizzazione immunofenotipica mediante citometria a flusso. Essa
consente di evidenziare simultaneamente, mediante 1’utilizzo di anticorpi
monoclonali, diversi antigeni di membrana e intracellulari associati a un

particolare citotipo leucemico. Questa tecnica risulta di particolare utilita per la
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sua elevata sensibilita e rapidita sia nella fase diagnostica che nel monitoraggio
della terapia. L’immunofenotipizzazione attraverso la citofluorimetria ¢
essenziale per fare una diagnosi certa di LLA e soprattutto per distinguere 1i
vari sottotipi che saranno trattati con un diverso programma terapeutico (Pui,
2010).

Ogni anno, in Europa, vengono diagnosticati circa 10.000 nuovi casi di LLA.
La LLA rappresenta circa il 15% delle leucemie nell'adulto. Negli adulti con
piu di 15 anni, la meta dei casi ha meno di 50 anni e sono rari quelli con piu di
70 anni. In eta pediatrica, la LLA rappresenta il 30% di tutti 1 tumori e 1'80%
delle leucemie. Il picco di incidenza si registra nei bambini con eta compresa
tra12 e 6 anni (Ferlay et al., 1999; 2001).

Nell’88% dei casi, le leucemie linfoidi del bambino sono di origine B, mentre
nel 12% sono T. La prognosi nei bambini ¢ influenzata da diversi fattori
identificabili all’esordio della malattia e differenziabili a seconda del tipo B o
T: per i pazienti con forma B, I’eta compresa tra 1 e 9 anni e un numero di
globuli bianchi inferiore ai 50.000/uL la prognosi ¢ buona; la forma T ¢,
invece, considerata sempre “ad alto rischio”, in tal caso, I’eta e il numero dei
globuli bianchi nel sangue hanno poco significato. Nei bambini affetti da
leucemia ad alto rischio si utilizzano protocolli terapeutici complessi che
prevedono 1’utilizzo contemporaneo di 5 o 6 farmaci. Il trattamento di una
LLA ¢ tipicamente suddiviso in piu fasi: induzione, consolidamento,
mantenimento e profilassi del sistema nervoso centrale (SNC). In linea
generale, la terapia d’induzione, che ha lo scopo di ottenere una remissione
morfologica completa in poche settimane, in altre parole una normalizzazione
del mielogramma, ¢ classicamente costituita dall’associazione di piu farmaci
quali vincristina, prednisone ed antracicline (daunorubicina o idarubicina o
adriamicina) che ne rappresentano la “spina dorsale”; ¢ comune associare a
questi farmaci anche I'uso di L-asparaginasi e, per via intratecale, di

methotrexate per la profilassi del SNC; le dosi e la combinazione dei farmaci
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sono diverse in base ai protocolli di terapia che vengono utilizzati. Nelle
terapia di consolidamento si utilizzano farmaci come la citosina-arabinoside o
il methotrexate ad alto dosaggio sfruttando anche la loro capacita di passare la
barriera ematoencefalica per la profilassi del SNC. La terapia di mantenimento
standard ¢ costituita dall’uso di farmaci come la 6-mercaptopurina ed il
methotrexate associati a reinduzioni mensili con vincristina e prednisone per la
durata complessiva di 2-3 anni. [ pazienti che raggiungono una risposta
immunologica o molecolare dopo sei settimane di trattamento sono considerati
a basso rischio di recidiva; mentre 1 bambini con una mancata risposta vengono
considerati ad alto rischio di recidiva e quindi candidati come unica possibilita
ad una procedura trapiantologica con cellule staminali da donatore
compatibile, nel caso sia possibile trovare un donatore compatibile (Pullen et
al. 1999; Willemse et al. 2002; Pui and Williams, 2006; Fielding, 2008; Bassan
and Hoelzer, 2011).
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1.5 Chemioterapia: “Morte per trattamento medico?”

Fin dai tempi di Ippocrate (470-375 a.c.) ¢ noto che nella cura del paziente
bisogna cercare sempre di eliminare o ridurre il dolore, evitandogli al tempo
stesso 1l piu possibile di causare effetti collaterali e/o danni, utilizzando se
possibile rimedi naturali. Infatti, il primo insegnamento, per importanza, che il
padre della medicina dettava ai suoi allievi era “primum non nocere”, ovvero
agire sempre senza arrecare danno al malato o comunque il minore possibile.
Oggi, uno det metodi piu diffusi per la cura dei tumori ¢ una miscela di
citostatici (la chemioterapia) che sembra non rispettare tale principio.

La chemioterapia ¢ una cura invasiva e tossica che si presume elimini le cellule
cancerose; tuttavia la sua feroce azione chimica non ¢ in grado di distinguere
queste ultime da cellule e tessuti circostanti sani. Per semplificare, le
chemioterapie, che prevedono la somministrazione di un “cocktail” di
citostatici, basano la loro efficacia sulla maggior “affinita metabolica” dei
componenti chemioterapici nei confronti delle cellule malate piuttosto che per
quelle “sane”. Tuttavia, la funzionalita dei chemioterapici risulta collegata
non ad una vera selettivita del principio attivo nei confronti delle cellule
malate, ma alla maggior quantita di composto tossico che queste riescono ad
assorbire dai fluidi corporei rispetto alle loro consorelle “sane”. Quello che “fa
la differenza” ¢ la velocita del metabolismo. Le cellule malate sono in genere
molto piu attive della maggior parte delle “sane” per cui assorbono una
maggiore quantita di citostatico rispetto alle cellule sane e, in teoria,
dovrebbero morire con maggior facilitd. Le terapie radianti o radioterapie,
invece, rendono incapace la cellula neoplastica di replicarsi o distruggendola o
alterandone 1 meccanismi di funzionamento. Il bersaglio biologico delle
radiazioni ¢ il DNA contenuto nel nucleo delle cellule neoplastiche che
presentano meccanismi di riparazione del danno meno efficienti rispetto alle

cellule sane. Le radioterapie cercano di uccidere le cellule tumorali attraverso il
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bombardamento con radiazioni provenienti da sorgenti esterne (es.
cobaltoterapia), oppure facendo assorbire alle cellule neoplastiche, attraverso la
circolazione sanguigna, un composto radioattivo in quantita letale. Il
bombardamento con radiazioni uccide tutte le cellule della zona trattata che ¢
quella in cui si sviluppa la massa tumorale; la somministrazione di composti
radioattivi €, invece, un meccanismo d’azione assimilabile, per obiettivi ed
effetti “sistemici”, a quello delle chemioterapie. Se le cellule tumorali sono
molto numerose, la radioterapia perde in parte o completamente la sua
efficacia. Il trattamento radioterapico deve essere allora integrato con la
chirurgia e/o la chemioterapia. Le ripetute somministrazioni di chemioterapia e
di radiazioni uccidono gradualmente I’intero organismo. Purtroppo, pero,
esistono anche cellule staminali tumorali in stato di “latenza” (dette anche
“quiescenti”, cio¢ in una sorta di letargo e pertanto con un metabolismo
praticamente fermo) localizzate in tessuti poco “irrorati” che sfuggono alla
“chemio”, mentre purtroppo muoiono avvelenate molte cellule sane e
particolarmente le piu “attive” dal punto di vista metabolico. Per cui, la
presenza di cellule staminali tumorali in fase quiescente impedisce la totale
eradicazione della neoplasia con le chemio e radioterapie.

1.5.1 La Malattia Minima Residua (MMR)

La quota di cellule neoplastiche ancora presente dopo la terapia (chemio e
radioterapia), quantizzabile con tecniche altamente sensibili come la
citofluorimetria, viene definita Malattia Minima Residua (MMR). La malattia
minima residua ¢ un importante fattore predittivo di recidiva (ricaduta) nelle
neoplasie oncoematologiche (Campana, 2004). Quando con la terapia si riesce
a ridurre la malattia minima residua (percentualmente a valori prossimi allo
zero), si ha un’ alta probabilita che la malattia non si presenti piu anche in
assenza di terapia. Se, invece, la malattia minima residua rimane quiescente
(valori percentuali di cellule leucemiche piu alti) appena si sospende la terapia,

la malattia si ripresenta, con il “risveglio” delle cellule staminali tumorali che
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proliferano in un organismo ormai debilitato dalla terapia. Se ¢ vero quindi che
la chemioterapia ¢ spesso efficace nella riduzione e talora scomparsa del
tumore in quanto agisce sulla progenie della staminale tumorale, bloccando la
crescita tumorale finche dura la terapia, dati recenti hanno dimostrato che
cellule gia mature, gia differenziate, possono tuttavia acquisire caratteristiche
di staminalita, diventando quindi capaci di eludere la terapia, in fase
quiescente, restando capaci di “risvegliarsi” e produrre nuove cellule tumorali.
Quindi, anche quando il paziente va in remissione non si ¢ in grado di dire se
da qualche parte c’¢ una cellula quiescente/dormiente, e dunque se si tratta di
una remissione a lungo termine o di una eradicazione completa. Certo ¢ che
minore ¢ il numero delle cellule staminali tumorali ¢ minore ¢ la probabilita
che esse si risveglino (Sagar et al, 2007).

1.5.2 Considerazioni etiche sulla chemioterapia

Una conseguenza secondaria della chemioterapia ¢ la progressiva debilitazione
del sistema immunitario che ¢ reso incapace di ristabilire le proprie funzioni di
protezione dell’organismo dalle malattie comuni, ci0 ¢ causa frequente di esito
infausto. Infatti, molto spesso, 1 pazienti oncologici, in seguito a trattamenti
con chemioterapia, muoiono a causa di infezioni opportunistiche derivate
dall’inefficienza del sistema immunitario, determinata dalla natura tossica e
aggressiva dei farmaci. In tal caso, secondo alcuni, si potrebbe parlare di
“morte per trattamento medico” non “eticamente accettabile”. D’altro canto gli
stessi effetti collaterali della chemioterapia e della radioterapia sono assai vari:
vertigini, calo sensoriale, nausea, diarrea, caduta dei capelli, decolorazione
della cute, menomazioni audio/visive, mancanza di appetito e conseguente
malnutrizione, lesioni permanenti ¢ malfunzionamento degli organi, emorragie
interne, danni ai tessuti e infiltrazione cardiovascolare (Ransom, 2002). In eta
pediatrica, inoltre, in seguito ai trattamenti chemio e radioterapici, nella
femmina ’unica opzione possibile per far fronte alla compromissione della

futura fertilita € data dalla crioconservazione di frammenti di tessuto ovarico €
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il successivo autotrapianto, procedura che ¢ tuttavia ancora in fase
sperimentale. (Serebrovska et al, 2006; Anderson et al., 2008, Levine et al.,
2010). Per 1 maschi in fase pre-puberale la schermatura delle gonadi durante la
radioterapia puo essere utile, ma solo per campi selezionati. La
crioconservazione di tessuto testicolare, invece, ¢ ancora sperimentale e i
potenziali usi futuri includono la maturazione in vitro degli spermatogoni in
spermatociti o il trapianto di cellule germinali nel tessuto testicolare (Jeruss,
2009). Nell’effettuare il prelievo di tessuto ovarico nella femmina e di cellule
germinali dal tessuto testicolare nel maschio ci si chiede, pero, se sia etico
posticipare la terapia anticancro al fine di effettuare il prelievo, considerando
che c¢’¢ anche la possibilita di trasferire con il successivo autotrapianto cellule
neoplastiche.

Sulla chemioterapia come metodo di cura antitumorale, 1 pareri sono
discordanti nello stesso campo medico. Per alcuni rappresenta 1’unica terapia
affidabile, mentre per altri ¢ ritenuta dannosa e talora inutile.

Nel marzo del 2005 al Senato australiano ¢ stata presentata una “Inchiesta sui
servizi e sulle opzioni di trattamento di pazienti oncologici”, prodotta dal
Cancer Information & Support Society, del St. Leonards di Sydney. Secondo
tale inchiesta, negli anni ’90, alcuni scienziati del McGill Cancer Center di
Montreal in Canada, inviarono a 118 medici, esperti di cancro ai polmoni, un
questionario per determinare quale grado di fiducia nutrissero nelle terapie da
loro applicate, nel caso essi stessi avessero sviluppato la malattia. Risposero 79
medici e 64 di loro dichiararono che non avrebbero acconsentito a sottoporsi ad
un trattamento che contenesse Cisplatino (un chemioterapico molto utilizzato a
base di platino). Mentre 58 dei 79 reputavano che tutte le terapie sperimentali
in questione fossero inaccettabili a causa dell'inefficacia e dell'elevato grado di
tossicitd. Un risultato eclatante: 1’81% degli oncologi intervistati, in caso di

tumore, non si sarebbero fatti somministrare un chemioterapico, mentre il 73%
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di essi reputavano addirittura le ‘“chemioterapie inaccettabili per 1’elevato
grado di tossicita” (Pamio, 2008).

Oggi, tuttavia, molti oncologi raccomandano la chemioterapia praticamente per
qualsiasi tipo di tumore, con una fiducia non scoraggiata dagli insuccessi,
pressoché costanti (Braverman, 1991). Infatti, nonostante il diffuso impiego
della chemioterapia negli ultimi anni, il numero di morti fra i1 pazienti
oncologici ¢ ancora elevato. Non vi ¢, inoltre, alcuna prova che nella
stragrande maggioranza dei casi la chemioterapia prolunghi le aspettative di
sopravvivenza e questa ¢ la grande menzogna su questa terapia.

Ci0 che ¢ noto, invece, € che il costo medio dei cicli di chemioterapici varia
sensibilmente in base ai farmaci/citostatici utilizzati e si aggira su svariate
decine di migliaia di euro per vari cicli (fino a 50.000 euro).

E stato stimato che ogni anno, nel Regno Unito viene diagnosticato il cancro a
circa 200.000 persone, di cui circa 152.500 muoiono. Negli Stati Uniti il tasso
annuale di decessi per cancro ¢ di circa 547.000 individui. Tutti questi decessi
vengono registrati come dovuti al cancro, ma in realta non tutti sono attribuibili
alla malattia in s€; gran parte di essi dovrebbero essere registrati come “morte
per trattamento medico”. Quest’ultima ipotesi diventa ancora piu fondata, se si
tiene in considerazione che le cure convenzionali consistono quasi interamente
in radioterapia, chemioterapie e somministrazioni a lungo termine di
farmaci/citostatici tossici, cure ben note per 1 loro effetti collaterali (Ransom,
2002). Per tali motivi, alcuni medici, oggi, si chiedono se sia eticamente
corretto sottoporre 1 pazienti a terapie cosi aggressive, soprattutto nei malati
terminali, che peggiorano sensibilmente la loro qualita di vita.

