' Universita della Calabria

Dottorato di ricerca in

“Farmacologia e Bioulta della Morte Cellulare”
XXIII Ciclo

Profilo tossicologico dell’Olio Essenziale di Bergaotto
(Citrus Bergamia, Risspin vitro e caratterizzazione dei
meccanismi coinvolti.

Settore Scientifico Disciplinare BIO/14 Farmacobogi

Coordinatore

Chiar.mo Prof.
Giacinto Bagetta

Relatore Dottoranda
Chiar.ma Prof.ssa Dott.ssa Antonella Ciociaro
Maria Tiziana Corasaniti

Anno Aceaxlico 2010/2011



Y0 ] 8010 = T [ Y. !

L INTOAUZIONEG. .. e e e e e e e e e e e e T

1.1 L'olio essenziale di BergamottO..........c.uvuiieiieie e e e e e e e 7
1.2 Effetti farmacologici del BEO in modelli spmentali animali...........................11
1.2.1 Effetti farmacologici dei principali costita@del BEO................covevvevinnnnnn. 19
1.3 Approcci terapeutici per la cura del cancro.. 2 |
1.4 Meccanismi di resistenza ai farmaci antlneapﬂlas e e 34
1.4.1 Coinvolgimento della via PI3K/Akt nella tungnfne5| e chemlore5|stenza ........... 38

2. SCOPO AellA TSI .. ettt e e e 2

3. Materiali @ MeLOi......oe e e 44

3.1 Reagenti... "2 v
3.2 Colture ceIIuIarl e trattamentl ................................................................... 45
3.3 Studi di CItOtOSSICITA. .. ... ve e vt e e e e e e AT
3.3.1 Analisi CItoflUOIMETIICA. .. ...t e e 47
3.3.1. 1 Testdivitalitad FDA/PL. ... e e e e 50
3.3.1.2 Analisi della granulosita (SSC) e delle @sioni cellulari (FSC)...................52
3.3.1.3 Analisi dell'ipodiploidia cellulare (SUDB@........c.cvveiiiiiiiii e, 53
3.3.2 Test di esclusione dBlypan Blue.............ccociiiiii 2.4
3.3.3 Saggio MTT.. ....55
3.4 Valutazione deI poten2|ale d| membra,mi’,g) e deIIa morfolog|a del mltocondrl
3.5 Valutazione della produzione di specie reattiglossigeno (ROS)..................... 58

3.6 Analisi in microscopia a fluorescenza delletgiree del citoscheletro....................60
3.7 Preparazione dei lisati cellulari.............coooiiiiiiiiiii i e 61
3.8 Analisi Western-blot. ... e 02
3.9 Analisi statistica dei dati..........coooiiii i 63

O o 1Y 01| = (T 64

4.1 Riduzione della vitalita cellulare e alterazidelle caratteristiche morfologiche indotte
dal BEO in colture di neuroblastoma umano, SH-SYSY..........ccoooiiiiiiinn e, 64



4.2 1l trattamento con BEO induce alterazioni deitorfologia e del potenziale
mitocondriale AYy,) in colture di neuroblastoma umano, SH-SY5Y.................... 78

4.3 Le alterazioni mitocondriali e la morte cellgaindotte dal BEO in colture di
neuroblastoma umano SH-SY5Y, non sono associatstaliss ossidativo.................. 81

4.4 L’esposizione di colture SH-SY5Y a concentrazigtotossiche di BEO (0,02-0,03%)
induce attivazione di proteasi associate alla mmetiilare................cocoi i, 83

4.5 || BEO determina la riduzione dei livelli delthinasi Akt, in cellule SH-SY5Y...... 92

4.6 La caduta del potenziale di membrana mitocatel{\¥,,) precede la morte cellulare
e le alterazioni delle caratteristiche morfologichdotte dal BEO in colture di leucemia

mieloide cronica, K-562..........c.coiiiriiiiii e e (D
4.7 Effetti indotti dal BEO in colture di fibroblagli cuta umana, Hs 605.5k.........102
5. DISCUSSIONE. .. ...ttt iei et e et e et et ee e re e e teen e eneneneeenenenen 220, 100
B. Parte SPECIAIE. ... .oe ittt et e 125
7. BIBHOGrafia.......c.oou i 136



Sommario

L'utilizzo di prodotti contenenti estratti vegetatiompresi gli oli essenziali, € ampiamente
diffuso nell'industria cosmetica, alimentare e fageutica; tuttavia, i meccanismi alla base
dei loro effetti risultano spesso non caratterizzat

Nel presente lavoro di tesi sono stati indagateeffietti dell’olio essenziale di bergamotto
(Citrus bergamia Risso) in colture di neuroblastoma umano, SH-SY&Yeucemia mie-
loide cronica, K-562, ed in cellule con fenotipamale, in particolare, colture di fibrobla-
sti di cute umana, Hs 605.Sk. Lo studio e statoltdvalla caratterizzazione della citotossi-
cita indotta dal BEO e all'identificazione dei maogsmi implicati.

| risultati ottenuti dimostrano che I'olio essereiai bergamotto (BEO) riduce la vitalita
cellulare in colture SH-SY5Y e K-562 quando impigega concentrazioni superiori allo
0,01%. Tale effetto risulta concentrazione- e terdipendente. In tali linee cellulari, a se-
guito del trattamento con il BEO, alcune cellulegentano un fenotipo necrotico, altre le
caratteristiche dell'apoptosi.

La morte cellulare non si associa ad aumentataugrode di specie reattive dell’ossigeno
(ROS); compatibilmente con un meccanismo di moi@SRndipendente, I'antiossidante
N-acetil-cisteina non previene gli effetti sulldalita cellulare indotti dal BEO. In tali con-
dizioni sperimentali, la morte cellulare & precedda un rapido collasso del potenziale di
membrana mitocondrialeA¥,). Nelle cellule SH-SY5Y, oltre ad un’alterazionelld
morfologia mitocondriale, il BEO induce una riorgazazione delle proteine del citosche-

letro, perdita dell'integrita di membrana e ridurodel volume cellulare. Il danno cellula-



re interessa anche il nucleo ed una percentuatéfisagiva di cellule presenta ipodiploi-
dia.

L’esposizione delle cellule SH-SY5Y a concentrazidtotossiche di BEO induce attiva-
zione della caspasi 3 e clivaggio di PARP; in jpaltre, il pattern di quest’ultimo, non é
compatibile con la sola attivazione della caspasiuggerendo I'attivazione di altre fami-
glie di proteasi. Tuttavia, I'inibizione farmacolog delle calpaine e delle catepsine me-
diante pretrattamento con MDL 28170 ed E-64d, tismamente, non previene la morte
delle cellule SH-SY5Y indotta dal BEO, mentre unarzmle protezione e conferita
dall'inibitore delle caspasi, Z-VAD-fmk, che riduge maniera significativa la percentuale
di cellule apoptotiche lasciando inalterata la petaale di cellule che vanno incontro a
morte per necrosi.

Concentrazioni citotossiche di BEO interferisconatee con i meccanismi di sopravviven-
za cellulare come suggerito dalla riduzione dedstdrilazione della chinasi Akt. Inoltre,
'aumento dell’attivita proteolitica indotta dal BEdetermina degradazione di Akt e ridu-
zione dei sui livelli intracellulari.

L’esposizione al BEO di colture di fibroblasti dite umana, Hs 605.Sk, documenta un
profilo tossicologico differente rispetto a quetisservato in colture SH-SY5Y e K-562. La
morte cellulare, valutata dopo 24 ore di espos&iahfitocomplesso, presenta prevalente-
mente le caratteristiche della necrosi; inoltrsaes osserva solo con concentrazioni supe-
riori allo 0,02%, indicando una minore sensibilitai fibroblasti agli effetti citotossici del
BEO rispetto alle cellule tumorali.

Nel complesso, i risultati ottenuti dimostrano dH8EO riduce la vitalita di cellule in pro-

liferazione attivando diverse vie di morte. La coensione dei meccanismi attraverso i



quali i diversi costituenti del BEO interagisconer pndurre necrosi ed apoptosi potrebbe
essere utiimente sfruttata in chemioterapia antirahe dove spesso l'inefficacia dei trat-
tamenti farmacologici e riconducibile ai difettilktepoptosi presenti nelle cellulari tumo-
rali.

Inoltre, considerando il diffuso impiego del BEOaromaterapia e la carenza di studi tos-
sicologici, i risultati ottenuti nel presente studiuggeriscono che i prodotti a base di tale
olio essenziale debbano essere utilizzati con Eatecomunque, a diluizioni appropriate,
soprattutto quando impiegati mediante applicazidinetta sulla cute e per periodi prolun-

gati.



1. Introduzione

1.1 L’olio essenziale di Bergamotto.

Il bergamotto Citrus bergamia, Risspe un agrume appartenente alla famiglia delka-
cee genereCitrus, che cresce prevalentemente in una limitata aela dosta Calabrese
(Fig. 1.12).

La specie coltivata in Calabria eéValgarisdistinta in tre cultivar sulla base delle caratte-
ristiche morfologiche sia della pianta che @eitto ovvero: Femminello, Castagnare
Fantastico.

Quest'ultima cultivar rappresenta circa I'80% dedlante di bergamotto coltivate ed é ca-

ratterizzata da una resa elevata e da un’ottimbtguk olio essenziale.

Fig. 1.1) Citrus bergamia



Anche se piante di bergamotto sono coltivate inorggdell’Africa, € in Calabria che la
pianta da il meglio dei suoi frutti poiché e in gteeregione che sono soddisfatte le condi-
zioni microclimatiche favorevoli al suo sviluppo.

La crescita della pianta e la resa in olio essémai@no favorite in terreni argilloso-calcarei
(con un pH compreso tra 6,5 e 7,5), meglio se tibitaone collinari e ben soleggiate. Le
temperature ottimali per la crescita, favorita degfienti irrigazioni, sono comprese tra i
13-30°C.

Dalle parti piu esterne del frutto (esocarpo edapio) ed in parte dal mesocarpo viene ot-
tenuto I'olio essenziale di bergamotto. Il processtrattivo viene effettuato per spremitura
a freddo, in accordo con quanto previsto dalla Baopea Ufficiale Italiana (1991).

L’olio essenziale si presenta come un liquido lidapdi colore giallo-verde, costituito da
una frazione volatile (circa il 93-96%) ed un remichon volatile (4-7%).

Attraverso 'analisi quali-quantitativa dell’olio @nerso che la frazione volatile € compo-
sta da idrocarburi monoterpenici e sesquiterpghimbnene,a- e B-pinene,p-mircene,y-
terpinene, terpinolene, sabinefidhisabolene) e derivati ossigenati (linalolo, neraera-
niale, acetato di linalile, acetato di nerile, atetdi geranile) mentre la frazione non volati-
le contiene cere, flavoni polimetossilati, cumarimepsoraleni come il bergaptene (5-
metossipsoralene) e la bergamottina (5-geranilssstene) (Dugo et al., 2000; Mondello
et al.,1993).

A causa delle richieste di mercato imposte dallistda cosmetica, gli oli essenziali, ven-
gono deprivati di costituenti come il bergapteriev@noterpeni idrocarburi; il primo é re-
sponsabile delle reazioni di fototossicita delbofZzaynoun et al.,1977), mentre i monoter-

peni idrocarburi, oltre che risultare irritanti darcute (Karlberg et al., 1992), sono mole-



cole particolarmente instabili in quanto vanno mico a processi di ossidazione (Karlberg
et al., 1992; Neuenschwander et al., 2010) e posatiarare le proprieta organolettiche
degli oli essenziali.

L’analisi della frazione volatile, condotta condas-cromatografia ad alta risoluzione ac-
coppiata alla spettrometria di massa (HRGC/MS),pbanesso di separare i numerosi
composti presenti, spesso chimicamente molto sinailloro, o presenti solo in tracce. In
particolare, I'applicazione di tale tecnica ha pesso di identificare la presenza, nell'olio
di bergamotto estratto a freddo, di 78 componé&fdirfera et al., 2003).

Il linalolo e I'acetato di linalile caratterizzam® note olfattive dell’'olio ed il loro contenuto
e considerato un indice di qualita del prodottojasso rapporto linalolo/ acetato di linali-
le e considerato un indice di buona qualita pesskmza dell’'olio di bergamotto (Statti et
al., 2004).

Accanto a queste considerazioni, I'analisi che abiimente piu delle altre fornisce infor-
mazioni valide per la determinazione della quaditdella genuinita dell’'olio, e lo studio
della distribuzione enantiomerica dei componergni@omposto chirale, infatti, € presente
nell'olio con un caratteristico rapporto enantioroer(Verzera et al, 2003). Il linalolo ed il
linalile acetato presentano, negli oli estrattredfio, un eccesso dell'isomero (-), mentre |l
limonene dell'isomero (+); I'isomero (-) prevalel rfepinene, sabinene e terpinen-4-olo,
mentre I'isomero (+) nelti-terpinolo.

Durante la stagione produttiva, i rapporti enanga del linalolo, linalile acetato e limo-
nene si presentano costanti, quelli iginene e del sabinene variano entro limiti piutios
piccoli, mentre quelli del terpinen-4-olo variano rnaniera irregolare (Mondello et al.,

1998).



L’analisi della distribuzione enantiomerica dei titoenti del BEO, inoltre, permette di a-
vere informazioni sul periodo di produzione e stdlanologia di estrazione utilizzata. La
presenza di sostanze, naturali o di sintesi, djirei diversa da quelle presenti nel berga-
motto determina una variazione del rapporto enamicco dei componenti originali
dell’'olio, evidenziabile anche in seguito a piccatigiunte (Verzera et al., 2003).

Allo scopo di tutelare la qualita e la genuinitd’dBo essenziale di bergamotto, il Con-
sorzio del bergamotto di Reggio Calabria si avdaia Legge Regionale 5 febbraio 1977,
n° 7 (Norme sul conferimento obbligatorio dell’esz& di bergamotto. BUR n° 10; 11
febbraio 1977). La legge prevede che tutte le egsdnbergamotto prodotte annualmente
debbano essere obbligatoriamente consegnate abansli Reggio Calabria (art. 2; art.
3) e che I'essenza venga estratta a freddo dai diubergamotto che abbiano raggiunto la
cosiddetta “maturazione tecnologica” (art. 4). treylin base al punto 2 dell’articolo 13
della stessa Legge, i diversi campioni di esseergano sottoposti ad un’analisi chimica
presso la Stazione Sperimentale per I'industriiededsenze e dei derivati degli agrumi di
Reggio Calabria. In base all’articolo 14 le partiieessenze verranno poi classificate da
una commissione di valutazione merceologica chébaita un coefficiente variabile da
0.90 a 1.10 alle partite dichiarate pure e chepresentano difetti organolettici.