Sulla base di tali considerazioni, ’interrogativo sulla eticita di terapie cosi
aggressive si va sempre piu estendendo nella classe medica sensibile al
benessere del paziente, e diventa, quindi, un imperativo etico orientare la

ricerca verso terapie alternative.
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1.6 L’industria farmaceutica e il conflitto di interessi

In mezzo secolo, 1 farmaci hanno cambiato la storia naturale, cio¢ il “normale”
decorso di molte malattie. Quanto dell’allungamento delle prospettive di vita
sia dovuto alla medicina e quanto al miglioramento delle condizioni di vita e
alimentazione, ¢ oggi oggetto di accesa discussione. Sicuramente 1’industria
dei farmaci ha mutato in profondita non solo le condizioni di salute degli
individui, ma anche il loro modo di “pensare la malattia”. Infatti, la stessa
parola “malattia”, perlomeno nei paesi industrializzati, ha perso in gran parte
dei casi il significato terrorizzante che aveva prima. Un po’ come la parola
“fame” che da noi evoca piu spesso solo una sensazione di piacevole languore
anziché ’atavico tormento dell’umanita.

Tuttavia, c’¢ anche delusione e sfiducia nei confronti delle aziende
farmaceutiche quando ci si scontra con la realta delle molte malattie oggi
ancora incurabili. Mai, nell’ambito delle attivita produttive una branca
manifatturiera ¢ stata oggetto di aspettative cosi grandi, e nello stesso tempo, di
critiche tanto spietate quanto ’industria farmaceutica. Specialmente dopo la
seconda guerra mondiale, tra la gente si era diffusa I’illusione che la scienza
medica potesse trovare una cura per tutte le malattie, da quelle pit comuni alle
patologie a prognosi piu infausta. Oggi, se da un lato ci si aspetta che
I’industria farmaceutica materializzi il sapere scientifico in farmaci pronti per
I’uso e disponibili nella farmacia piu vicina; dall’altro € cresciuto un forte odio
nei confronti delle aziende farmaceutiche che perseguono i propri obiettivi
economici piu che dedicarsi alla salute pubblica. Le critiche piu accese
all’industria del farmaco sono sul piano morale. Alcune pratiche commerciali
sono considerate intollerabili per un’attivita produttiva che proclama di
lavorare con funzionalita etiche. Le industrie farmaceutiche, infatti, non si
comportano diversamente da tutte le altre fabbriche, 1’obiettivo primario ¢

costituito dai profitti. Per di piu, le motivazioni etiche su cui dovrebbe basarsi
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I’industria farmaceutica, cio€ 1’alta scienza come obiettivo di salute, diventano
esse stesse strumenti di marketing. La scienza si presenta come “essere per il
progresso”, ma nel capitalismo diventa “essere per il plusvalore”. Infatti,
I’immagine etica che le industrie farmaceutiche hanno cercato di costruirsi si
ritorce contro di loro. Vi sono innumerevoli patologie che ancora oggi vengono
trascurate dalla ricerca farmaceutica perché poco diffuse per cui gli eventuali
farmaci avrebbero mercato ristretto € uno scarso ritorno economico. Oppure
malattie, come la malaria, molto diffuse ma che colpiscono consumatori
“indigenti”. Inoltre, la scoperta di un nuovo farmaco antitumorale potrebbe
danneggiare gravemente il business farmaceutico dei chemioterapici la cui
diffusione costituisce un vero business per 1’industria farmaceutica. Ne risulta,
quindi, un imperativo comune dei colossi farmaceutici che € quello di insistere
con farmaci costosi che sicuramente troveranno riscontro nell’alta capacita di
spesa delle persone malate tutelate dai sistemi sanitari nei ricchi mercati
occidentali (Casavola, 2009; 2011).

Le aziende farmaceutiche, inoltre, incentivano “il conflitto di interesse”. In
termini generali possiamo dire che si ha un conflitto di interesse quando ci si
trova in una condizione nella quale il giudizio professionale riguardante un
interesse primario (la salute del paziente) tende ad essere indebitamente
influenzato da un interesse secondario (guadagno economico o vantaggio
personale). Oggigiorno, sta crescendo la pressione economica che le industrie
farmaceutiche esercitano sui medici e sui gruppi professionali e sta
aumentando il contrasto tra il conseguimento del proprio interesse e il
consolidamento dei principi etici. Diventa quindi sempre piu attuale il conflitto
di interesse che puo colpire a tutti 1 livelli, dal medico generico al grande
specialista, dal ricercatore al direttore di una importante rivista, dal
presentatore di una breve comunicazione a un congresso regionale, all’opinion-
leader che ricava cospicui finanziamenti da cicli di conferenze, dal piccolo

gruppo di colleghi alla grande associazione professionale. I medici molto
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spesso sono sottoposti a pressioni di tipo commerciale che possono distoglierli
dal loro impegno primario, la cura del paziente, e influenzare in modo indebito
le loro scelte professionali nel campo della diagnostica e della terapia. Il
pericolo, pero, ¢ che tali interferenze possano minare la fiducia dei pazienti, nel
momento in cui si rendono conto che alcune decisioni possono essere
condizionate da un interesse extraprofessionale. Percio anche se il conflitto di
interesse non puo essere abolito con un decreto legge né con un decalogo di
norme etiche, ¢ necessario sottoporre all’attenzione dei medici queste
riflessioni e cio non significa demonizzare 1 rapporti tra industria e medici, ma
sfrondarli dai possibili pericoli, insiti in regole poco chiare e non controllabili.
La correttezza e la trasparenza dei rapporti non potra che giovare all’immagine
dei professionisti € a quelle industrie che si caratterizzano per elevati livelli di

serieta e rigore (Blumenthal, 1992; Pitt and Gostin, 1994; Boyd et al., 1997).
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1.7 La sperimentazione di un nuovo farmaco

Il percorso che va dalla scoperta di un farmaco alla sua commercializzazione ¢
molto lungo, mediamente 16 anni, ed € caratterizzato da piu fasi, in ognuna
delle quali vengono esaminate piu caratteristiche per validarne I’efficacia e
soprattutto la sicurezza. Queste fasi hanno un ordine ben preciso e se una di
€sse non viene superata con successo, non si procede oltre e il percorso viene
arrestato (Fig.1).

Un farmaco ¢ costituito da piccoli gruppi funzionali detti farmacofori che sono
in grado di intervenire su un bersaglio (target) ben preciso per modificare,
interrompere o evitare il decorso di una malattia.

Inizialmente, 1 “nuovi farmaci” vengono sottoposti a tests pre-clinici in vitro in
cui tali sostanze vengono testate su colture cellulari (modelli in vitro) per
verificarne dapprima la biocompatibilita e I’assenza di citotossicita.

In seguito, vengono effettuati altri tests piu complessi su modelli animali
(modelli in vivo) per verificare le reazioni dell’organismo vivente.

In Italia, la legge che regola la sperimentazione animale ¢ il decreto legislativo
n.116 del 27/1/1992, attuazione della Direttiva n.86/609/CEE, che si rifa alla
“legge delle 3 R” (Replacement, Reduction, Refinement), elaborata nel 1959
da Russell e Burch. Per rendere piu eticamente accettabile la sperimentazione
sull'animale sarebbe necessario considerare la possibilita di sostituire
(Replacement significa sostituzione), la dove possibile, la metodica di
sperimentazione sull’animale con altre metodologie altrettanto efficaci, ad
esempio rimpiazzare 1’uso degli animali con tecniche in vitro. Inoltre, si
auspica di ridurre (Reduction significa riduzione) il numero degli animali
necessari ad eseguire un determinato saggio, pur ottenendo lo stesso livello di
informazione e di raffinare 1 metodi per ridurre la sofferenza e lo stress imposti
all'animale durante [D’esecuzione di un saggio (Refinement significa

raffinamento). Una cosa abbastanza interessante da tenere in considerazione ¢
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che 1l risultato di biocompatibilita e di efficacia del farmaco nell’animale non
sempre comportano necessariamente una buona efficacia anche nell’uomo. I
motivi di una non costante collimazione tra 1 risultati ottenuti sull’animale e
dell’'uvomo sono spesso legati a differenze di farmaco- o tossico-cinetica
(assorbimento, distribuzione, escrezione ¢ metabolismo) tra le specie, infatti la
velocita dei processi metabolici pud condizionare la durata e I’intensita
dell’effetto. Un altro motivo di critiche e difficolta nell’estrapolazione dei dati
dell’animale all’uomo, risiede nella differenza di sensibilita tra specie e tra
dosi necessarie alla determinazione di effetti farmacologici e tossicologici
nell’animale e nell’uomo. Del resto, ¢ da considerare che notevole diversita di
effetti per un determinato composto possono aversi anche nell’uomo.

Accertato un certo grado di sicurezza per il farmaco, grazie a esperimenti su
animali, si passa ai tests clinici sull’uomo divisi in tre fasi distinte e successive:
fase I, farmacologia clinica, fase II, studio di efficacia e fase III, studio
multicentrico. La cosa che caratterizza maggiormente queste tre fasi ¢ il
numero di pazienti (volontari) che, da circa una quarantina nella prima fase,
aumenta fino anche a decine di migliaia nella terza fase.

Nella fase I vengono avviati gli studi sui meccanismi di farmacocinetica,
farmacodinamica, metabolismo e biodisponibilita con apparecchiature
sofisticate. Si valutano anche 1 possibili effetti del farmaco a carico di altri
organi e altre funzioni dell’organismo, 1 cosiddetti effetti collaterali: capita
spesso infatti che un dato principio attivo agisca su piu organi, a volte in modi
diversi. In questo stadio ¢ possibile apportare gli ultimi ritocchi alla molecola
del principio attivo, sia in termini di composizione chimica che di processo di
produzione: se dopo questa fase vengono apportate modifiche alla molecola
e/o al processo produttivo, il prodotto viene sottoposto di nuovo a tutte le
sperimentazioni precliniche e cliniche.

Nella fase II, terminata [’analisi farmacologica, si passa a determinare

I’efficacia terapeutica del nuovo farmaco. In alcuni selezionati centri
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ospedalieri dotati di comitati etici di controllo, che devono autorizzare sia il
protocollo generale di sperimentazione che ogni singolo passo della
sperimentazione stessa, si realizzano una serie di studi sul campo, che
comprendono sia una ulteriore affinamento dell’analisi sulla tossicita e sugli
effetti collaterali, sia degli studi in doppio cieco su pazienti (i pazienti non
sanno se il farmaco somministrato sia quello vero o un placebo); cio viene
effettuato per misurare di quanto I’effetto del nuovo farmaco sia superiore
all’effetto placebo, considerato come una specie di “zero farmaceutico”. Ogni
paziente che partecipa alla sperimentazione deve essere informato
puntualmente sugli effetti del nuovo farmaco e sui potenziali rischi previsti, e
firmare una dichiarazione di consenso informato.

Nella fase III, terminato con successo lo studio dell’efficacia clinica del nuovo
farmaco (numero di pazienti trattati con successo con il farmaco nettamente
superiore a quelli trattati con il placebo), si continua la sperimentazione
allargando il numero di centri, cio¢ di ospedali e cliniche coinvolte, con
I’obiettivo di confermare I’efficacia, affinare 1 dosaggi e la formulazione
scelta, valutare il valore terapeutico, meglio definire il rapporto sicurezza/
efficacia, e superare il problema della variabilita individuale, cio¢ il problema
delle possibili diverse reazioni su pazienti diversi. Terminata questa fase di
sperimentazione si fa domanda di registrazione presso il Ministero della Sanita,
per ottenere 1’autorizzazione alla commercializzazione della nuova specialita
farmaceutica (il farmaco vero e proprio).

Durante le prime fasi della sperimentazione clinica (fase III compresa), il
farmaco non ¢ ancora in vendita ma puo essere usato soltanto negli ospedali e
soltanto sui pazienti selezionati che partecipano allo studio.

Infine, se tutte le fasi si sono concluse con un successo, il farmaco viene
approvato e messo in vendita nelle farmacie, ma il percorso di valutazione non
¢ finito: anche dopo la commercializzazione il nuovo farmaco viene tenuto

sotto controllo per rilevare effetti collaterali e/o problemi eventualmente
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sfuggiti a1 tests clinici precedenti, perché si manifestano molto raramente o a
lungo/lunghissimo termine, o solo in condizioni particolari in abbinamento ad
altre sostanze ingerite. Chiaramente, a seguito di queste considerazioni,
I’approvazione data a un farmaco puo sempre essere revocata.

Si deve sottolineare che la legge europea istitutiva dell’ente regolatorio
europeo, EMEA, stabilisce che un nuovo farmaco debba essere valutato sulla
base di tre caratteristiche: qualita, efficacia e sicurezza.

Quindi, i1l meccanismo dalla scoperta alla vendita di un farmaco ¢ molto lungo
e in un certo senso giustifica 1 costi elevati che tocca pagare agli utilizzatori

finali ((EC) No 726/2004).
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Fig. 1: Fasi della sperimentazione clinica di un nuovo farmaco.
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2. SEZIONE SPERIMENTALE

2.1 INTRODUZIONE

Nel corso dell’ultima decade, 1 protocolli terapeutici (chemioterapia e
radioterapia) per 1 pazienti pediatrici affetti da leucemia linfoblastica acuta
(LLA) sono sensibilmente migliorati, aumentando il tasso di guarigione, in
particolare per le leucemie di origine B, mentre le leucemie di tipo T
presentano ancora un’alta resistenza alla chemioterapia. Pur esistendo
considerevoli differenze individuali nella risposta al trattamento farmacologico,
1 pazienti con leucemia T presentano spesso mancata risposta alla terapia e
sono pertanto candidati al trapianto, quale unica possibilita. I chemio e
radioterapici, pero, pur avendo efficacia nel trattamento di alcune leucemie,
presentano effetti collaterali che peggiorano la qualita della vita dei pazienti
oncologici pediatrici.