Dal 1999 la produzione calabrese dell'olio essdezia bergamotto di Reggio Calabria é
tutelata da Denominazione di Origine Protetta (P.Dche la Comunita Europea ha con-

cesso nel marzo 2001 (Reg. CE n. 509/01, GUCE dlef86/03/01).
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1.2 Effetti farmacologi del BEO in modelli sperimetali animali

Negli ultimi anni, sono stati condotti diversi stiggperimentali che hanno permesso di am-
pliare le conoscenze relative alle proprieta temtipee dell'olio essenziale di bergamotto,
gia impiegato da moltissimi anni in medicina popeleome antisettico ed antielmintico.
Molti componenti degli oli essenziali sono in grado attraversare la barriera emato-
encefalica (BEE) ed entrare nel sistema nervostralen(SNC) dopo inalazione, applica-
zione transdermica, somministrazione intraperittn@a.), sottocutanea (s.c.) 0 sommini-
strazione orale. Per queste ragioni gli oli ess#nzome quello di bergamotto, trovano
applicazione in aromaterapia, una medicina comphtane molto diffusa nei paesi indu-
strializzati. Benché non siano del tutto compresédsi razionali degli effetti esercitati,
'aromaterapia € ritenuta un valido approccio tetdgo per migliorare 'umore, lenire
I'ansia da stress, la depressione ed il doloreicoo(Brooker et al., 1997; Perry & Perry,
2006).

Numerosi dati sono stati raccolti a supporto deffletti esercitati dal BEO a livello del
SNC di ratto. In particolare, attraverso tecnicheldttroencefalografia (EEG) sviluppate
per monitorare aree discrete del SNC e correlard@anenti comportamentali a variazio-
ni dello spettro EEG (vedi Bagetta et al., 198&tato riscontrato che la somministrazione
sistemica di dosi crescenti (100, 250, 5&g, i.p.) di BEO causa una sequenza di effetti
sedativi e stimolanti, correlati alla dose. Un antoe della locomozione e
dell'atteggiamento esplorativo, correlato ad un enta delle bande ad alta frequenza dello
spettro EEG, si osserva in seguito alla sommamstne di 250ul/Kg, mentre dosi piu
basse sono associate ad una protratta immobililiaeimento delle bande a bassa fre-

guenza (Rombola et al., 2009). Questi effetti sattobuibili a componenti presenti nella
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frazione volatile dell’olio dal momento che la fraize priva di bergaptene determina effet-
ti sovrapponibili a quelli precedentemente descritt

Ulteriori dati a supporto degli effetti esercitd@al BEO a livello del SNC derivano dalle
osservazioni fatte da Saiyudthong e Marsden (264 )descrivono I'effetto ansiolitico in-
dotto dal fitocomplesso, nel ratto. In particola&estato dimostrato che l'inalazione di BEO
(1-5%) riduce le risposte comportamentali asso@#testress con un effetto sovrapponi-
bile a quello indotto dalla somministrazione dizdgipam (1 mg/kg, i.p.). Anche le risposte
ormonali indotte dallo stress vengono modificatffidalazione di BEO (2.5%), come di-
mostrato dalla significativa riduzione dei liveimatici di corticosteronéSaiyudthong &
Marsden, 2011).

Recenti evidenze sperimentali ottenuteisigitro chein vivo, nel ratto, hanno dimostrato
la capacita del BEO di modulare la trasmissionagina. L'olio essenziale somministrato
per via sistemica o microinfuso nell’ippocampo, ffice le concentrazioni sinaptiche di
neurotrasmettitori eccitatori e inibitori (Morroeeal., 2007).

In particolare, attraverso tecniche di microdiatisrebrale, e stato riscontrato che la som-
ministrazione sistemica di BEO aumenta i livellirexellulari di glicina, aspartato e tauri-
na nell'ippocampo con un meccanismo calcio’(zdipendente. In esperimenti condotti
utilizzando un fluido cerebrospinale artificialévar di C&”, infatti, non si osserva tale ri-
lascio, suggerendo che il fitocomplesso possaenftare i meccanismi esocitotici di rila-
scio dei neurotrasmettitori (Morrone et al., 2007).

Negli stessi studi e stato dimostrato che la sonstnazione focale dell’olio diluito 1:1,
microinfuso attraverso sonde per microdialisi inmpgdie a livello ippocampale, incrementa

significativamente i livelli extracellulari di glammato (GLU) e determina un trend
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all'aumento dei livelli extracellulari di acidpammino-butirrico (GABA), con un mecca-
nismo C4&'- dipendente, come osservato dopo somministrazistensica.

Diversamente, la microinfusione di BEO non diluitetermina un aumento dei livelli e-
xtracellulari di tutti gli aminoacidi studiati, cam meccanismo G&indipendente.

I meccanismi implicati nel rilascio di neurotrastieti indotto dal BEO sono stati indagati
in vitro, impiegando preparazioni di sinaptosomi ottenalfigpocampo di ratto.

Il sistema sperimentale adottato, lavorando in sup®ne, assicura che ogni composto ri-
lasciato venga rimosso e che non possa interagiteeeentuali bersagli presinaptici pre-
senti sulla membrana esterna dei sinaptosomi (irtegpri o recettori presinaptici) (Raiteri
et al., 1984). | suddetti bersagli non vengono patiuda ligandi, a meno che appropriati
ligandi non siano aggiunti al mezzo di superfusione

In queste condizioni sperimentali e stato seguititascio mediato dal BEO di glutammato
endogeno e dell’analogo, non metabolizzabll¢,D-aspartato. | risultati ottenuti hanno
dimostrato che il BEO determina un rilascio congibne-dipendente dei due aminoaci-
di. Il rilascio di ®H-D-aspartato indotto da basse diluizioni (1:30@00)BEO & CA&'-
indipendente e sensibile all'azione del DL-TBOA, imibitore selettivo dei trasportatori
degli aminoacidi eccitatori (Shimamoto et al., 1P98i0 suggerisce come i trasportatori
lavorino con un meccanismo inverso dopo I'espoarial fitocomplesso per mediare il ri-
lascio di glutammato.

Impiegando alte diluizioni di BEO (1:10000), al ¢xamio, solo il 50% del rilascio dH-D-
aspartato € prevenuto dal DL-TBOA mentre il rilasdella restante parte € sensibile

allomissione del C4, in linea con l'ipotesi che basse concentraziaeli filocomplesso

-13-



determinano un rilascio esocitotico di glutammagtippocampo di ratto (Morrone et al.,
2007).

Le evidenze sperimentali ottenutevivo edin vitro (Morrone et al., 2007) permettono di
trarre le stesse conclusioni circa il meccanismalaécio di aminoacidi eccitatori indotto
dal BEO che risulta di tipo esocitotico per le lgassncentrazioni del fitocomplesso, pos-
sibilmente dovuto alla stimolazione di recettoreginaptici presenti sulle terminazioni
nervose, mentre alte concentrazioni di BEO deteainorun rilascio carrier-mediato ed in-
dipendente dall'esocitosi (Attwell et al., 1993 VL& Raiteri, 1993).