Obiettivo primario del mio progetto di ricerca ¢ stato, pertanto, lo studio di una
molecola non tossica, senza effetti collaterali, di recente scoperta che ha
mostrato efficacia nella riduzione di diversi tumori (carcinoma mammario,
ovarico, endometriale e mesotelioma), quale prima fase di sperimentazione del
protocollo richiesto per la messa a punto di un nuovo farmaco. In particolare,
tale studio ha wvalutato, inizialmente, [’efficacia d’azione, sulle cellule
leucemiche in coltura, di un trattamento chemioterapico a dosi molto ridotte,
ottenuto utilizzando una piccola molecola, il peptide leader della rtMnSOD
(manganese superossido dismutasi ricombinante) quale trasportatore
intracellulare del citostatico. E stato dimostrato infatti che uno dei problemi
fondamentali della chemioterapia ¢ costituito dalla scarsa permeabilita della
membrana della cellula tumorale all’internalizzazione dei citostatici; a causa di
cio le terapie attuali utilizzano alte dosi di chemioterapici, provocando effetti

collaterali indesiderati, mentre la dose di citostatico che effettivamente entra
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nelle cellule tumorali e ne produce la morte ¢ davvero esigua (Borrelli et
al.,2011). Il peptide leader, che ¢ una piccola parte della rMnSOD, ¢ stato
testato coniugato a citostatici (cisplatino ed epirubicina) con I’obiettivo di
aumentare |’efficacia di tali farmaci riducendone notevolmente le dosi e quindi
gli effetti collaterali, sfruttando le proprietd di carrier intracellulare del
frammento della rMnSOD precedentemente isolato e studiato su altri modelli
di tumore. Nella seconda fase dello studio ¢ stata testata la sola r-MnSOD che ¢
una proteina antitumorale isolata e sequenziata, per la prima volta, da cellule di
liposarcoma umano (LSA) presso il laboratorio di Oncologia Sperimentale
dell’Istituto dei Tumori di Napoli, G. Pascale, dal Dott. Aldo Mancini, con
I’obiettivo di proporre una nuova terapia priva degli effetti collaterali comuni

alle terapie oggi utilizzate e piu sensibile al benessere del paziente.
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2.2 Ruolo dello stress ossidativo e dei ROS nella genesi del tumore

E attualmente noto che nella genesi di tutti i tumori viene riconosciuto uno
squilibrio ossidativo (Mehta and Siddik, 2009). Il termine “stress ossidativo”
fu definito nel 1985 da Sies come uno squilibrio tra specie ossidanti ed
antiossidanti, a cui segue un incremento nei livelli cellulari di specie reattive
all’ossigeno (ROS). Le ROS sono molecole di ossigeno a cui manca un
elettrone, tra cui I’anione superossido (O, 7), il radicale idrossilico (-OH) e il
perossido di idrogeno (H,O,) (Valko et al., 2006). Le principali sedi di
produzione dei ROS sono: mitocondrio, reticolo endoplasmatico liscio,
membrane nucleari, perossisomi e granuli primari dei granulociti (Barber and
Harris, 1994). Nel nostro organismo si producono ROS nel corso di diversi
processi biologici: nella catena di trasporto degli elettroni sulla membrana
mitocondriale, nelle reazioni immunitarie cellulo-mediate, nelle reazioni di
detossificazione epatica e nelle fasi di riperfusione dei tessuti dell’organismo
interessati da fenomeni ischemici (Klaunig and Kamendulis, 2004).

I radicali liberi per cui sono indispensabili alla vita, ma, quando se ne
producono troppi o quando il corpo umano non riesce piu a controllarli,
diventano dannosi. La produzione dei ROS puo essere dovuta sia a stimoli
esterni quali radiazioni ionizzanti, barbiturici ed esteri del forbolo che ad
attivita metaboliche endogene quali reazioni enzimatiche (Valko et al., 2005;
Klaunig et al., 2011). Le ROS ad elevate concentrazioni possono essere
importanti mediatori di danno agli acidi nucleici, ai lipidi e alle proteine e ad

altre strutture cellulari (Fig.2).
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Fig. 2: 1 principali bersagli ed effetti cellulari dei ROS (da Avery, 2011).

Il radicale idrossile ¢ considerato il principale ROS capace di interagire con
pirimidine, purine e proteine del DNA e di dar luogo a basi modificate,
instabilita genomica ed alterazione dell’espressione genica, che sono causa di
mutagenesi e cancerogenesi (Lu et al., 2001). Il DNA mitocondriale (mtDNA),
ancor di piu del DNA nucleare, ¢ suscettibile all’ossidazione mediata dai ROS
a causa della sua vicinanza ai costituenti della catena di trasporto degli
elettroni (Inoue et al., 2003; Brandon et al., 2006). Le ROS, inoltre, possono
reagire direttamente con le proteine oppure con i zuccheri e 1 lipidi, generando
prodotti che possono reagire con le proteine ( Freeman et al., 2009). Il danno
ossidativo delle proteine pud avere importanti conseguenze biologiche, come
modificazioni post-traduzionali, a cui segue una difettosa attivita enzimatica.
In alcuni casi le ROS riescono perfino ad interferire con la traduzione
del’mRNA (Shenton et al., 2006). Le proteine ossidate, inoltre, possono
formare degli aggregati che nel tempo possono diventare altamente tossici
(Campioni et al., 2010). I prodotti della perossidazione lipidica, per di piu,
sono in grado: di inibire direttamente proteine come la pompa Na'/K', o di

inibire 1 trasportatori del glutammato, o di generare epossidi che reagiscono
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con 1 centri nucleofili nelle cellule, legandosi a DNA, RNA e proteine (Mates
et al., 1999).

Lo stress ossidativo ¢ fortemente associato con la cancerogenesi, come
dimostrato da studi epidemiologici (Seril et al., 2003). Il danno ossidativo al
DNA ¢ il principale meccanismo attraverso cui 1 ROS contribuiscono alla
cancerogenesi. Le modificazioni delle basi del DNA portano certamente a
cambiamenti nell’informazione genetica (Toyokuni, 2006; Klaunig et al,
2011). Le cellule trasformate, generalmente, sono prive di punti di controllo,
grazie ai quali le cellule normali sono in grado di arrestare il ciclo cellulare in
presenza di danni al DNA, riparare il danno e riprendere la divisione (Hanahan
and Weinberg, 2000). L’oncosoppressore pS3 svolge un ruolo determinante nel
controllo dell’integrita genomica, innescando il processo apoptodico qualora ci
sia un danno esteso al DNA. Studi dimostrano che le azioni di p53 sono
strettamente connesse al cancro e sembrano essere correlate ai livelli di ROS
(Hofseth et al., 2003; Hofseth et al., 2004; Bensaad and Vousden, 2005;
Halliwell, 2007).
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2.3 Meccanismi riparativi dello stress ossidativo: gli enzimi antiossidanti

Parallelamente alla generazione dei ROS, esistono dei meccanismi di
protezione sia di tipo enzimatico che non. I principali enzimi antiossidanti sono
la superossido dismutasi, la catalasi e la glutatione perossidasi, invece tra le
sostanze non enzimatiche si annoverano la vitamina E, la vitamina C, 1
caroteinoidi, le antocianine, il resveratrolo, il licopene ecc. (Betteridge, 2000;
Abuja and Alberini, 2001; Clarkson and Thompson 2000; Luo and Wu, 2011;
Yoon et al., 2011). Quindi, il nostro organismo riesce a difendersi dai radicali
liberi grazie ai sistemi antiossidanti. Gli antiossidanti forniscono ai radicali
liberi gli elettroni di cui sono privi permettendo ai sistemi enzimatici della
cellula di neutralizzarli. Nel donare 1’clettrone, 1’antiossidante diventa un
radicale libero che ¢ piu stabile e che pud essere eliminato con maggiore
facilita. Se pero all’interno della cellula sono presenti elevate quantita di
radicali liberi, il sistema antiossidante non ¢ in grado di neutralizzarli, ne
consegue che 1 radicali liberi aggrediscono la cellula provocando stress
ossidativo (Cervato et al., 1993).

Le superossido dismutasi (SODs) sono enzimi antiossidanti che costituiscono
una classe di metallo-enzimi che riducono 1 rischi derivati dall’accumulo dei
radicali liberi in quanto capaci di convertire 1’anione superossido in perossido
di idrogeno che successivamente ¢ convertito in ossigeno e acqua dall’enzima
catalasi (McCord and Fridovich, 1969; Ookawara et al., 2002).

Mn-SOD
20, +2H" —> 0,+ H,0,
Catalasi
H,O, —H,0+0,

Nell’uomo sono presenti tre isoforme di SOD: la rame-zinco SOD (Cu/Zn
SOD) presente nel citoplasma e in bassisime quantitd nei perossisomi, la

Cu/Zn SOD extracellulare (ecSOD) e la manganese SOD (MnSOD) presente
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nella matrice mitocondriale (Oberley, 2005). La Cu/Zn SOD ¢ un omodimero
ed ¢ costituita da due subunita ciascuna con un atomo di rame e uno di zinco
(Chaturvedi et al., 2001). La SOD extracellulare ¢ un omotetramero e contiene
rame e zinco come cofattori metallici (Chomczynski and Sacchi, 1987). La
MnSOD, invece, ¢ una proteina omotetramerica costituita da quattro subunita
omologhe e ciascuna subunita lega un atomo di manganese. Dopo essere stata
sintetizzata nel citoplasma, la sequenza leader (2 KDa), guida 1la MnSOD nella
matrice mitocondriale, dove il peptide viene clivato generando la proteina
attiva enzimaticamente (Wispe et al., 1989). La MnSOD ¢ DI’enzima che
consente la dismutazione dell’anione superossido in perossido d’idrogeno,

riducendo I’accumulo di radicali liberi nella cellula.
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2.4 1l peptide leader della rMnSOD quale carrier di citostatici

E ben noto che la chemioterapia non pud essere considerata una vera cura,
perché in media permette la sopravvivenza solo per altri 5 o 10 anni, in quanto
non riesce ad uccidere tutte le cellule tumorali. In realtd, questa strategia
terapeutica riesce solo a limitare la cinetica delle cellule tumorali ed ¢
finalizzata ad un’ attivita anti-replicativa, percio agisce sulle cellule che sono
in fase di duplicazione, senza selettivita e specificita per le cellule tumorali.
Purtroppo, non sono ancora in commercio farmaci con attivita antitumorale
specifica e selettiva.

La rMnSOD (Manganese superossido dismutasi ricombinate), una isoforma di
Manganese Superossido Dismutasi recentemente estratta da colture cellulari di
liposarcoma umano e ottenuta in forma ricombinante, invece, € citotossica per
le sole cellule tumorali che esprimono il recettore degli estrogeni, ¢ facilmente
utilizzabile in vivo mediante iniezioni sistemiche ed essa raggiunge e penetra le
cellule attraverso il suo peptide leader, che ¢ il suo vettore molecolare
(Mancini et al., 2006; 2008; Borrelli et al., 2009). Considerando la capacita di
questo vettore di penetrare nelle cellule, recentemente ¢ stato dimostrato che se
¢ combinato con citostatici (cisplatino), il vettore entra nelle cellule e rilascia il
citostatico nel citoplasma delle cellule, quindi aumentando notevolmente
lI'indice terapeutico del farmaco. Con questo sistema ¢ stato possibile
trasformare l'attivita antireplicativa del citostatico in un’ attivita antitumorale
specifica (Borrelli et al., 2011).

Il vantaggio di usare il peptide leader ¢ che consente di utilizzare una minima
dose di citostatico rispetto alla terapia tradizionale che ne utilizza elevate
quantita. Il peptide leader quindi consente non solo di ridurre la quantita di
farmaco da utilizzare e gli effetti collaterali successivi, ma di trasformare
l'attivita generica antireplicativa del citostatico in una attivita anti-tumorale

specifica e selettiva, che migliora notevolmente la sopravvivenza del paziente.
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Tuttavia, occorre considerare che il peptide ¢ in grado di penetrare tutte le
cellule e quindi anche quelli normali. Per cui, ¢ ovvio che anche in queste
cellule verra rilasciata una certa quantita di citostatico. Pero, come dimostrato
in studi recenti, l'effetto citotossico del peptide leader coniugato a cisplatino
sulle cellule normali non ¢ molto dannoso (Borrelli et al., 2011). Per spiegare
questa apparente contraddizione, si deve tenere in considerazione che 1 radicali
liberi che si creano all’interno della cellula in seguito all’ingresso del
cisplatino, vengono facilmente neutralizzati nelle cellule normali da enzimi
antiossidanti (superossido dismutasi, catalasi e glutatione perossidasi), presenti
normalmente nelle cellule sane; mentre le cellule tumorali, che ne contengono
una ridotta quantitd, non possono riparare il danno ossidativo. Dati
sperimentali hanno confermato la capacita del peptide leader di portare
all’interno delle cellule di tumore mammario ed endometriale, una quantita di
cisplatino cinque volte superiore a quando il cisplatino ¢ somministrato da
solo, provocando rapidamente la morte delle cellule tumorali, suggerendo che
tale trattamento possa sostituire quello tradizionale che consiste nel
somministrare il solo cisplatino (Borrelli et al., 2010; 2011).

Un effetto terapeutico ancora piu selettivo potrebbe essere ottenuto mediante

un trattamento concomitante con peptide leader coniugato a citostatico e la

rMnSOD.
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2.5 La Manganese Superossido Dismutasi ricombinante (rMnSOD): un

nuovo farmaco antitumorale?

La Manganese Superossido Dismutasi ¢ stata recentemente estratta da colture
cellulari di liposarcoma umano (LSA). Tale proteina chiamata LSA-type
MnSOD ¢ stata isolata e purificata dal surnatante del terreno delle colture
cellulari di LSA mediante tecnica cromatografica ed SDS-PAGE. Oltre
all’attivita enzimatica, comune a tutte le SOD, diretta a trasformare il radicale
superossido in perossido di idrogeno, la LSA-type MnSOD mostra una
struttura peculiare e proprieta funzionali che la differenziano dalla forma
nativa. Infatti, la LSA-type MnSOD ¢ secreta dalle cellule di LSA (Fig.3), a
differenza della MnSOD nativa che € localizzata nella matrice mitocondriale,
ha un peso di 30 KDa che ¢ superiore a quello della forma nativa (24 KDa), ha
una mutazione al codone 82 con una sostituzione di una treonina con una
isoleucina e¢ ha una trasversione silente al nucleotide 222. Inoltre, la forma
enzimaticamente attiva della LSA-type MnSOD presenta ancora il peptide
leader di 2 KDa (Mancini et al., 2006).

Tale proteina ¢ stata sequenziata e riprodotta in forma ricombinante definita
rMnSOD, a partire da uno specifico clone di cDNA derivato da cellule di
liposarcoma umano.

Una delle funzioni piu straordinarie della rMnSOD ¢ I’efficace e rapida azione
antitumorale consistente in una tossicita selettiva nei confronti delle sole
cellule tumorali. Fin ad oggi, ¢ stata testata su tumori mammari umani (MCF-
7), cellule trasformate ovariche (OVCAR-3), cellule trasformate pancreatiche
(MIA PaCa-2), mesotelioma (NCI-28), cellule epiteliali mammarie normali
(MCF-10) e fibroblasti normali (MRC-5) (Mancini et al., 2006; Mancini et al.,
2008; Borrelli et al., 2009). Tale azione ¢ da attribuire in primis alla ridotta
quantita di catalasi presente nelle cellule tumorali, rispetto alle cellule normali

nelle quali la rMnSOD svolge un’azione di ossigenazione benefica, ma anche
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alla presenza di recettori per gli estrogeni (RE+) (Sandri and Carraro, 1999;
Ridnour et al., 2004, Mancini et al., 2006; Battisti et al., 2008; Mancini et al.,
2008).

Fig. 3: La fluorescenza verde visualizza il contenuto di LSA-type MnSOD
secreta dalle cellule di liposarcoma umano in coltura.

(foto del Dott. Aldo Mancini)
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Campioni: linfoblasti di pazienti oncologici in eta pediatrica e linee

stabilizzate

Sono stati utilizzati linfoblasti isolati da campione midollare di un soggetto
sano in eta pediatrica e linfoblasti di 8 pazienti pediatrici affetti da leucemia
linfoblastica acuta (LLA), 4 con fenotipo T ad medio/alto rischio, 4 con
fenotipo B ad alto rischio e 1 linfoma leucemizzato T, di eta compresa trai 120
e 180 mesi, diagnosticati e trattati presso il Servizio di Oncologia Pediatrica
della Seconda Universita degli Studi di Napoli.

La percentuale di blasti superiore al 30% a livello midollare ha consentito di
fare diagnosi di leucemia acuta, mentre le colorazioni citochimiche
mieloperossidasi (MPO), a-naftil acetato esterasi (ANAE) e acido periodico di
Schiff (PAS) hanno consentito la diagnosi differenziale tra leucemia mieloide e
linfoide.

Nella seconda fase dello studio, sono state utilizzate linee stabilizzate di

leucemia T: le cellule Jurkat.
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3.2 Estrazione dei linfoblasti dal sangue midollare

I linfoblasti sono stati isolati dal sangue midollare, reso incoagulabile con
EDTA, mediante centrifugazione su gradiente di densita di Ficoll Hystopaque
(Sigma Aldrich) per 20 minuti a 1500 rpm a 4°C (Eppendorf Centrifuge
5804R), entro 5 ore dall’aspirato midollare. Dopo centrifugazione le cellule si
stratificano nella provetta in base al loro gradiente di densita, dal basso verso
I’alto della provetta si osservano: globuli rossi, strato di Ficoll, buffy coat (o
disco bianco contenente i linfoblasti) e siero. Dopo 1’allontanamento del siero,
il buffy coat ¢ stato prelevato ed ¢ stato aggiunto a 10 mL di soluzione
fisiologica (NaCl 0,9%) all’interno di una falcon. Poi, sono stati effettuati due
lavaggi, centrifugando a 1929 rpm per 5 minuti a 4° C (Eppendorf centrifuge
5804R). Aspirato il surnatante, il pellet di linfoblasti ¢ stato risospeso in altra
soluzione fisiologica, fino ad avere un volume finale di 2 mL. La separazione
cellulare ¢ stata effettuata in condizioni di sterilita, sotto cappa a flusso
laminare. I campioni di linfoblasti sono stati utilizzati subito per allestire
colture cellulari oppure crioconservati a -80°C per un tempo massimo di 6
mesi. Per il congelamento, 1 linfoblasti, dopo essere stati quantizzati mediante
contaglobuli automatizzato (Sysmex K-4500), sono stati aliquotati in diverse
vials a una concentrazione di 1x10° cellule/mL, a cui & stato aggiunto siero e
DMSO (dimetilsulfossido) al 10% in siero per preservare l’integrita delle
membrane dall’azione meccanica dei cristalli di acqua durante lo
scongelamento. Ad ogni 100 puL. di campione sono stati aggiunti 300 pL di
siero e 150 pL di siero pit DMSO 10% e poi sono stati conservati a -80°C.
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3.3 Scongelamento dei linfoblasti

I campioni (linfoblasti ex vivo estratti mediante gradiente di densita e linee
stabilizzate congelati a -80°C) sono stati scongelati ponendo le vials a
temperatura ambiente e aggiungendovi terreno di coltura RPMI 1640. Il
contenuto delle vials ¢ stato trasferito in falcon ed ¢ stato portato a volume a 10
mL con RPMI 1640. Successivamente, 1 campioni sono stati centrifugati a
1500 rpm per 5 minuti a 4°C (Eppendorf Centrifuge 5804R). Dopo aver
eliminato il surnatante, il pellet ¢ stato risospeso in terreno di coltura completo
(RPMI 1640 addizzionato con Siero Bovino Fetale al 10% e Penstrep-

penicillina e streptomicina- all’1%) con volume finale di 1 o 2 mL.
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3.4 Allestimento delle colture cellulari e tests di vitalita

I linfoblasti ex vivo sono stati coltivati in piastre multiwell da 24 pozzetti (Fig.
4). In ciascun pozzetto sono stati aggiunti 1 o 2 mL di terreno RPMI 1640
completo e le cellule a una concentrazione di 1x10° cellule/mL. Le cellule ex
vivo, poi, sono state lasciate crescere per 3-7 giorni in incubatore a 37°C, in
atmosfera umidificata, con il 5% di CO,.

Le cellule stabilizzate, invece, sono state inizialmente utilizzate per allestire
una coltura primaria: in ciascun pozzetto di una piastra multiwell da 24
pozzetti sono stati aggiunti 2 mL di terreno di coltura RPMI 1640 completo e
cellule alla concentrazione di 1x10° cellule/mL. Le cellule sono state cresciute
per quattro giorni in incubatore a 37°C, in atmosfera umidificata, con il 5% di
COa,. Al quarto giorno ¢ stata allestita una coltura cellulare secondaria a partire
da quella primaria. Per 1’allestimento della coltura secondaria, nei pozzetti di
una piastra multiwell sono stati aggiunti 1 o 2 mL di terreno RPMI 1640
completo e cellule a una concentrazione di 1x10° cellule/mL prelevate da uno
dei pozzetti della coltura primaria. Le cellule della coltura secondaria sono
state cresciute per 5 giorni in incubatore a 37°C, in atmosfera umidificata, con

il 5% di CO,.

Fig. 4: Allestimento di una coltura cellulare
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Durante la crescita cellulare, giornalmente ¢ stata osservata la morfologia al
microscopio ottico invertito, ¢ stata effettuata la conta cellulare al conta globuli
automatizzato (Sysmex K-4500) e sono stati effettuati 1 tests di vitalita Trypan
Blue e MTT.

Per la conta cellulare sono stati utilizzati 50 pLL di campione, prelevati da un
pozzetto della piastra, e 150 pL di soluzione fisiologica.

Il saggio Trypan Blue ¢ stato effettuato usando 25 pL. di campione, prelevati da
uno dei pozzetti, 25 pL di soluzione fisiologica e 50 uL di colorante Trypan
Blue. Mediante questo test le cellule vive, che hanno una membrana cellulare
intatta, sono refrattarie al colorante Trypan Blue e al microscopio ottico
assumono un aspetto traslucido, invece le cellule morte si colorano di blu
perché il colorante penetra all’interno della cellula. La wvitalita cellulare,
espressa in percentuale, ¢ stata valutata effettuando al microscopio ottico una
conta in camera di Biirker delle cellule colorate e non colorate.

I1 saggio MTT (2,5 difeniltetrazolinbromide) ¢ stato effettuato utilizzando 10
uL di campione, prelevati da uno dei pozzetti, e 4 puL di MTT, questi ultimi
sono stati incubati nel bagnetto termostatato a 37°C per 3 ore, dopodiché sono
stati aggiunti 40 pL di isopropanolo acido e 4 pL di Triton (rapporto 10:1) per
bloccare la reazione. In questo caso ¢ stato possibile determinare la vitalita
cellulare leggendo 1’assorbanza alla lunghezza d’onda di 570 nm allo
spettrofotometro (NanoDropspectrophotometer ND1000). L’assorbanza ¢
direttamente proporzionale alla concentrazione delle cellule vitali.

Il saggio di vitalita MTT ¢ un test colorimetrico che permette di stimare la
percentuale di cellule aventi ancora attivita mitocondriale, quindi vive. A tal
scopo viene usato il 2,5 difeniltetrazolinbromide (MTT), un composto
aromatico policiclico dotato di un anello tetrazolico che puo essere facilmente
ridotto dalle deidrogenasi o altri enzimi mitocondriali, formando per apertura
dell’anello tetrazolico un composto cromogeno azotato detto formazano che fa

virare il composto da un colore giallo a un colore blu-violetto intenso. Il
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formazano forma nell’ambiente intracellulare dei cristalli insolubili a cui le
membrane risultano impermeabili, quindi per stimare la quantita di formazano
prodotta, che ¢ direttamente proporzionale all’attivita mitocondriale, il
formazano deve essere reso solubile per permetterne la fuoriuscita dalle
cellule. Per cui, dopo 3 ore di incubazione con MTT, si utilizza 1’isopropanolo
acido per solubilizzare 1 cristalli e il Triton per permeabilizzare le membrane

cellulari.
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3.5 Trattamento dei campioni

Per testare la capacita del peptide leader della rMnSOD di entrare all’interno
delle cellule leucemiche, sono stati utilizzati campioni cellulari, appartenenti a
soggetti in eta pediatrica, sia di leucemia B che T ex vivo. Tali cellule sono
state coltivate per 7 giorni e poi incubate per 5 ore con 25 pug/mL di peptide
leader.

Successivamente, ¢ stata testata 1’azione del peptide leader coniugato al
cisplatino, un citostatico. Campioni ex vivo sia di cellule B che T sono stati
trattati per 5 ore con concentrazioni diverse di peptide-cisplatino: 50 pg/mL,
25pg/mL, 5 pg/mL e 2,5ug/mL e con solo cisplatino alla concentrazione di 50
e 5 ug/mL, in modo da evidenziare le eventuali differenze.

In un secondo tempo, su cellule ex vivo di linfoma leucemizzato T ¢ stata
testata per 5 ore 1’azione anche del peptide leader coniugato all’epirubicina, un
chemioterapico efficace nel trattamento dei linfomi, alle seguenti
concentrazioni: 40 ug/mL, 4 ng/mL, e 0,4 pg/mL.

Infine, ¢ stata testata 1’azione della nuova forma ricombinante della manganese
superossido dismutasi: rMnSOD. Tale proteina ¢ stata testata prima su cellule
ex vivo di leucemia T e B, su un linfoma leucemizzato e poi su linee
stabilizzate T (Jurkat). Sulle cellule ex vivo la rMnSOD ¢ stata testata per 5 ore
dapprima alle concentrazioni di 30 pg/mL e 15pg/mL e poi, stabilito che gli
effetti della concentrazione di 30 ug/mL si differenziavano di poco da quelli
del trattamento con 15ug/mL si ¢ proceduto effettuando concentrazioni scalari.
Su campioni ex vivo di leucemia T sono state testate le seguenti concentrazioni
scalari: 20 pg/mL, 2 pg/mL, 0,2 pg/mL e 10 pg/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL.
Dato che gli effetti migliori sui campioni ex vivo di leucemia T (che ¢ piu
aggressiva rispetto alla leucemia B) si erano avuti con le concentrazioni scalari
di 20 pg/mL di rtMnSOD, sui linfoblasti ex vivo di leucemia B sono state

testate solo le concentrazioni scalari di 20 pg/mL di tMnSOD.
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La proteina rMnSOD ¢ stata testata anche su linfoblasti normali alle stesse
concentrazioni: 20 pg/mL, 2 pg/mL, 0,2 pg/mL.

Per ultimo, le concentrazioni di rtMnSOD pari a 20 ug/mL, 2 pg/mL, 0,2
png/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL sono state testate sulle linee Jurkat.

Dopo il trattamento, su ciascun campione ¢ stata valutata la vitalita cellulare

effettuando sia il saggio con Trypan Blue che il saggio MTT.
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3.6 Visualizzazione della proteina internalizzata mediante tecnica

immunocitochimica

Per poter visualizzare ’internalizzazione della proteina con cui sono state
trattate le cellule ¢ stata utilizzata I’ immunocitochimica in microscopia ottica.

Sono stati prelevati 500 puL. di campione (cellule e terreno di coltura) da
ciascun pozzetto ed ¢ stato effettuato il citocentrifugato su un vetrino, (10
minuti a 800 rpm in ALC Centrifuge 4236). 1l citocentrifugato ¢ stato fissato
con soluzione di Zamboni (4% paraformaldeide e 15% acido picrico) per 60
minuti e in seguito lavato in PBS (Phosphate buffered saline) 1X e TBS (Tris
buffer saline) 0,05 mol/L. Successivamente, ¢ stata effettuata incubazione per
5 minuti con perossido d’idrogeno 3% per bloccare 1’azione delle perossidasi
endogene e poi per 30 minuti con I’anticorpo | anti-peptide della rMnSOD
(prodotto presso il laboratorio del Dott. Mancini), prodotto in coniglio e diluito
1:200 con I’ Antibody Diluent (1% BSA (albumina di siero bovino) in TBS
0,05 mol/L). Dopo 1 lavaggi in PBS 1X e TBS 0,05 mol/L per eliminare
I’anticorpo 1 in eccesso (la quota che non si ¢ legata), ¢ stato aggiunto
I’anticorpo II biotinilato (donkey anti-rabbit VECTOR) e lasciato agire per 30
minuti. Dopo ulteriori lavaggi con PBS 1X e TBS 0,05 mol/L ¢ stato aggiunto
I’enzima perossidasi di rafano (HPR) legato alla streptavidina, in grado di
riconoscere e legarsi all’anticorpo Il biotinilato, e si ¢ lasciato agire per 30
minuti. Per completare la reazione ¢ stata utilizzata una soluzione substrato-
cromogeno costituita dalla 3,3” diamminobenzidina (DAB) diluita in soluzione
tampone (una goccia di DAB/mL di soluzione tampone); dopo aver lasciato
agire tale soluzione per 10 minuti, 1 vetrini sono stati lavati in acqua distillata e
osservati al microscopio ottico per controllare che fosse avvenuta la reazione.
I vetrini, infine, sono stati contrastati con ematossilina (colora di violetto 1
nuclei) per circa 7 minuti. Per il viraggio sono stati effettuati lavaggi

consecutivi in acqua di fonte e distillata e poi montati. L’acquisizione delle
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immagini all’analizzatore di immagini (ZEISS HBOS50) ¢ stata realizzata

mediante ’ausilio del software Axion Vision Rel. 4.7.