Sebbene il/i costituenti responsabili degli effedservati non siano stati ancora individua-
ti, evidenze sperimentali ottenute mediante l'ingpiedi specifiche frazioni dell'essenza
naturale suggeriscono che questo o questi debbsserecricercati fra i terpeni presenti
nella frazione volatile dell’olio. Infatti, mentta frazione deprivata di bergaptene produce
effetti sovrapponibili a quelli indotti dal fitocgptesso, I'utilizzo della frazione deterpenata
non modifica il rilascio di aminoacidi eccitatoM¢rrone et al., 2007).

Altri dati interessanti circa le proprieta terapel¢ del BEO derivano dall'impiego del fi-
tocomplesso in un modello di ischemia cerebralal®dsperimentalmente indotta nel ratto
(Amantea et al., 2009). L’ischemia cerebrale deiteanman aumento dei livelli extracellula-
ri di neurotrasmettitori eccitatori in conseguedzan aumentato rilascio dalle terminazio-
ni nervose, della riduzione dell’attivita dei trasgatori deputati al recupero degli stessi
dallo spazio sinaptico e, successivamente, dedliisione della direzione del trasporto da
essi operato (Rossi et al., 2000). Inoltre, l'autoedei radicali liberi (specie reattive
dell'ossigeno, ROS) i quali ossidano i trasporiatet glutammato, riducendone l'attivita,

contribuisce alla diminuita efficienza dei meccamisli ricaptazione del neurotrasmittore
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nelle fasi successive ad un evento ischemico (Tebtl., 1998). La concentrazione sinap-
tica di tali aminoacidi raggiunge, quindi, liveflatologici che contribuiscono al danno neu-
ronale causato dall’insulto ischemico.

E’ stato recentemente documentato che la somnaaistre intraperitoneale di BEO ridu-
ce, in maniera dose-dipendente, il volume di iofarbnseguente ad ischemia cerebrale
sperimentalmente indotta nel ratto mediante ocohesidell’arteria cerebrale media
(MCAO0) (Amantea et al., 2009). Nelle stesse comizsperimentali, 'impiego di tecniche
di microdialisi ha documentato che il BEO previ¢aemento dei livelli extracellulari de-
gli aminoacidi a carattere eccitatorio, glutammatb aspartato, che si osserva nella pe-
nombra ischemica subito dopo I'occlusione dellaateerebrale media (MCA). Tali effetti
sono osservati a dosi di BEO (0.5 ml/kg i.p.) dhesondizioni basali, non modificano i li-
velli extracellulari di neurotrasmettitori nella reeccia fronto-parietale (Amantea et al.,
2005). Ulteriori studi sono necessari al fine dibdlire se tale effetto sia legato ad
un’azione scavenger e antiossidante del BEO (Coitaga al., 2007) che previene il dan-
no ossidativo dei trasportatori del glutammato ouad normalizzazione dell’attivita e/o
della direzione del trasporto degli stessi (Morrenal., 2007).

Nello stesso modello sperimentale, oltre a preeef@umento dei livelli extracellulari di
glutammato ed aspartato che si verifica nella pdmanschemica subito dopo 'MCAQ, il
BEO aumenta la fosforilazione della chinasi Aktieudo dei suoi principali substrati,
GSK-33, che risulta altrimenti ridotta nella cortecciaraetwale a distanza di 24 ore
dall'insulto ischemico. Questo effetto e specifid@) momento che il pretrattamento con
BEO non altera i livelli di fosforilazione delladtatasi PTEN, tipicamente ridotta in corso

di ischemia (Amantea et a., 2009).
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La fosforilazione ed attivazione della chinasi &kun fenomeno funzionale alla sopravvi-
venza cellulare. Akt fosforila ed inattiva proteioeinvolte nella morte cellulare tra cui
Bad, caspasi-9 e GSK33prevenendo, quindi, il rilascio di citocromo d datocondri e
I'attivazione della caspasi 3 (Brazil & Hamming$02; Cardone et al., 1998; Grimes &
Jope 2001). La capacita del BEO di aumentare faritezione e, quindi, I'attivita di Akt,

e di particolare interesse dal momento che la neatezione nei confronti del danno i-
schemico cerebrale conferita da fattori neurotra&tcormoni (IGF-1, estrogeni, eritropoie-
tina) é stata correlata allaumento dei livellfasforilazione della chinasi Akt (Amantea et
al., 2005; Fukunaga & Kawano, 2003; Zhao et al0530

Gli esperimenti condottin vitro corroborano le evidenze ottenutevivo circa I'azione
neuroprotettiva del BECE’ stato, infatti, dimostrato che, in colture cédiu di neurobla-
stoma umano, SH-SY5Y, esposte all’eccitotossina dtitr-aspartato (NMDA), il pre-
trattamento con BEO (0,005-0,01%) protegge dallatencellulare attraverso un meccani-
smo che e dipendente dalla fosforilazione ed aibree della chinasi Akt (Corasaniti et
al., 2007). L’effetto neuroprotettivo del BEO éfaitti, revertito dal’LY294002, un inibito-
re della fosfatidil-inositolo 3 chinasi (PI3K) (\Has et al., 1994).

Sulla stessa linea cellulare I'effetto del BEO awhinasi Akt e stato confermato in condi-
zioni di deprivazione da siero. | livelli di fosf@zione della chinasi, ridotti dall'assenza di
fattori trofici nel mezzo, sono ripristinati dahttamento con il fitocomplesso che non alte-
ra, invece, il grado di fosforilazione nella poptane controllo (Corasaniti et al., 2007).
L’aromaterapia viene impiegata per lenire i doleeuromuscolari (Ferrel-Torry & Glick,
1993) oltre che nel migliorare 'umore dei pazieatietti da cancro (Wilkinson et al.,

2007). Studi recenti documentano che il BEO esmditetti antinocicettivi in modelli ani-
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mali di dolore (Bagetta et al., 2010; Sakurada.e2809, 2011), fornendo una base razio-
nale al diffuso impiego dell’'olio essenziale in maerapia.

La somministrazione sottocutanea di capsaicinacjgio attivo contenuto nelle bacche di
piante del gener€apsicum induce nei topini risposte nocicettive simili aetle ottenute
dalla somministrazione intraplantare di formaliGaKurada et al., 1992). Lo stimolo noci-
cettivo prodotto dall’iniezione intraplantare dipsaicina, che induce I'animale a leccare e
mordicchiare la parte interessata, € immediatolegedie durata (5 min) e puo essere ridot-
to dall'applicazione locale o dalla somministrazaistemica di morfina (Sakurada et al.,
1994).

E noto che la capsaicina agisce stimolando in margeessocché esclusiva le fibre affe-
renti di tipo C attraverso l'interazione con i rgoe vanilloidi di tipo | (TRPV-1) (Di
Marzo et al., 2002; Szallasi et al., 2007). In dqoemodello sperimentale di dolore,
I'iniezione intraplantare, ipsilaterale, di BEO (), 20ug) produce un significativo effetto
antinocicettivo; al contrario, I'iniezione contrtdaale al sito di iniezione della capsaicina,
non produce alcun effetto antinocicettivo, esclullenn’azione sistemica del BEO, a fa-
vore dell’effetto analgesico locale.