58



3.7 Visualizzazione ultrastrutturale dell’internalizzazione

Per lo studio immunocitochimico al microscopio elettronico a trasmissione
(TEM), 1 campioni (cellule e terreno di coltura: 1 o 2 mL) sono stati fissati con
glutaraldeide 0,1% e paraformaldeide 4% in tampone sodio cacodilato 0,1 M
per 60 minuti a temperatura ambiente e poi lavati per due volte nel tampone
sodio cacodilato. In seguito, ¢ stata effettuata post-fissazione con tetrossido di
osmio (OsOy4) 1% per circa 10 minuti, e successivo lavaggio in tampone sodio
cacodilato per eliminare il OsQOy in eccesso. La disidratazione dei campioni ¢
stata ottenuta attraverso passaggi in alcol etilico a concentrazioni crescenti
(50%, 70%, 90%, 100% I, 100% II e 100% III). L’inclusione in resina
necessaria per ottenere sezioni ultra sottili dei campioni ¢ stata ottenuta previo
trattamento con ossido di propilene per 15 minuti e successivamente con la
miscela ossido di propilene/resina in rapporto 1:1 per 8 ore. Infine, ¢ stata
effettuata inclusione in resina pura (EPON 812) e la polimerizzazione ¢
avvenuta in stufa a 60° per 24 ore. Le sezioni ultrafini sono state realizzate
all’ultramicrotomo ultracut UCT Leica e raccolte su retini di nickel. Sulle
sezioni cosi ottenute, ¢ stata effettuata la tecnica immunogold. Si tratta di una
tecnica immunocitochimica indiretta, la cui rivelazione al microscopio avviene
mediante 1’utilizzo di particelle di oro colloidale (10 @) coniugate con
I’anticorpo II. Per aumentare la reattivita antigenica, cio¢ per aumentare
I’esposizione degli antigeni, ¢ stato eseguito un trattamento iniziale di
smascheramento con buffer citrato (citrato di sodio diidrato e acido citrico in
acqua distillata) per due cicli, ciascuno di 5 minuti, in microonde a 240 Watt.
In seguito, ¢ stato effettuato un trattamento con perossido di idrogeno 10% per
10 minuti, per rendere specifico il riconoscimento dell’antigene. Infatti, tale
trattamento blocca le perossidasi endogene assicurando un riconoscimento
specifico dell’anticorpo I. In seguito, sono stati effettuati 3 lavaggi in PBS

0,9%, ciascuno di 5 minuti. Poi, ¢ stata effettuata incubazione per 30 minuti
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con la miscela di PBS 0,9% con BSA1% e glicina 0,15%, e successivamente ¢
stato effettuato un trattamento permeabilizzante con Triton 0,05% in PBS 0,9%
per 5 minuti. Dopo un ulteriore lavaggio in PBS 0,9%, ¢ stata effettuata
incubazione in camera umida, con D’anticorpo I anti peptide leader della
rMnSOD (rabbit anti-human) (prodotto presso il laboratorio del Dott.
Mancini), diluito 1:20 in BSA 0,1% per tutta la notte a 4°C. Per allontanare
I’anticorpo in eccesso non legato, sono stati eseguiti altri 3 lavaggi in PBS
0,9% per 10 minuti, ed ¢ stata effettuata incubazione per 2 ore con I’anticorpo
IT DAR (donkey anti-rabbit) coniugato a particelle di oro colloidale di 10 nm,
diluito 1:10 in BSA 0,1%. Infine, le sezioni sono state lavate in PBS 0,9%, in
acqua distillata e, in seguito, contrastate con acetato di uranile per 15 minuti e
citrato di piombo per 45 secondi. L’osservazione e le fotografie sono state

realizzate al microscopio elettronico a trasmissione LEO 912AB.
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3.8 Estrazione delle proteine

I linfoblasti appena separati dal sangue circolante dei pazienti o dopo
scongelamento dei campioni conservati, sono stati centrifugati a 1500 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5804R) per 5 minuti a 4° C. Dopo centrifugazione il
surnatante ¢ stato eliminato e 1 linfoblasti sono stati lisati, per 30 minuti in
ghiaccio, in presenza di Buffer di lisi (dai 100uL ai 300uL a seconda della
grandezza del pellet ottenuto).

Per preparare 50 mL di Buffer di lisi sono stati necessari:

2,5mL di TRISHCI 1 M

1,5mL NaCl 5 M

10 uLL NaF 0,5

500 uL NP40O 100%

45,49 mL di H20

Al buffer di lisi sono stati aggiunti gli inibitori delle proteasi:

4 pul/mL di PMSF;

2 ul/mL di aprotinina

2 ul/mL pepstatina;

Iul/mL di sodio ortovanadato.

Le cellule lisate sono state successivamente centrifugate a 4° C a 1400 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5804R) per 2 minuti e poi ¢ stato estratto il surnatante
che conteneva le proteine totali.

La concentrazione proteica ¢ stata determinata mediante lettura allo
spettrofotometro a 595 nm con il saggio colorimetrico Bio-Rad, che fa uso del
colorante blue di Coomassie. Tale saggio si basa sul metodo Bradford che
permette di quantizzare le proteine estratte attraverso il cambiamento di colore

del blue di Coomassie proporzionalmente alla concentrazione proteica. La retta
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di taratura € stata ottenuta usando come standard di riferimento I’albumina di

siero bovino (BSA), in quantita note: 0,2-0,4-0,7-1-2-3,5 pg/uL.
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3.9 Analisi delle proteine mediante Saggio Western Blotting

L’analisi dell’espressione delle proteine ¢ stata effettuata mediante Western
Blotting. Il saggio Western Blotting ¢ una tecnica basata sulla separazione
elettroforetica delle proteine e il loro trasferimento su un supporto solido
(membrana di PVDF). Le proteine vengono poi riconosciute grazie alla
reazione con anticorpi che riconoscono specifici epitopi antigenici.
Preparazione campioni

A 30 microgrammi di proteine totali ¢ stato aggiunto un egual volume di
Laemly 2X, ¢ stato raggiunto un volume finale di 30 pL con Laemly 1X ed ¢
stato fatto bollire per due minuti.

Elettroforesi in SDS

Per I’SDS-Page ¢ stato preparato un gel di policramide al 12%, stabilito
tenendo conto del peso molecolare delle proteine da studiare: Bcl-2 e Bax. Il
gel ¢ costituito dal lower o running gel, in cui si ha la vera separazione delle
proteine e 'upper o stacking gel, che ¢ la porzione del gel in cui si formano 1
pozzetti in cul si seminano 1 campioni.

Sono stati preparati 5 mL di lower gel con:

1,6 mL di H,O
2,0 mL d1 acrilamide al 30%

1,3 mL Tris 1,5 M (Ph 8.8)
0,05 mL Sodio dodecil solfato al 10% (SDS 10%)
0,05 mL Ammonio persolfato (APS)
0,002 mL di TEMED

Il tutto ¢ stato versato all’ interno della cameretta elettroforetica costituita da
un supporto con due sottili lastre di vetro; sul composto ¢ stato versato un
sottile strato di acqua per favorire la polimerizzazione ed evitare il contatto con

I’ aria. Sono stati preparati, poi, 3 mL di upper gel costituito da :
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2,1 mL di H,O

0,5 mL d1 acrilamide al 30%

0,38 mL Tris 1,0 M (Ph 6.8)

0,03 mL SDS 10%

0,03 mL Ammonio persolfato

0,003 mL di TEMED

Dopo polimerizzazione del running gel, ¢ stata eliminata 1’ acqua ed ¢ stato
aggiunto 'upper gel, poi ¢ stato inserito il pettine per la formazione dei
pozzetti e si ¢ lasciato ulteriormente polimerizzare. Avvenuta la
polimerizzazione, il gel ¢ stato inserito nella cameretta di corsa contenente 1L
di tampone di corsa. Il tampone di corsa ¢ costituito da 800 mL di H,O
distillata e da 200 mL di soluzione madre costituita da: Tris 25 mM, Glicina
250 mM (pH 8.3) e SDS 0,1%. Estratto il pettine, nei pozzetti sono stati
caricati 1 campioni e il marker (I15uL) (Novex Sharp Pre-Stained Protein
Standard, Invitrogen) che ha permesso di individuare le proteine d’interesse.
Inizialmente, la migrazione delle proteine nell’upper gel ¢ avvenuta a 130 V,
quando tutte le proteine erano arrivate a livello dell’interfaccia con il lower gel
si ¢ passato ad un voltaggio di 170 V per circa un’ ora e mezza. Poco prima
della fine della corsa ¢ stata preparata la membrana di PVDF mettendola in
metanolo per almeno 10 minuti. Terminata la corsa ¢ stato effettuato il
trasferimento delle proteine dal gel alla membrana.

Trasferimento

Per poter effettuare il trasferimento sulla membrana ¢ stato importante
preparare il sandwich. Sul supporto per il trasferimento ¢ stata posta una
spugnetta, un cartoncino, il gel, la membrana PVDF, un altro cartoncino e
infine un’ altra spugnetta (le spugnette e i cartoncini sono stati fatti ambientare,
precedentemente, bagnandoli con abbondante tampone di trasferimento). Il

tutto ¢ stato chiuso all’ interno del supporto e inserito nella camera di
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trasferimento dove ¢ stato versato il tampone di trasferimento costituito da: 200
mL di metanolo, 700 mL di H,O distillata ¢ 100 mL di soluzione madre
costituita da Tris Base 48 mM, Glicina 39 mM, SDS 0.037% e Metanolo 20%.
Il trasferimento ¢ stato effettuato a 100 V per un’ ora e mezza. Una volta
terminata la corsa la membrana ¢ stata prelevata e messa in latte al 6% per una
notte a 4° C. Per avere la conferma dell’avvenuto trasferimento delle proteine
la membrana ¢ stata colorata con Rosso Ponceau. La membrana ¢ stata lasciata
nel colorante, in leggera agitazione, per 15 minuti, dopodiché ¢ stata decolorata
con H,O distillata, sempre in agitazione.

Incubazione e visualizzazione

La membrana ¢ stata lavata velocemente per due volte con una soluzione TBS-
Tween (per un volume di 500 mL sono stati preparati 25 mL di TBS 20 X e 2,5
mL di Tween 20 0,5%, il tutto ¢ stato portato a volume con H,O distillata) e
poi sottoposta a tre lavaggi della durata di dieci minuti ognuno con la stessa
soluzione in agitazione.

Poi, la membrana ¢ stata incubata con gli anticorpi. L’immunoblotting ¢ stato
condotto incubando con un anticorpo monoclonale diretto per 1 ora in
agitazione continua con I’ Ab 1° diluito 1:500 in 8 mL di soluzione TBS-
Tween. Trascorso questo tempo sono stati effettuati due lavaggi veloci con
soluzione TBS-Tween seguiti da tre lavaggi della durata di dieci minuti
ciascuno con la stessa soluzione in agitazione. Successivamente, la membrana
¢ stata incubata con Ab 2° diluito 1:5000 con latte al 3% per un’altra ora. Sono
stati effettuati di nuovo 1 lavaggi e infine le proteine sono state rilevate
utilizzando un substrato chemioluminescente (Chemiluminescent HRP
substrate; Millipore Corporation, Billerica, USA). La chemioluminescenza ¢

stata visualizzata mediante lastra fotografica.
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4. RISULTATI
4.1 Trattamento con il peptide leader della rMnSOD

Nella prima fase le cellule leucemiche sono state trattate con il solo peptide
leader della rMnSOD per valutare la sua capacita di penetrare all’interno di
queste cellule.

Linfoblasti leucemici ex vivo, appartenenti a un bambino affetto da leucemia T
indicato come campione 1 e a un bambino affetto da leucemia B ad alto rischio
indicato come campione 2 sono stati coltivati per 7 giorni e poi trattati per 5
ore con il peptide leader della rMnSOD. Al tempo 0 (primo giorno di
allestimento della coltura cellulare), tempo 1 (secondo giorno), tempo 2 (terzo
giorno) ecc. sono stati effettuati la conta cellulare mediante contaglobuli
automatizzato e 1 saggi di vitalita: Trypan Blue e MTT. Inoltre, per monitorare
le condizioni cellulari ed eventuali cambiamenti morfologici, ogni giorno le

cellule sono state osservate al microscopio ottico invertito.

Conta Trypan

Campione 1 cellulare Blue MTT Morfologia

TO 1000000/mL 80% 90% MR. DB. Clump assenti

T1 600000/mL 80% 86% MR. DB. Clump assenti

T2 - - - -

T3 1000000/mL 62% 50% MR. Presenza di clump

T4 - - - -

TS - - - -

T6 800000/mL 46% 36% MAR. Presenza di vari clump
MR. Membrana regolare; DB. Densita buona; MAR. morfologia abbastanza regolare
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Conta Tryp.

Campione 2 cellulare Blue MTT Morfologia

TO 1000000/mL 83% 89% MPL. DR. Clump presenti

T1 400000/mL 50% 45% MPL. DR. Clump presenti

T2 - - - -

T3 800000/mL 62% 45% MI. Presenza di clump

T4 - - - -

TS - - - -

T6 800000/mL 40% 30% MI. Presenza di molti clump
MPI. Membrana parzialmente irregolare; DR. Densita ridotta; Ml membrana irregolare

Per studiare I’andamento della crescita nei sette giorni precedenti al trattamento
con il peptide leader della rtMnSOD, i risultati ottenuti dalla determinazione della

concentrazione cellulare e dai saggi di vitalita sono stati riportati in grafici a linee

(Grafici 1, 2, 3).
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Grafico 1: Concentrazione cellulare/mL nel tempo (Serie 1corrisponde alla
leucemia T, Serie 2 corrisponde alla leucemia B). La concentrazione cellulare

aumenta dopo tre giorni di coltura per poi diminuire o rimanere costante.
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Grafico 2: Test Trypan blue: variazione della vitalita cellulare nel tempo
(Serie 1corrisponde alla leucemia T, Serie 2 corrisponde alla leucemia B). La

vitalita per entrambi i1 campioni tende a diminuire nel tempo.
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Grafico 3: Test MTT: variazione della vitalita cellulare nel tempo (Serie 1
corrisponde alla leucemia T, Serie 2 corrisponde alla leucemia B). La vitalita

per entrambi 1 campioni tende a diminuire nel tempo.

I campioni 1 e 2 sono stati trattati, dopo 7 giorni, per 5 ore con il peptide leader
della rtMnSOD (25pug/mL) che successivamente ¢ stato rivelato con tecniche
immunocitochimiche in microscopia ottica (come riportato a pag. 57). La Fig.
5 dimostra una marcata positivita citoplasmatica che lascia presumere che il

peptide leader della rMnSOD sia entrato all’interno delle cellule. La conta al
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microscopio ottico ha evidenziato il 44% di cellule leucemiche T marcate e il

75% di cellule leucemiche B marcate.

Fig.5 : In a-b linfoblasti T e in c linfoblasti B, osservati al microscopio ottico, che
mostrano intensa marcatura citoplasmatica (in marrone) (in a-b scale bar=4 pm,
in ¢ scale bar=4 um).
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4.2 Trattamento con il peptide leader della rMnSOD coniugato a

cisplatino

Una volta dimostrata 1’internalizzazione del peptide leader della rMnSOD nelle
cellule leucemiche, si ¢ pensato di studiare la capacita di tale peptide leader di
veicolare un citostatico utilizzato nei protocolli di cura, il cisplatino. Il
cisplatino ¢ un agente alchilante usato per il trattamento di una vasta serie di
tumori solidi. Il peptide coniugato al cisplatino ¢ stato testato su due campioni
di linfoblasti ex vivo B, identificati come campione 3 e 4, € un campione di
linfoblasti ex vivo T, identificato come campione 5, appartenenti a soggetti in
eta pediatrica. Durante 1 tre giorni di colture cellulari sono stati effettuati: la
conta cellulare mediante contaglobuli automatizzato e 1 saggi di vitalita Trypan
Blue ¢ MTT come descritto in precedenza. Inoltre, per monitorare le
condizioni cellulari ed eventuali cambiamenti morfologici, ogni giorno le

cellule sono state osservate al microscopio ottico invertito nel contenitore di

coltura.
Campione 3 | Conta cellulare | Tryp. Blue | MTT Morfologia
TO 1000000/mL 100% 76% MR. DB. Clump assenti
T1 800000/mL 100% 76% MR. DB. Clump assenti
T2 1200000/mL 80% 50% MR. DA.;Presenza di pochi clump
MR. Morfologia regolare; DB. Densita buona; DA. Densita aumentata
Conta
Campione 4 cellulare Tryp.Blue | MTT Morfologia
TO 1000000/mL 30% 20% MR. DB. Clump assenti
T1 800000/mL 69% 49% MR. DB. Clump assenti
T2 400000/mL 66% 50% MR. DA.;Presenza di pochi clump
MR. Morfologia regolare; DB. Densita buona; DA. Densita aumentata
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Conta
Campione 5 cellulare Tryp.Blue | MTT Morfologia
TO 1000000/mL 54% 69% MR. DB. Clump assenti
T1 800000/mL 65% 60% MR. DB. Clump assenti
T2 400000/mL 55% 45% MR. DA.;Presenza di pochi clump
MR. Morfologia regolare; DB. Densita buona; DA. Densita aumentata

Per studiare I’andamento della crescita nei tre giorni precedenti al trattamento
con il peptide-cisplatino, 1 risultati ottenuti dalla determinazione della
concentrazione cellulare e dai saggi di vitalitd sono stati riportati in grafici a

linee (Grafici 4, 5, 6).
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Grafico 4: Concentrazione cellulare/mL dei campioni nel tempo (serie 1,2 e 3
corrispondono rispettivamente ai campioni 3,4: leuc.B e 5: leuc. T).
L’andamento dei campioni nei primi 2 giorni ¢ lo stesso, invece al terzo giorno

la concentrazione diminuisce solo per 1 campioni 4 ¢ 5.
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Grafico 5: Test Trypan Blue: andamento della vitalita cellulare nel tempo
(serie 1, 2 e 3 corrispondono rispettivamente al campione 3, 4: leuc. B e 5:
leuc. T). Nei campioni 4 e 5 la vitalita cellulare tende ad aumentare al secondo
giorno, per poi lievemente diminuire al terzo giorno. Nel campione 3 la vitalita

rimane costante nei primi 2 giorni e poi diminuisce lievemente al terzo giorno.
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Grafico 6: Test MTT: andamento della vitalita cellulare nel tempo (serie 1, 2
¢ 3 corrispondono rispettivamente al campione 3, 4: leuc. B € 5: leu T). Nei
campioni 3 e 5 la vitalita tende a diminuire rispetto al primo giorno, a

differenza del campione 4.
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I campioni 3, 4 e 5 sono stati trattati, dopo 3 giorni, per 5 ore con il peptide
leader della rMnSOD coniugato al cisplatino. Il campione 3 (leucemia B) ¢
stato trattato con 50 e 5 pg/mL di pep-cisplatino e con solo cisplatino alle
stesse concentrazioni (50 e 5 pg/mL). Il campione 4 (leucemia B) ¢ stato
trattato con 50 e 5 pg/mL di pep-cisplatino. Il campione 5 (leucemia T) ¢ stato
trattato con 25 e 2,5 ug/mL di pep-cisplatino. Come primo approccio sono state
testate le suddette concentrazioni che hanno dato risultati in altri studi su
cellule tumorali. Dopo il trattamento ¢ stata determinata la percentuale di

cellule vitali mediante il test Trypan Blue:

Campione 3 Saggio Trypan Blue
Controllo (non trattato) 100 % vive
cellule + cisplatino 50ug/mL 94 % vive
cellule + cisplatino 5pg/mL 99% vive
cellule + peptide-cisplatino 50ug/mL 87% vive
cellule + peptide-cisplatino 5ug/mL 94 % vive

Campione 4 Saggio Trypan Blue
Controllo (non trattato) 100 % vive
Cellule + peptide-cisplatino 50 pg/mL 91 % vive
Cellule + peptide-cisplatino 25 pg/mL 86 % vive

Campione 5 SaggioTrypan Blue
Controllo (non trattato) 100 % vive
Cellule + peptide-cisplatino 25 pg/mL 84 % vive
Cellule + peptide-cisplatino 2,5 pug/mL 91 % vive
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I campioni di leucemia B (campioni 3 e 4), in seguito al trattamento con il
peptide-cisplatino (a diverse concentrazioni), mostrano una lieve differenza
nella percentuale di mortalita rispetto a quando sono trattati con il solo
cisplatino. Anche 1 linfoblasti leucemici T sembrano non risentire in maniera
significativa dell’effetto del trattamento con peptide-cisplatino rispetto al
controllo. La percentuale molto alta di cellule vitali dopo il trattamento sia con
il solo cisplatino che con il peptide-cisplatino ci fa dedurre che il cisplatino non
¢ un citostatico efficace nel trattamento delle leucemie linfoidi in eta pediatrica,
ma ¢ utilizzabile solo per il trattamento di tumori solidi (Fury et al., 2011). Per
la rivelazione immunocitochimica del peptide coniugato al cisplatino sono state
utilizzate tecniche di immunocitochimica in microscopia ottica (come descritto
a pag. 57). Nella Fig. 6 ¢ evidente la marcatura citoplasmatica all’interno delle
cellule leucemiche ex vivo B e T; per cui il peptide riesce ad entrare all’interno
della maggior parte delle cellule veicolando il cisplatino come dimostrato dalla

conta delle cellule marcate al microscopio ottico:

Controllo 0%
Campione 3 (50 pg/mL pep-cisplatino) 64%
Campione 3 (5 pg/mL pep-cisplatino) 50%
Campione 4 (50 pg/mLpep-cisplatino) 77%
Campione 4 (25 pg/mL pep-cisplatino) 64%
Campione 5 (25 pg/mL pep-cisplatino) 78%
Campione 5 (2,5 pug/mL pep-cisplatino) 46%
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Fig.6: In a controllo di cellule leucemiche B che non presenta marcatura (scale
bar=4 um). In b-c linfoblasti di leucemia B trattati con peptide-cisplatino 50
pg/mL (in b-c scale bar= 3,6 um), in d cellule leucemiche B trattate con peptide-
cisplatino 25 ug/mL (scale bar=4 um) e in e cellule leucemiche B trattate con
peptide-cisplatino 5 pg/mL (scale bar= 3,6 um), che presentano marcatura
(marrone) citoplasmatica. In f controllo delle cellule leucemiche T: non marcato
(scale bar= 4,3 um). In g-h linfoblasti leucemici T trattati rispettivamente con
peptide-cisplatino 25 ug/mL (scale bar= 4,3 um) e peptide cisplatino 2,5 pg/mL

(scale bar= 4,3 um), che presentano marcatura citoplasmatica (marrone).
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Fig.7: Espressione delle proteine pro-apoptotico Bax e antiapoptotico Bcl2 in
cellule leucemiche T trattate con peptide-cisplatino (50 e 5 pg/mL) e solo
cisplatino (50 e 5 ug/mL), e in cellule leucemiche B trattate con peptide-cisplatino
(25 € 2,5 ung/mL) e solo cisplatino (25 € 2,5 pg/mL). C’¢ un cambiamento
nell'espressione delle proteine apoptotiche con diminuzione di Bcl2
(antiapoptotico) ed un aumento di Bax (pro-apoptotico). (C= controllo, Ci50=
cisplatino 50 ug/mL, LpCi50= peptide leader-cisplatino 50 pg/mL, Ci5= cisplatino
5 ug/mL, LpCi5= peptide leader-cisplatino 5 pg/mL, LpCi25= peptide leader-
cisplatino 25 pg/mL, LpCi2,5= peptide leader-cisplatino 2,5 pg/mL).
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4.3 Trattamento con il peptide leader della rMnSOD coniugato ad

epirubirubicina

Il peptide leader della tMnSOD coniugato all’epirubicina € stato testato su
cellule ex vivo appartenenti ad un bambino affetto da linfoma leucemizzato di
tipo T, identificato come il campione 6. L’epirubicina ¢ un agente
chemioterapico usato per il trattamento di alcune malattie oncologiche.
Durante 1 tre giorni di colture cellulari sono stati effettuati: la conta cellulare
mediante contaglobuli automatizzato e 1 saggi di vitalita Trypan Blue e MTT,
come descritto in precedenza. Ogni giorno le cellule sono state osservate al
microscopio ottico invertito per monitorare le condizioni cellulari ed eventuali

cambiamenti morfologici.

Campione 6 | Conta cellulare | Tryp. Blue MTT Morfologia
TO 3600000/mL 100% 97% MR. DB. Clump assenti
T1 1200000/mL 97% 96% MR. DA. Clump assenti
T2 1200000/mL 96% 94% MR. DB.
MR. Morfologia regolare; DB. Densita buona; DA. Densita aumentata

Per studiare I’andamento della crescita nei tre giorni precedenti al trattamento
con il peptide-epirubicina, 1 risultati ottenuti dalla determinazione della
concentrazione cellulare e dai saggi di vitalita sono stati riportati in grafici a

linee (Grafici 7, 8, 9).
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Grafico 7: La concentrazione cellulare diminuisce al secondo giorno, e poi

rimane costante fino al terzo giorno.
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Grafico 8: Test Trypan Blue: la vitalita cellulare a partire dal primo al terzo

giorno tende lievemente a diminuire.
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Grafico 9: Test MTT: la vitalita cellulare a partire dal primo al terzo giorno

tende lievemente a diminuire.
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Le cellule di linfoma leucemizzato di tipo T, dopo 3 giorni di coltura, sono
state trattate per 5 ore con concentrazioni scalari di peptide-epirubicina (40
ug/mL, 4 pg/mL e 0,4 pg/mL). Dopo il trattamento ¢ stata valutata la vitalita

cellulare mediante il test Trypan Blue:

Saggio Trypan
Campione 6 blue
Controllo (non trattato) T3 100 % vive
Cellule + pep-epirubicina (40 pg/mL) 70 % vive
cellule + pep-epirubicina (4 pg/mL) 81 % vive
cellule + pep-epirubicina (0,4 pg/mL) 92 % vive

Dopo il trattamento con il peptide leader coniugato all’epirubicina si ¢
osservato in media il 20% di mortalita cellulare, ci0 fa dedurre che forse
I’epirubicina non ¢ un citostatico ottimale per il trattamento delle leucemie
linfoidi in eta pediatrica. Questo citostatico viene infatti utilizzato soprattutto
nella cura del carcinoma della mammella, dello stomaco, del polmone,
dell’ovaio, del fegato, del pancreas, del retto, dei linfomi e dei sarcomi delle
parti molli. Se somministrata per via intravescicale, I’epirubicina si usa anche
nel trattamento del carcinoma della vescica (Liibbe et al., 1996).

Per la rivelazione immunocitochimica del peptide coniugato all’epirubicina ¢
stata utilizzata la tecnica di immunocitochimica in microscopia ottica,
precedentemente descritta. Nella Fig. 8 ¢ evidente la marcatura citoplasmatica
all’interno delle cellule di linfoma leucemizzato di tipo T ex vivo; per cui il
peptide riesce ad entrare all’interno della maggior parte delle cellule
veicolando I’epirubicina come dimostrato anche dalla conta delle cellule

marcate al microscopio ottico:

Controllo 0%
pep-epirubicina 40 ug/mL | 77%

pep-epirubicina 4 ug/mL | 64%

pep-epirubicina 0,4 ug/mL | 55%
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Fig. 8: In a cellula di linfoma leucemizzato controllo, osservata al microscopio

ottico, che non presenta marcatura citoplasmatica (scale bar=4,5). In b cellule

di linfoma leucemizzato trattate con peptide-epirubicina 40 pg/mL (scale bar=
4), in ¢ cellule di linfoma leucemizzato trattate con peptide-epirubicina 4
ug/mL (scale bar=6) e in d cellule di linfoma leucemizzato trattate con
peptide-epirubicina 0,4 ug/mL (scale bar= 7) che presentano un’intensa

marcatura (marrone) citoplasmatica.
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Fig.9: Nelle cellule di linfoma leucemizzato trattate con peptide-epirubicina ¢’¢
un cambiamento nell'espressione delle proteine apoptotiche con diminuzione di
Bcl2 (antiapoptotico) ed un aumento di Bax (pro-apoptotica) in maniera

dipendente dalla concentrazione di farmaco utilizzato.
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4.4 Trattamento con la proteina rMnSOD di linfoblasti di LLA T e B ex

Vivo

La proteina rtMnSOD ¢ stata testata su cellule di un linfoma leucemizzato di
tipo T (campione 7), su due campioni ex vivo di leucemia T (campioni 8, 9) e
un campione ex vivo di leucemia B ad alto rischio (campione 10), appartenenti
a soggetti in eta pediatrica. Durante 1 tre giorni di colture cellulari sono stati
effettuati: la conta cellulare mediante contaglobuli automatizzato e i1 saggi di
vitalita Trypan Blue e MTT. Ogni giorno le cellule sono state osservate al
microscopio ottico invertito per monitorare le condizioni cellulari ed eventuali

cambiamenti morfologici.

Campione 7 | Conta cellulare | Trypan Blue MTT Morfologia
TO 1000000/mL 90% 90% MR. DB. Clump assenti
T1 1200000/mL 90% 90% MR. DA. Clump assenti
T2 1200000/mL 88% 70% MR. DB.;Presenza di pochi clump
MR. Morfologia regolare; DB. Densita buona; DA. Densita aumentata

Campione 8 Conta cellulare Trypan Blue MTT Morfologia
TO 1000000/mL 98% 75% MR. DB. Clump assenti
T1 1600000/mL 94% 90% MR. DA. Clump assenti
T2 1600000/mL 97% 98% MR. DB. Clump presenti

MR: Morfologia regolare; DB: Densita buona; DA: Densita aumentata
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Campione 9 Conta cellulare | Trypan Blue MTT Morfologia
TO 1000000/mL 78% 70% MR. DM. Clump assenti
T1 400000/mL 87% 84% MR. DM. Clump assenti
T2 400000/mL 65% 90% MR. DA. Clump presenti

MR: Morfologia regolare; DM: Densita media; DA: Densita aumentata

Campione 10 Conta cellulare | Trypan Blue MTT Morfologia
TO 1000000/mL 80% 100% MR. DM. Clump assenti
T1 1200000/mL 80% 67% MR. DM. Clump assenti
T2 1600000/mL 69% 65% MR. DA. Clump presenti

MR: Morfologia regolare; DM: Densita media; DA: Densita aumentata

Per studiare I’andamento della crescita nei tre giorni precedenti al trattamento
con la rMnSOD, 1 risultati ottenuti dalla determinazione della concentrazione

cellulare e dai saggi di vitalita sono stati riportati in grafici a linee (Grafici 10,

11, 12).
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Grafico 10: Concentrazione/mL nel tempo delle cellule di linfoma
leucemizzato (serie 1), di leucemie T (serie 2 e 3) e di leucemia B ad alto
rischio (serie 4). La concentrazione cellulare tende a d aumentare nel tempo per

tutti 1 campioni fatta eccezione per un campione di leucemia T.
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Grafico 11: Test Trypan Blue: la vitalita cellulare a partire dal primo al terzo
giorno tende lievemente a diminuire per tutti 1 campioni (serie 1, 3 e 4) fatta

eccezione per un campione cellulare di leucemia T (serie 2).
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Grafico 12: Test MTT: la vitalita delle cellule di linfoma leucemizzato (serie
1) e di leucemia B (serie 4) tende a diminuire a partire dal secondo giorno,
invece la vitalita cellulare dei campioni di leucemia T tende ad aumentare a
partire dal secondo giorno di coltura (serie 2 e 3).