Altri oli essenziali, come quelli estratti dgalvia sclarea Thymus vulgarisLavandula
hybrida reydovare Lavandula angustifoliariproducono gli effetti antinocicettivi del BEO
nel test della capsaicina; I'azione € probabilmergerivibile ad uno o piu componenti di
natura monoterpenica essendo tutte le essenzegatpiparticolarmente ricche di linalolo
e/o acetato di linalile (Sakurada et al., 2009 cBgsivamente, infatti, € stato dimostrato

che il linalolo (2.5, 5, 1Qug) e l'acetato di linalile (10, 2fig), come il BEO (10, 2@9),
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riducono in maniera statisticamente significati@aisposta nocicettiva indotta dalla som-
ministrazione intraplantare di capsaicina nei tofffakurada et al., 2011).

L’effetto antinocicettivo rilevato con il test dell capsaicina pud essere mediato
dall'interazione dei costituenti del BEO di nattegpenica con i recettori oppioidi periferi-
ci. Ad avvalorare questa ipotesi, I'evidenza cledfétto antinocicettivo del linalolo, som-
ministrato per via sottocutanea, e ridotto dalnateamento con I'antagonista dei recettori
oppioidi, naloxone (Peana et al., 2004).

Il coinvolgimento del sistema oppioide nell’aziomealgesica del BEO é stato dimostrato
con la somministrazione di naloxone (2.0-8.0 mgikg) 10 min prima dell'iniezione in-
traplantare di BEO o linalolo e 20 min prima deli&zione intraplantare, ipsilaterale, della
capsaicina. In tali esperimenti, il naloxone haeréto I'effetto analgesico del BEO e del
linalolo (Sakurada et al., 2011). Inoltre, € s@eumentato che dosi inattive di BEOu®
i.p.) o linalolo (1,25ug i.p.) potenziano I'effetto antinocicettivo indottlalla morfina (1
mg/Kg, i.p. 0 100 pmol per via intratecale) e chle effetto e revertito dal (Sakurada et al.,
2011).

E noto che il dolore neuropatico & resistenteadtamento con gli oppiacei; pertanto, né la
somministrazione sistemica, né quella intratecalgpgiacei riducono la sintomatologia in
modelli sperimentali di dolore neuropatico nel gafMao et al., 1995; Ossipov et al.,
1995). Recentemente, e stato documentato che il BEGI/Kg s.c.) (Bagetta et al., 2010)
ed il linalolo (100 mg/Kg s.c.) (Berliocchi et aR009) attenuano significativamente
I'allodinia meccanica nel modello sperimentale diode neuropatico indotto dalla legatura
del nervo spinale nel topo. Tale effetto e dalatire, solo in parte, all’azione antiinfiam-

matoria del linalolo (Berliocchi et al., 2009).
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Altre evidenze sperimentali sulle proprieta delboéssenziale di bergamotto derivano dal
lavoro condotto da Mollace e collaboratori che fmanidenziato I'azione protettiva espli-
cata dalla frazione non-volatile del BEO (BEO-NV),un modello di angioplastica spe-
rimentale nel ratto (Mollace et al., 2008). In tat@dello, il danno meccanico a carico
dell’endotelio vasale causa proliferazione delldute della muscolatura liscia vasale e
formazione di un tessuto neointimale; inoltre, qogsocesso € associato a stress ossidati-
vo e ad aumento dell’espressione del recettore UQpér le lipoproteine a bassa densita
(LDL) ossidate. Il pretrattamento con il BEO-NVFluce la formazione della neointima,
I'accumulo di radicali liberi e 'espressione detettore LOX-1 suggerendo che gli antios-
sidanti naturali possono rappresentare una steatetapeutica importante per il trattamen-

to di disordini vascolari.

1.2.1 Effetti farmacologici dei principali costituenti del BEO

Gran parte della letteratura relativa agli oli ezsa&li ed ai loro costituenti ne evidenzia le
proprieta antisettiche e antimicrobiche, gli effbenefici nella prevenzione delle patologie
cardiovascolari e l'attivitd antiproliferativa cipotrebbe essere sfruttata nella cura dei tu-
mori (Chen et al., 2011; Edris, 2007).

| costituenti quantitativamente piu rilevanti nellb essenziale di bergamotto sono i com-
posti di natura terpenica quali il linalolo, 'aa& di linalile e il limonene, presenti nella
frazione volatile dell’olio e il bergaptene, pripale costituente del residuo non volatile.
Relativamente al linalolo, monoterpene che rappteseirca il 10% dell’essenza, studi
presenti in letteratura documentano le proprieticamvulsivanti di questo composto in
modelli animali di epilessia sperimentalmente ina@gElisabetsky et al1999) e la capaci-

ta di modulare la trasmissione glutammatergicarfBet al., 2001).
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E stato osservato un effetto antiproliferativo lirglolo in alcune linee cellulari di carci-
noma umano alla cervice, pelle, stomaco, polmonessd (Cherng et al., 2007). E stato,
inoltre, dimostrato come il linalolo, da solo, ilFba moderatamente la proliferazione di
cellule di adenocarcinoma mammmario MCF-7 (fenotiplal type)e del fenotipo MDR
(multi drug resistance) (MCF-7 AdrR), potenziandcitotossicita indotta dalla doxorubi-
cina in entrambe le linee cellulari. Il sinergisendente nella linea MCF-7 AdrR sembra
essere dovuto alla capacita del linalolo di aunrent&aconcentrazioni intracellulari di do-
xorubicina e di ridurre i livelli di Bcl-xL (Ravizz et al., 2008).

Studi piu recenti hanno dimostrato le proprietapaliferative di tale sostanza in linee
cellulari di leucemia con fenotipwild typeper la proteina p53 (Gu et al., 2010).

Il linalolo, insieme ad altri terpeni, rientra reekomposizione di prodotti cosmetici e der-
matologici sia in qualita di principio attivo cherne promotore di assorbimento. L’effetto
“penetration enhancer’del linalolo € dovuto all’orientamento della madé all'interno
del doppio strato lipidico di membrana ed é taldad@rire sia il proprio assorbimento, sia
quello di altri principi attivi come, ad esempi@lbperidolo (Vaddi et al., 2002).

Studi di assorbimento condotti vitro hanno rivelato come l'acetato di linalile, che-rap
presenta circa il 30% dell’essenza di bergamotio ggssendo un composto piu lipofilo del
linalolo, € tra i due quello meno assorbito (Cab&nitowska, 2003).

L’acetato di linalile & stato al centro di uno studhe ne ha documentato I'effetto miori-
lassante sulla muscolatura liscia dell’arteria ttdeodi coniglio, pre-contratta da fenilefri-
na. In particolare, e stato dimostrato che I'effetell’acetato di linalile € in parte ascrivibi-
le al nitrossido (NO) e, in parte, all'azione dieetlel terpene sulla fosfatasi della catena

leggera della miosina (Koto et al., 2006).
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Da studi recenti € emerso che l'acetato di linalleassociazione con altri costituenti degli
oli essenziali, quali terpineolo e canfora, esarait’azione antiproliferativa in linee cellu-
lari di cancro al colon, HCT-116 (Itani, 2008).particolare, & stato osservato che la morte
cellulare per apoptosi segue la via mitocondriaencellule HCT-116 §53"*), con un
meccanismo caspasi-dipendente, mentre, la mottéazel nelle colture HCT-116063"),
nonostante la presenza degli eventi caratteridéltiapoptosi quali il rilascio del citocro-
mo-c e il clivaggio di PARP, é caspasi-indipendditani et al., 2008).

Il limonene, monoterpene idrocarburo monociclicostiuisce circa il 38% dell'intera es-
senza di bergamotto. Numerosi studi, condotti ig@melo modelli sperimentali animali,
hanno evidenziato I'azione preventiva di tale swsdanell'insorgenza di tumori a livello
della ghiandola mammaria, del polmone, dello stameadella pelle, indotti da idrocarburi
policiclici aromatici e da nitrosammine (Elegbedele, 1986; Elson et al., 1988; Hombur-
ger etal., 1971).

Studi successivi hanno documentato l'attivita awotiferativa del limonene iwvitro e in
vivo.

L’azione proapoptotica del limonene é stata evigdaan modelli di xenotrapianto di cel-
lule di tumore gastrico nel topoie vitro nella linea tumorale BGC-823, con un’efficacia
potenziata dal 5-fluorouracile (Lu et al., 2003020

I meccanismi alla base dell’attivita antitumorakd imonene sono stati solo parzialmente
chiariti; tuttavia, un ruolo importante potrebbes&® svolto dalla capacita di interferire
con l'isoprenilazione delle proteine (Crowell et 4994; Kawata et al., 1994).

Tale modificazione post-trascrizionale comporgggjiunta di gruppi funzionali su un re-

siduo di cisteina all’estremita carbossi-termindienolte proteine delle cellule eucarioti-
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che (Schafer & Rine, 1992). | donatori specifici deuppi isoprenilici sono il farnesil-
pirofosfato (FPP) ed il geranilgeranil-pirofosfd@®GPP), entrambi metaboliti della via del
mevalonato (Gelb et al., 1995). Gli enzimi che latano le reazioni di isoprenilazione
sono rispettivamente la farnesil-transferasi eglagilgeranil-transferasi.

Proteine come Ras e p21 subiscono tale modificazomst-trascrizionale il cui risultato e
quello di favorire la crescita cellulare, dunquetagressione neoplastica. E’ stato postula-
to che gli effetti antitumorali del limonene e deioi metaboliti siano dovuti alla capacita
di bloccare I'isoprenilazione proteica o di inibleesintesi di farnesil-pirofosfato e geranil-
geranil-pirofosfato, interferendo con la via delvalenato oppure attraverso linibizione
degli enzimi farnesil-transferasi e geranilgerarahsferasi (Gelb et al., 1995).

Il bergaptene e il principale componente del residan volatile del BEO. Si tratta di uno
psoralene responsabile di fototossicita cutanesguito ad applicazione topica ed esposi-
zione alle radiazioni UVA, (320-400 nm) (Zaynourekt 1977).

E’ stato proposto che gli psoraleni favoriscontlieonzatura poiché stimolano la melano-
genesi, come dimostrato in colture di cellule dianema murino S91 e melanociti umani
(Mengeaud & Ortonne, 1994, 1996) e determinan@d$simento dello strato corneo
dell'epidermide (Treffel et al., 1991).

Le sostanze fotodinamiche dell'olio di bergamotsultano rilevanti, inoltre, nella cura di
alcune patologie importanti come la psoriasi eitidigine; agli inizi degli anni '70, infatti,

fu introdotta la “PUVA-terapia” utilizzando 8-mewpsoralene (8-MOP) e raggi UVA per
il trattamento della psoriasi (Parrish et al., 1974

L’azione antiproliferativa del bergaptene é staeentemente studiata in colture di carci-

noma mammario, MCF-7. | risultati ottenuti dimosiwache, alla concentrazion@, il
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bergaptene determina una modesta riduzione ddbditaicellulare, pari a circa il 20%;
I'effetto e significativo solo dopo esposizioneraggi UVA delle cellule MCF-7 preceden-

temente trattate con il bergaptene (Panno et@LQOR

1.3 Approcci terapeutici per la cura del cancro

La piu datata ed accettata definizionendoplasiarisale al 1952 quando I'oncologo Willis
la descrisse come massa anomala di tessuto laesdita € eccessiva e scoordinata rispet-
to a quella del tessuto normale. Il termgancroé utilizzato per descrivere un quadro pa-
tologico in cui le cellule di un organismo si digitb senza controllo invadendo altri tessu-
ti, anche lontani da quello di origine, servendwosicipalmente del sistema linfatico.
Secondo recenti indagini statistiche condotte datidsal Cancer Institute (U.S. National
Institute of Health), piu di 1.500.000 nuovi cascdncro vengono diagnosticati ogni anno
solo negli Stati Uniti (Howlader et al., 2010) daaée patologia € la seconda causa di mor-
te (Jemal et al., 2008). Dalle stesse indaginiepidlogiche emerge che dal 2004 al 2008
I'eta media per la diagnosi del cancro e di 66 &ncine il rischio d'insorgenza dei tumori e
influenzato dal sesso, maggiore per i soggettedss maschile, oltre che dall’etnia di ap-

partenenza (Fig. 1.2).
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Prostata 25%
olmoni e bronchi  15%
olon e retto 10%
Vescica 7%
Melanoma della pelle 5%
Linfoma

non-Hodgkin A
Reni 5%
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avita orale 3%
Pancreas 3%
Altri organi 19%

Uomini
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713,220

27%

14%

10%

6%

4%

4%

4%

3%

3%

3%

22%

Fig. 1.2) Incidenza del cancro nel 2009. American Canceiie®pc

L'eziologia della patologia € multifattoriale, cdmmnata da componenti genetiche, am-

bientali, biologiche e dallo stile di vita che re@mplesso costituiscono i fattori di rischio

per lo sviluppo del cancro.

Oltre alla pratica chirurgica, si ricorre a diveagiprocci terapeutici per la cura del cancro,
alcuni in fase di sperimentazione clinica, comeetapia genica. Frequente ¢ il ricorso alla

radioterapia (Lawrence et al 2008), pre o post-atpei, alla terapia biologica, anche nota

come immunoterapia e alla chemioterapia.

Il successo delle strategie terapeutiche in andtmlogico, il cui scopo é quello di neu-
tralizzare selettivamente le masse di tessuto almoenaontrastarne i meccanismi di resi-

stenza, € fortemente dipendente dalla sensibilipiogessi che conducono alla morte cel-

lulare (Ricci & Zong, 2006).
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Sono state descritte quattro categorie di dinamgettlelari che conducono a morte. Si trat-
ta dei fenomeni conosciuti conag@optosi, autofagia, necrosi e catastrofe mito{i©kada

& Mak, 2004). L’arresto permanente della crescébutare osenescenza altresi conside-
rato come un meccanismo di morte cellulare (DI20BD5) (Fig. 1.3)

Tale classificazione si basa sulle caratteristiblehimiche e morfologiche individuate
nelle cellule. Due dei fenomeni elencati, 'apopted’autofagia, sono considerati tipi di
morte “programmata” (Danial & Korsmeyer, 2004, Letral., 2005) ad indicare uno stret-
to controllo genico, al contrario, la catastrofdatica e la necrosi vengono considerate ri-
sposte passive ad un insulto cellulare aberraptgHe evidenze sperimentali suggeriscano
che anche queste ultime due siano forme di morigatata (Castedo et al., 2004, Zong &
Thompson, 2006).