Le cellule di linfoma leucemizzato di tipo T ex vivo, dopo 3 giorni di coltura,
sono state trattate per 5 ore con 30 pg/mL e 15 pg/mL di proteina rMnSOD. Le
cellule di leucemia T ex vivo sono state trattate con concentrazioni scalari di

rMnSOD: 10, 1, 0,1 pg/mL e con 20, 2 ¢ 0,2 ug/mL. Le cellule di leucemia B
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ex vivo ad alto rischio sono state trattate con concentrazioni scalari di
rMnSOD: 20 pg/mL, 2 pg/mL e 0,2 pg/mL. Dopo il trattamento cellulare ¢

stata valutata la vitalita mediante il test Trypan Blue:

Campione 7 Trypan Blue
Controllo: campione non trattato 100 % vive
Cellule+rMnSOD 30 ug/mL 68 % vive
Cellule+rMnSOD 15 ug/mL 77 % vive
Campione 8 Trypan Blue
Controllo: campione non trattato 100 % vive
Cellule+rMnSOD 10 pg/mL 80 % vive
Cellule+rMnSOD 1 pg/mL 83 % vive
Cellule+rMnSOD 0,1 pg/mL 97 % vive
Campione 9 Trypan Blue
Controllo: campione non trattato 100 % vive
Cellule+rMnSOD 20 pg/mL 58 % vive
Cellule+rMnSOD 2 pug/mL 61 % vive
Cellule+rMnSOD 0,2 pg/mL 92 % vive
Campione 10 Trypan Blue
Controllo: campione non trattato 100 % vive
Cellule+rMnSOD 20 pg/mL 58 % vive
Cellule+rMnSOD 2 pug/mL 67 % vive
Cellule+rMnSOD 0,2 pg/mL 87 % vive

In seguito al trattamento con la rtMnSOD, per 5 ore, le cellule leucemiche
presentano una diminuita vitalita cellulare rispetto ai controlli.

Le cellule di linfoma leucemizzato di tipo T (campione 7), dopo trattamento
con 30 e 15 pg/mL di rtMnSOD presentano rispettivamente una mortalita del:
32% e 23%.

Le cellule di leucemia T ad alto rischio (campione 8) dopo trattamento con la
concentrazione di 10 pg/mL di rMnSOD presentano una mortalita del 20%.

Invece, le cellule trattate con la concentrazione di 1 pg/mL di rMnSOD
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presentano una mortalita del 17%. In seguito al trattamento con 0,1 pg/mL di
rMnSOD si riscontra una mortalitd molto bassa (3%) ci0 potrebbe essere
associato alla bassa concentrazione della proteina testata.

Le cellule di leucemia T ad alto rischio (campione 9) trattate con le
concentrazioni di 20 e 2 pg/mL mostrano in seguito al trattamento una
mortalita del 42 e 39% rispettivamente, invece il trattamento con 0,2 pg/mL di
rMnSOD induce una mortalita molto bassa (8%).

Le cellule di leucemia B ad alto rischio (campione 10) trattate con le
concentrazioni di 20 e 2 pg/mL rispettivamente presentano una mortalita del 42
e 33%, mentre il trattamento con 0,2 pg/mL di rMnSOD induce una mortalita
del 13%. La concentrazione piu bassa in quest’ultimo caso sembra avere una
certa efficacia, ci0 puo essere associato al fatto che le leucemie B se pur ad alto
rischio, sono meno resistenti delle leucemie T ad alto rischio.

Per la rivelazione immunocitochimica della rMnSOD sono state utilizzate le
tecniche di immunocitochimica in microscopia ottica ed elettronica
precedentemente descritte.

Nelle Fig. 10-16 ¢ evidente la marcatura citoplasmatica all’interno delle cellule
ex vivo, che dimostra 1’avvenuta internalizzazione della proteina rMnSOD in
gran parte delle cellule, e cid ¢ dimostrato anche dalla conta delle cellule

marcate effettuata al microscopio ottico:

Campione 8 (controllo) 0%
Campione 8 (15 pg/mL) 60%
Campione 8 (30 ug/mL) 95%
Campione 9 (controllo) 0%
Campione 9 (10 pug/mL) 70%
Campione 9 (1 pug/mL) 56%
Campione 9 (0,1 ug/mL) 32%
Campione 10 (controllo) 0%
Campione 10 (20 pg/mL) 76%
Campione 10 (2 pg/mL) 60%
Campione 10 (0,2 pg/mL) 40%
Campione 11 (controllo) 0%
Campione 11 (20 pg/mL) 79%
Campione 11 (2 pg/mL) 71%
Campione 11 (0,2 pg/mL) 47%
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Fig. 10: Cellule di linfoma leucemizzato T osservate al microscopio ottico: in a il
controllo (scale bar= 8um), in b cellule trattate con 30 pg di rtMnSOD (scale bar= 8
um), in ¢ cellule trattate con 15 pg di rMnSOD (scale bar= 8 um). Evidente la
marcatura citoplasmatica nei 2 trattati b-c. Le cellule trattate rispetto al controllo
sembra che si siano rigonfiate e che le membrane interne e superficiali inizino a

rompersi, caratteristiche di necrosi cellulare.
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Fig. 11: Cellule di linfoma leucemizzato T osservate al TEM: in a-b il controllo (in
a scale bar= 3,3 um, in b scale bar= 0,7 um); in c-d cellule trattate con 30 pg di
rMnSOD (in ¢ scale bar= 3,5 um, in d scale bar= 0,8 um ); in e-f cellule trattate
con 15 pg di rtMnSOD (in e scale bar= 3,2, in f scale bar= 0,7 um). Evidente nel

citoplasma dei trattati le particelle di oro colloidale (10 @) che indicano che la

proteina rMnSOD ¢ entrata all’interno della cellula.
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Fig. 12: Cellule di Leucemia T osservate al microscopio ottico: in a controllo, in b
cellule trattate con 10 pg di rtMnSOD, in c cellule trattate con 1 pg di rtMnSOD e in
d cellule trattate con 0,1 pg di rMnSOD. La marcatura citoplasmatica e in parte

anche nucleare ¢ evidente nei trattati.
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Fig. 13: Cellule di Leucemia T osservate al microscopio ottico: in a controllo, in b
cellule trattate con 20 pg di rMnSOD, in ¢ cellule trattate con 2 pg di rMnSOD e in
d cellule trattate con 0,2 pg di rMnSOD. Le cellule trattate mostrano positivita
citoplasmatica dovuta all’internalizzazione della rMnSOD. In b cellula con
caratteristiche di necrosi cellulare: la cellula si rigonfia e la membrana superficiale
inizia a rompersi. In ¢ iniziale frammentazione nucleare e citoplasmatica, segni di

apoptosi. In d iniziale frammentazione citoplasmatica, segno di apoptosi.
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Fig. 14: Cellule di Leucemia T osservate al TEM: in a-b controllo, in c-d cellule
trattate con 2 pug di rMnSOD. In ¢ ¢ possibile osservare 1’iniziale frammentazione
nucleare e citoplasmatica, segni di apoptosi. In d marcatura citoplasmatica

(particelle di oro colloidale 10 ©).
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Fig. 15: Cellule di Leucemia B osservate al microscopio ottico: in a controllo, in b
cellule trattate con 20 pg di rMnSOD, in ¢ cellule trattate con 2 pg di rMnSOD e in
d cellule trattate con 0,2 pg di rMnSOD. Le cellule trattate mostrano positivita
citoplasmatica dovuta all’internalizzazione della rMnSOD. In b cellula che mostra
rottura della membrana superficiale, caratteristica di necrosi cellulare. In c-d

iniziale frammentazione nucleare e citoplasmatica, tipici segni di apoptosi.
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Fig. 16: Cellule di Leucemia B osservate al TEM: in a-b il controllo, in c-d cellule
trattate con 2 ug di rtMnSOD. In c-d iniziale frammentazione nucleare e
citoplasmatica, segni di iniziale apoptosi. In d intensa marcatura citoplasmatica

(particelle di oro colloidale 10 ©).
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Fig. 17: Espressione delle proteine pro-apoptotico Bax e antiapoptotico Bcl2 in
linfoma leucemizzato trattato con rtMnSOD [30-15ug], in cellule di leucemia T
trattate con rMnSOD [10, 1 e 0,1 pg] e in cellule di leucemia sia B che T trattate
con rMnSOD [20, 2 ¢ 0,2 pg].

Quindi, gli studi di immunocitochimica in microscopia ottica ed elettronica
rivelano un’intensa immunomarcatura dopo il trattamento con concentrazioni di
rMnSOD pari a 30, 20, 15 e 10 pg/mL, che diminuisce al diminuire delle
concentrazioni di rtMnSOD testata. I trattamenti con 30, 20, 15 ¢ 10 pg/mL
inducono necrosi; invece i trattamenti con 2, 1, 0,2 ¢ 0,1 ug/mL di rMnSOD
inducono 1’apoptosi. 1 segni dell’apoptosi sono rivelabili grazie all’iniziale
frammentazione nucleare e citoplasmatica ma anche grazie alla modulazione
maggiore dell’apoptotico Bax e dalla modulazione negativa dell’anti-apoptotico
Bcl2. La rivelazione molecolare delle proteine apoptotiche, in particolare, mostra
che 2 pg/mL di tMnSOD ¢ la dose ottimale per attivare 1’apoptosi all’interno delle

cellule leucemiche.



4.5 Trattamento con la proteina rMnSOD dei linfoblasti da soggetto sano

La proteina rtMnSOD ¢ stata testata anche su linfoblasti appartenenti ad un
soggetto sano in eta pediatrica (campione 11), in modo da dimostrare che non
ha alcun effetto tossico. Durante i tre giorni di colture cellulari sono stati
effettuati: la conta cellulare mediante contaglobuli automatizzato e 1 saggi di
vitalitd Trypan Blue ¢ MTT. Ogni giorno le cellule sono state osservate al
microscopio ottico invertito per monitorare le condizioni cellulari ed eventuali

cambiamenti morfologici.

Conta
Campione 11 cellulare Trypan Blue MTT Morfologia
TO 1200000/mL 100% 90% MR. DB. Clump assenti
T1 800000/mL 90% 90% MR. DA. Clump assenti
T2 800000/mL 70% 55% MR. DB.;Presenza di pochi clump
MR. Morfologia regolare; DB. Densita buona; DA. Densita aumentata

Per studiare I’andamento della crescita nei tre giorni precedenti al trattamento
con la rMnSOD, 1 risultati ottenuti dalla determinazione della concentrazione
cellulare e dai saggi di vitalita sono stati riportati in grafici a linee (Grafici 13,

14, 15).
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Grafico 13: Concentrazione/mL nel tempo delle cellule appartenenti ad un
soggetto sano. La concentrazione cellulare tende a diminuire al secondo giorno

per poi rimanere costante.
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Grafico 14: Test Trypan Blue: variazione della vitalita cellulare nel tempo. La

vitalita tende leggermente a diminuire con il passare del tempo.
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Grafico 15: Test MTT: variazione della vitalita cellulare nel tempo. La vitalita

tende leggermente a diminuire con il passare del tempo.
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I linfoblasti di un soggetto sano, dopo 3 giorni di coltura, sono stati trattati con
concentrazioni scalari di rtMnSOD: 20, 2 e 0,2 pg/mL. Dopo il trattamento

cellulare ¢ stata valutata la vitalita mediante il test Trypan Blue:

Campione 11 Trypan Blue
Controllo: campione non trattato 100 % vive
Cellule+rMnSOD 20 ug/mL 57 % vive
Cellule+rMnSOD 2 pg/mL 99 % vive
Cellule+rMnSOD 0,2 pg/mL 99 % vive

Dai risultati del test Trypan Blue dopo trattamento, si evince che la rMnSOD
non ha effetto tossico sui linfoblasti appartenenti al soggetto sano, fatta
eccezione per la concentrazione piu alta pari a 20pug/mL. Infatti, ¢ stato
ipotizzato che ad alte concentrazioni la rMnSOD diventi tossica per le cellule,
inducendo la necrosi cellulare.

Per la rivelazione immunocitochimica della rMnSOD sono state utilizzate
tecniche di immunocitochimica in microscopia ottica ed elettronica.

Dalle Fig. 18-19 ¢ evidente la marcatura citoplasmatica all’interno delle cellule
ex vivo, per cul la proteina rMnSOD riesce ad entrare in gran parte delle
cellule, e cid0 & dimostrato anche dalla conta delle cellule marcate al

microscopio ottico:

Campione 12 (controllo) 0%
Campione 12 (20 ug/mL) | 75%
Campione 12 (2 ug/mL) 70%
Campione 12 (0,2 pg/mL) | 60%
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Fig.18: Linfoblasti appartenenti ad un soggetto sano osservati al microscopio
ottico. In a controllo (scale bar= 2 um); in b linfoblasto trattato con 20 pg/mL di
rMnSOD che mostra rottura della membrana superficiale, segno di necrosi (scale

bar= 1,8 um). In c linfoblasto trattato con 2 pg/mL di rtMnSOD (scale bar=2 um) e
ind linfoblasto trattato con 0,2 pg/mL di rMnSOD (scale bar= 1,8 um) che non

mostrano alcuna alterazione morfologica.

98



Fig.19: Linfoblasti di un soggetto sano osservati al TEM. In a-b controllo; in c-d
linfoblasto trattato con 20 pg/mL di tMnSOD che mostra rottura delle membrane
interne e superficiali, segni di necrosi; in e-f linfoblasto trattato con 2 pg/mL di
rMnSOD con marcatura citoplasmatica.
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Fig.20: Espressione delle proteine Bcl2 e Bax dei linfoblasti non trattati e det
linfoblasti trattati con concentrazioni scalari di rMnSOD appartenenti ad un
soggetto sano. I linfoblasti in seguito al trattamento esprimono solo

I’antiapoptotico Bcl2.