Anomalie nei meccanismi di regolazione di ciascdnquesti fenomeni sono state impli-
cate nella genesi dei tumori.

Il principio razionale che guido lo sviluppo derrfgaci usati in chemioterapia, il cui utiliz-
Zo ebbe inizio negli anni '40 (Gilman & Philips, 48, e costituito dalla particolare sensi-
bilita delle cellule in rapida divisione ai danhilANA ed alla compromissione dei mecca-
nismi che consentono la mitosi. Questo porto aliazo di molecole come il cisplatino e
derivati, gli agenti alchilanti come la nitrosur@é#a ciclofosfasmide, gli analoghi strutturali
dei precursori nucleotidici (5-fluorouracile, ciddina, gemcitabina), nonché gli inibitori
della topoisomerasi (etoposide, doxorubicina, iecano) (Jamieson & Lippard, 1999;
Schwartz & Waxman, 2001). L'effetto determinatolaadrolungata e ripetuta esposizione
a questi farmaci dei fenotipi sensibili € la maredlulare per apoptosi con conseguente ri-

duzione delle dimensioni della massa tumorale.eQdtdover affrontare il problema della
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scarsa selettivita di queste sostanze, che fregunamtte aggrediscono altri tessuti, in cui le
cellule sono attivamente proliferanti, come I'epdegastrointestinale, il tessuto ematopo-
ietico ecc., occorre contrastare i meccanismi tiliche fisiologicamente si attivano in
risposta ad uno stimolo lesivo o che normalmentppbngono alla morte cellulare.
Proteine anti-apoptotiche come quelle apparteraatifamiglia di Bcl-2 sono overespres-
se in vari tipi di cancro e strategie mirate atleolmodulazione sono attualmente in fase di
sperimentazione (Makin & Dive 2001). Tali proteegiscono principalmente a livello mi-
tocondriale, regolandone la permeabilita di meméranimpedendo il rilascio di fattori
pro-apoptotici (Korsmeyer,1999). Tra le molecoldase avanzata di sperimentazione cli-
nica, oblimersen (Genasense® ,Genta Inc., BerekéleMJ) € un oligonucleotide antisen-
so resistente alle nucleasi che inibisce I'espoessdi Bcl-2. Questo farmaco si € rivelato
valido in combinazione con il docetaxel nella cdeh cancro prostatico ormone-resistente
(Tolcher et al., 2005).

I membri anti-apoptotici della famiglia Bcl-2 cond@iono un sito di legame, ad alta affini-
ta, per il dominio BH-3 dei membri pro-apoptotiaittraverso il quale ne prevengono
I'attivazione e I'esecuzione della cascata di evelm¢ conduce a morte cellulare (Schwartz
& Hockenbery 2006). Queste evidenze hanno stimdéatintesi di peptidi contenenti un
dominio BH3 per antagonizzare I'attivita anti-apatpta delle proteine correlate a Bcl-2.
Tali molecole, identificate con I'acronimo SAHB d¢bilized alpha-helix of BCL-2 do-
maing, sono in grado di attraversare le membrane cellidano caratterizzate da elevata
resistenza alle proteasi ed instaurano legami tada#finita con i membri anti-apoptotici
della famiglia Bcl-2, consentendo I'esecuzione aleflorte programmata (Walensky et al.,

2004). Molecole appartenenti a questa categoria sotiase di sperimentazione clinica;
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fra queste, GX15-070 conosciuto anche come Obatectviluppato dalla GeminX (Mon-
treal, Canada). Tale composto ha dimostrato unaestadattivita terapeutica nella cura di
tumori della linea bianca del sangue; tuttaviasua scarsa tossicita lo ha candidato per
nuovi studi in associazione con altri chemioteraftiXBrien et al., 2009).

Risultati meno entusiasmanti sono stati ottenuglidgpprocci mirati all’attivazione della
via estrinseca dell’apoptosi, mediante I'impiegbfdéore di necrosi tumorale (TNF) o del
ligando di FAS, a causa degli importanti effettilat@rali indotti (Hersh et al., 1991; Oga-
sawara et al., 1993). Al contrario, evidenze spenitali ottenute in modelli di xenotrapian-
to nei roditori e nei primati hanno sottolineatefficacia e la scarsa tossicita dell’'utilizzo
di TRAIL, anche noto come Apo2L, un agonista dieteari dei membri della famiglia del
fattore di necrosi tumorale (TNFR), in grado divatte il processo apoptotico (Ashkenazi
et al., 1999). Tali evidenze hanno portato all'awdella sperimentazione clinica di TRAIL
ricombinante e di anticorpi attivanti i recettori dorte come DR5 (Chuntharapai et al.,
2001; Ichikawa et al., 2001). In particolare, riatilsoddisfacenti sono stati ottenuti, sia
vitro chein vivo, dalla combinazione della radioterapia e chemipiaraon TRAIL grazie
alla sensibilizzazione dei fenotipi resistenti (@raiyan et al., 2000).

E’ stata valutata anche la possibilita di attivdmettamente le caspasi. Tali proteasi, con-
tenenti un residuo nucleofilo di cisteina, partacip al clivaggio di proteine riconoscendo
una specifica sequenza in corrispondenza di residaspartato e intervengono sia nella
via estrinseca che in quella intrinseca dell’apsp{®@hornberry & Lazebnik, 1998). Sono
stati realizzati vettori ad adenovirus per l'intuaibne della caspasi-9 modificata (iCaspa-

si-9), la cui espressione nelle cellule bersaglomitrollata da un promotore responsivo a-
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gli androgeni. In questo sistema, la somministr@iali un farmaco attivante produce
I'auto-proteolisi ed attivazione della proteinaggia da apoptosi (Xie et al., 2001).
Mutazioni a carico del proto-oncogene p53 sonaestatividuate in piu del 50% dei tumo-
ri (Hollstein et al., 1996) ed alcuni modelli speentaliin vivo hanno correlato I'assenza
di p53 ad una forte incidenza nello sviluppo precdicneoplasie (Donehower et al., 1992).
Tali mutazioni, inoltre, contribuiscono allo svilpp di resistenza dei tumori ai chemiote-
rapici per insensibilita all’'apoptosi dipendentepd8 (Donehower et al., 1992; Vogelstein
et al., 2000). Quello di ripristinare i livelli e funzioni di p53 wild-type € uno degli obiet-
tivi principali nell’elaborazione di strategie tpeutiche per la cura del cancro (Wang et
al., 2003). A tale scopo e stata testata la terg@iaca per il rilascio di p53 all'interno di
cellule tumorali mediante I'utilizzo di vettori atlenovirus in pazienti con cancro polmo-
nare e cancro ovarico. Tale approccio € ben totledai pazienti con un’efficacia variabile
e favorita dalla combinazione con la radio/chenmagiga (Higuchi et al., 2003; Schuler et
al., 2001). Altre strategie mirano a stabilizzaligelli di p53 mediante I'impiego di piccoli
peptidi contenenti la sequenza ammino-terminalé&adebteina. Questi sono in grado di
ostacolare il legame tra p53 e MDM@duse double minute prevenendone la degrada-
zione mediata dal proteosoma (Kanovsky et al.,20DMerse tecniche sono state anche
introdotte per ripristinare la capacita di leganhéDBIA e I'attivita trascrizionale per la
forma mutata di p53. Tra le molecole candidate iperals clinici troviamo CP-31398
(Bykov et al., 2002) che risulta efficace in divetsee cellulari contenenti forme mutate
di p53 (Takimoto et al., 2002).