Dunque, dai dati ottenuti si pud dedurre che la rtMnSOD a basse concentrazioni (2

e 0,2 ng) entra nei linfoblasti dove non esercita un effetto tossico.
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4.6 Trattamento con la proteina rMnSOD delle linee stabilizzate di LLA T
(Jurkat)

La proteina tMnSOD ¢ stata testata anche su linee stabilizzate di LLA T
(Jurkat), in modo da confermare le ipotesi fatte su cellule ex vivo circa I’effetto
della rMnSOD. Prima di effettuare il trattamento con la rtMnSOD sono stati
effettuati: la conta cellulare mediante contaglobuli automatizzato e i saggi di
vitalita Trypan Blue e MTT. Inoltre, per monitorare le condizioni cellulari ed
eventuali cambiamenti morfologici, le cellule sono state osservate al

microscopio ottico invertito.

Conta
cellulare Trypan Blue MTT Morfologia
Cellule MR. DA. Clump
Jurkat 800000/mL 100% 96% presenti
MR: Morfologia regolare; DA: Densita alta

Le cellule Jurkat sono state trattate per 5 ore con concentrazioni scalari di
™MnSOD: 20, 2, 0,2 e 1, 0,1 pug/mL. Dopo il trattamento cellulare ¢ stata

valutata la vitalita mediante il test Trypan Blue:

Trypan
Campione Blue
Controllo: campione non trattato 100% vive

Cellule Jurkat + rMnSOD 20 pg/mL 3% vive
Cellule Jurkat + rtMnSOD 2 pg/mL 43% vive
Cellule Jurkat + rMnSOD 1 ug/mL 73% vive
Cellule Jurkat + rMnSOD 0,2 pg/mL | 60% vive
Cellule Jurkat + rMnSOD 0,1 pg/mL | 80% vive

Dai risultati del test Trypan Blue ¢ evidente che piu sono alte le concentrazioni
della rtMnSOD piu ¢ alta la mortalita, confermando 1 risultati ottenuti sulle

cellule ex vivo.
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Dalle Fig. 21-31 ¢ evidente la marcatura citoplasmatica all’interno delle cellule
Jurkat, per cui la proteina rtMnSOD riesce ad entrare in gran parte delle cellule,

e ci0 ¢ dimostrato anche dalla conta delle cellule marcate al microscopio ottico:

Jurkat (controllo) 0%
Jurkat (20 pg/mL) 100%
Jurkat (2 pg/mL) 73%
Jurkat (1 pg/mL) 70%
Jurkat (0,2 pg/mL) 60%
Jurkat (0,1 pg/mL) 40%
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Fig.21: In a-b-c cellule Jurkat non trattate con rMnSOD osservate al microscopio

ottico. Non si osserva marcatura citoplasmatica.
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Fig. 22: In a-b-c-d cellule Jurkat trattate con 20 ug/mL di rMnSOD osservate al
microscopio ottico. Si osserva un’intensa marcatura citoplasmatica e lisi cellulare a

vari stadi, caratteristiche di necrosi.
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Fig. 23: In a-b-c-d-e-f-g-h cellule Jurkat trattate con 2pg/mL di rtMnSOD osservate

al microscopio ottico. Le cellule mostrano evidente marcatura e diversi stadi di

frammentazione nucleare, segno di apoptosi.
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Fig. 24: In a-b-c-d-e-f-g-h cellule Jurkat trattate con 2pg/mL di tMnSOD osservate
al microscopio ottico. Le cellule mostrano evidente marcatura e frammentazione

nucleare completa, segno di apoptosi.
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Fig. 25: In a-b-c-d cellule Jurkat trattate con 2pug/mL di rMnSOD osservate al

microscopio ottico. Le cellule mostrano evidente marcatura e frammentazione

citoplasmatica, segno di apoptosi.
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Fig.26: In a-b-c-d cellule Jurkat trattate con 1 pg/mL di rMnSOD osservate al
microscopio ottico. Le cellule mostrano evidente marcatura, frammentazione

citoplasmatica (a, b) e iniziale frammentazione nucleare (c, d), segni di apoptosi.
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Fig.27: In a-b-c-d cellule Jurkat trattate con 0,2pg/mL di rMnSOD osservate al

microscopio ottico. Le cellule mostrano frammentazione citoplasmatica e nucleare,

segni di apoptosi.
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Fig.28: In a-b-c-d cellule Jurkat trattate con 0,1pg/mL di tMnSOD osservate al
microscopio ottico. Le cellule mostrano frammentazione citoplasmatica e nucleare,

segni di apoptosi.
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Fig.29: Cellule Jurkat osservate al TEM. In a-b controllo. In c-d cellule Jurkat
trattate con 20pg/mL che mostrano rottura delle membrane superficiali, segno di
necrosi € marcatura citoplasmatica. In e-f cellule Jurkat trattate con 1pg/mL di
rMnSOD mostrano frammentazione nucleare (caratteristica di apoptosi) e
marcatura citoplasmatica (particelle di oro colloidale di 10 nm ©).
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Fig.30: In a-b-c-d-e-f cellule Jurkat trattate con 2 pg/mL di rMnSOD, osservate al
TEM. E evidente la marcatura con particelle di oro colloidale di 10 nm @ sia a
livello citoplasmatico (b, d, f) che mitocondriale (f). E evidente I’iniziale (a) e

completa (c, €) frammentazione nucleare e citoplasmatica (c), segni di apoptosi.
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Fig. 31: In a-b cellule Jurkat trattate con 0,1 pug/mL di rtMnSOD osservate al TEM,
¢ evidente la marcatura citoplasmatica e nucleare con particelle di oro colloidale di
10 nm @. In c-d cellule Jurkat trattate con 0,2 ug/mL di tMnSOD osservate al
TEM, ¢ evidente la marcatura citoplasmatica e nucleare con particelle di oro

colloidale di 10 nm Q.
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Fig. 32: Espressione delle proteine pro-apoptotico Bax e antiapoptotico Bcl2 in
cellule Jurkat trattate con rMnSOD a diverse concentrazioni (20, 2, 1, 0,2 ¢ 0,1

ug/mkL).

I dati ottenuti sulle linee stabilizzate (Jurkat) confermano 1 risultati ottenuti sulle
cellule di LLA T ex vivo. In particolare sia i risultati di immunocitochimica in
microscopia ottica che elettronica (frammentazione nucleare e citoplasmatica) che i
risultati di biologia molecolare (maggiore espressione dell’apoptotico Bax e
modulazione negativa dell’anti-apoptotico Bcl2) mostrano che 2 pg/mL di
rMnSOD ¢ la dose ottimale per attivare 1’apoptosi all’interno delle linee

stabilizzate di LLA T (Jurkat).
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5. CONCLUSIONI

Nella cura dei malati oncologici in eta pediatrica deve essere prestata la
massima attenzione ai problemi psico-emozionali che I’evoluzione della
malattia comporta oltre alla sofferenza per la sintomatologia fisica.

Attenzione va posta anche agli effetti collaterali spesso legati alla tipologia di
terapia a cui ¢ sottoposto il paziente e di come questi effetti indesiderati
influenzino la sua percezione della Qualita di Vita. La terapia piu utilizzata
oggi per il trattamento delle leucemie linfoblastiche acute in eta pediatrica
prevede 1’utilizzo di protocolli complessi comprendenti “cocktails” di
chemioterapici con diversi cicli di consolidamento dopo 1’ottenimento della
remissione completa (Graux et al., 2011). I pazienti con una mancata risposta a
questi trattamenti vengono considerati ad alto rischio di recidiva e quindi
trattati con protocolli internazionali ancora piu complessi o candidati al
trapianto come ultima possibilita (Foster et al., 2011, Hunger et al., 2011).
Tuttavia, I’ eventuale non disponibilita di donatori compatibili e la valutazione
delle possibili complicanze (infezioni secondarie, graft versus host disease)
fanno si che non si possa sempre ricorrere al trapianto di midollo osseo, con il
risultato di una prognosi infausta.

La chemioterapia, se da un lato consente la remissione/guarigione in alcune
forme di leucemie pediatriche (per esempio la LLA B common), dall’altro pur
determinando la riduzione/scomparsa delle masse tumorali, distrugge
completamente il midollo osseo emopoietico e le difese immunitarie
dell'organismo, con il risultato che quest'ultimo rimane debilitato ed esposto a
ricadute e/o a infezioni opportunistiche, talora fatali. Per di piu, lo smaltimento
della tossicita dei chemioterapici richiede molto tempo (mesi e mesi), molto
piu della durata di ogni ciclo, per cui quando ci si sottopone alla chemio

successiva in genere non si ¢ potuto ancora smaltire I’effetto tossico della
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precedente. Come viene riportato nella stessa documentazione dei farmaci da
chemioterapia, dosi poco superiori a quelle consigliate, risultano, infatti,
pericolose o mortali nel 100% dei casi, tanto che una persona sanissima
potrebbe non sopravvivere ad una chemioterapia ad alte dosi. La valutazione
etica di tali trattamenti deve tenere conto, inoltre, della potenziale
cancerogenicita dei chemioterapici, che possono indurre essi stessi altri tumori
nell’organismo debilitato ed anche degli effetti collaterali del trattamento
chemioterapico (vomito, caduta dei capelli, depressione ecc.) che alterano la
qualita di vita del malato oncologico e che contribuiscono ad accentuare il suo
stato di dolore e fatigue.

Pertanto, ¢ un imperativo etico per la ricerca oncologica rivolgere 1’attenzione
allo studio di terapie alternative, per esempio a base di farmaci biotecnologici,
detti anche farmaci “intelligenti”, ovvero sostanze dirette contro un preciso
bersaglio molecolare all’interno della cellula cancerosa o qualsiasi altra
molecola efficace nella riduzione del tumore e capace di limitare gli effetti
collaterali provocati dalle attuali terapie . E da tenere presente che le aziende
farmaceutiche hanno poco interesse ad investire nello sviluppo di nuovi
farmaci per la popolazione oncologica pediatrica, per motivi di natura
economica, essendo ristretto il numero di pazienti utilizzatori di tali farmaci.
Una molecola di recente scoperta, buona candidata per una terapia alternativa,
¢ la rtMnSOD, un agente biologico non tossico per le cellule sane, capace di
indurre selettivamente morte cellulare e inibizione della crescita in numerose
linee cellulari tumorali (MCF-7, OVCAR-3, MIA PaCa 2, A375, NCI-28)
(Mancini et al., 2006; Mancini et al., 2008). Il sorprendente effetto della
rMnSOD ¢ dovuto alla sua abilita di entrare, grazie al suo peptide leader, in
tutte le cellule e di esplicare un’azione tossica sulle sole cellule tumorali.

I dati presentati in questo lavoro hanno dimostrato come il peptide leader della
rMnSOD sia in grado di entrare all’interno delle cellule leucemiche. I risultati

ottenuti su cellule ex vivo in seguito al trattamento con il peptide leader
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coniugato a cisplatino ed epirubicina non sono stati molto soddisfacenti,
probabilmente perché i1 due citostatici utilizzati non sono efficaci nel
trattamento delle leucemie linfoblastiche acute in eta pediatrica. In seguito al
trattamento con la proteina rMnSOD, delle cellule ex vivo di LLA B e T e delle
linee cellulari stabilizzate (cellule Jurkat), ¢ stata ottenuta, invece, una marcata
diminuzione della vitalita cellulare, dimostrando cosi I’efficacia della rMnSOD
nei confronti delle cellule neoplastiche trattate. Le osservazioni morfologiche
hanno consentito, inoltre, di supporre che le cellule trattate con rMnSOD alle
concentrazioni di 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,2 pg/mL e 0,1 pg/mL siano state
indotte all’ apoptosi (morte cellulare programmata), come dimostrato dalla
condensazione della cromatina, dalla frammentazione nucleare e dalla
vescicolazione citoplasmatica osservate.

L’induzione dell’apoptosi in seguito al trattamento con rMnSOD, va
essenzialmente ricondotta alla produzione ed accumulo di perossido d’idrogeno
nelle cellule leucemiche a causa del ridotto livello di catalasi presente nelle
cellule neoplastiche (Battisti et al., 2008).

L’entita delle alterazioni morfologiche osservate nelle cellule trattate con
rMnSOD alla concentrazione di 2 pg/mL ha suggerito che questa
concentrazione sia la piu efficace, tra quelle sperimentate. Tale dato ¢ stato
confermato dai risultati di biologia molecolare, infatti la massima espressione
dei geni proapoptotici (Bax) e la minima espressione dei geni antiapoptotici
(Bcl-2) ¢ stata osservata proprio nelle cellule trattate con 2 pg/mL. Al
contrario, nelle cellule trattate con rMnSOD a concentrazioni superiori (30, 20,
15, 10 pg/mL), le analisi molecolari non hanno mostrato attivazione dei geni
proapoptotici; le cellule leucemiche sono quindi morte per necrosi (morte per
cause non naturali). La rMnSOD, infatti, ad alte concentrazioni diventa
citotossica e induce la lisi, di conseguenza la morte, sia delle cellule

neoplastiche che delle cellule sane.
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Quindi, la rMnSOD entra nelle cellule leucemiche per effetto della sua
porzione leader e, grazie alla sua capacita di indurre, a basse concentrazioni (2
ug/mL), la produzione di elevate quantita di perossido d’idrogeno, ne inibisce
la proliferazione, uccidendole; nello stesso tempo svolge un effetto benefico
sulle cellule sane nelle quali le elevate quantita di H,O, prodotte, vengono
convertite dalle catalasi in ossigeno ed acqua, determinando cosi una benefica
ossigenazione delle stesse. Pertanto, la rMnSOD potrebbe rivelarsi un efficace
farmaco antitumorale, non tossico come i1 chemioterapici, per il trattamento
delle leucemie ad alto rischio; rispettando cosi 1 canoni etici che prevedono
I’utilizzo di farmaci efficaci che non inducano effetti collaterali. Il suo peptide
leader che si ¢ dimostrato capace di penetrare all’interno delle cellule
leucemiche potrebbe alternativamente, essere utilizzato quale carrier di
citostatici a dosi ridottissime limitando notevolmente gli effetti collaterali.
Occorrera effettuare altri esperimenti per definire il tipo di chemioterapico
efficace a dosi micro molari per la cura della leucemia linfoide ad alto rischio

nei pazienti pediatrici, a prognosi infausta.
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"L'unico modo di fare un ottimo lavoro € amare quello che fai.
Se non hai ancora trovato cio che fa per te, continua a cercare,
non fermarti, come capita per le faccende di cuore, saprai di
averlo trovato non appena ce l'avrai davanti. E, come le grandi
storie d'amore, diventera sempre meglio col passare degli anni.
Quindi continua a cercare finché non lo troverai.

Non accontentarti. Sii affamato. Sii folle."

(Steve Jobs)
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