L’evidenza che, in diversi tipi di tumore, le vieecmediano I'apoptosi siano compromesse

induce a ricercare strategie terapeutiche che abliame bersaglio 'attivazione di mec-
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canismi di morte alternativi, quali la necrosi. Apgci riconosciuti in grado di attivare
questa via di morte nelle cellule tumorali sonwattamento fotodinamico (PDT), gli agen-
ti alchilanti il DNA, molecole come i-lapachone e I'onochiolo (Bai et al., 2003; Li &t a
2007; Salomon et al., 2000; Tagliarino et al., 20Q# terapia fotodinamica e stata svilup-
pata per colpire selettivamente i tessuti intetesssmza danneggiare quelli circostanti at-
traverso la somministrazione di molecole fotosahs#anti, come la porfirina, direttamen-
te nelle cellule bersaglio. Dopo I'esposizione atagente luminosa la massiccia produ-
zione di specie reattive dell'ossigeno (ROS) dereanmorte cellulare di tipo necrotico per
perdita dell'integrita di membrana (Hsieh et aQ2; Miccoli et al., 1998).

Le molecole che agiscono danneggiando il DNA colzione diretta sono quelle mag-
giormente utilizzate ed efficaci in chemioterap@Zh@bner & Longo, 2006). In risposta a
questo tipo di danno, la poli-(ADP-ribosio) polirasr (PARP) viene attivata per favorire i
processi di riparazione e la sopravvivenza celul@uesto il razionale per lo sviluppo e la
sperimentazione clinica di molecole in grado dbira I'attivita di tale enzima per poten-
Ziare l'effetto terapeutico dei farmaci che agiszoianneggiando il DNA (Ratham & Low,
2007).

Circostanze che, al contrario, determinano l'igerazione di PARP comportano la deple-
zione citosolica del cofattore NAQ¥nicotinammide adenina dinucleotide) con conseguen
te morte di tipo necrotico causata da un irrevdesiteficit energetico (Ha & Snyder,
1999). Quest'ultima condizione puo essere sfruftatandurre la morte selettiva delle cel-
lule tumorali che dipendono fortemente da tale ttofa per soddisfare il proprio fabbiso-
gno energetico, attraverso la glicolisi (Zong et 2004). E stato, infatti, dimostrato che

I'attivazione di PARP-1 in cellule incapaci di ate il processo apoptotico come quelle
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Bak/Bax-deficienti, in condizioni che inducono stalel reticolo endoplasmatico, conduce
a necrosi come meccanismo alternativo di morte.doglituisce un approccio alternativo
promettente per contrastare la resistenza di altpnidi tumore insensibili all’apoptosi
(Janssen et al., 2009).

La catastrofe mitotica& un evento per cui le cellule vanno incontro atenm fase di divi-
sione cellulare a causa di anomalie dei punti diratlo del ciclo cellulare che comportano
un’aberrante mitosi e lo sviluppo di aneuploidi@n@ralmente non e strettamente conside-
rata come un meccanismo di morte ma un fenomengdispone alla morte cellulare
(Weaver & Cleveland, 2005). Cellule che sfuggoria ehtastrofe mitotica, in seguito ad
anomalie nel processo di divisione cellulare, muwendosi determinano la possibilita di
sviluppo di popolazioni aneuploidi e costituiscamo rischio per la cancerogenesi (Nigg,
2001).

Questo tipo di morte condivide alcune caratteffigticon I'apoptosi, come la permeabiliz-
zazione della membrana mitocondriale e I'attivagialelle caspasi, ma risulta profonda-
mente diversa da questa sotto altri aspetti (Castedl., 2004; Roninson et al., 2001). In-
fatti, le manipolazioni atte a impedire I'esecuzatell’apoptosi, come la sovraespressione
di Bcl-2 in linee cellulari prive di p53 trattat®rt etoposide o I'inibizione farmacologica
delle caspasi, non riescono a prevenire la mortgudste cellule che appaiono di grandi
dimensioni e multinucleate (Lock & Stribinskien®986; Nabha et al., 2002).

Agenti come il paclitaxel e gli alcaloidi della ¢i& che interferiscono con I'assemblaggio
della tubulina e con la stabilita dei microtubplievenendo l'interazione tra il fuso mitoti-
co e i centrosomi, sono in grado di inducegastrofe mitoticdRoninson et al., 2001). Tali

farmaci determinano importanti effetti collateraia cui neuropatia periferica, dovuti alle
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alterazioni delle funzioni biologiche cellulari g@guenti al danno ai microtubuli. Un nuo-
VO approccio in grado di minimizzare gli effettillederali dovuti all'attivazione della cata-
strofe mitotica quale meccanismo di morte si badla sviluppo di molecole che agiscono
selettivamente su proteine coinvolte esclusivameaetéesecuzione della mitosi come la
proteina Eg5, appartenente alla famiglia d&lleesin spindle proteinfKSP) e coinvolta
nella separazione dei poli del fuso mitotico. (Wexa& Cleveland, 2005). Alcuni di questi
farmaci (SB-715992, ispinesib) sono in fase di ispentazione clinica anche in associa-
zione con altri chemioterapici (Sakowicz et al.02pD

L’inibizione delle chinasi che regolano i checkgdsimel ciclo cellulare e stata proposta
come meccanismo atto a favorire la chemio-sens#aifiione. Le mutazioni a carico del
proto-oncogene p53 rendono inattivo il controlldlessfiase G1 del ciclo cellulare e com-
portano il perpetrarsi e I'accumulo di danni al DNAa progressione dei tumori dovuta
all'incapacita di attuare il processo apoptotic€NJO1 (7-idrossi-staurosporina), un ana-
logo della staurosporina, attualmente in fase driggentazione clinica anche in associa-
zione con altri chemioterapici, agisce inibendaténasi Chkl, proteina funzionale alla
progressione del ciclo cellulare (Graves et alD@&ummar et al., 2010).

Anche lasenescenzay invecchiamento cellulare, viene considerata @étimcercatori
come un meccanismo di morte nel contesto dellgigm@ontro il cancro; si tratta di un e-
vento fisiologico che comporta il blocco irreveitalin fase G1 del ciclo cellulare (Dimri,
2005). Questo fenomeno é stimolato dall’attivazidneas/raf, dal proto oncogene p53 e
dall’accorciamento dei telomeri (Cosme-Blanco et2007; McGlynn et al., 2009). La se-
nescenza cellulare associata all’accorciamenttettaneri € anche detsenescenza repli-

cativamentre quella indotta da eventi stressogeni éeanola comeenescenza prematura
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(Bodnar et al., 1998; Gorbunova et al., 2002). Akuwlelle caratteristiche morfologiche
delle cellule senescenti sono I'espansione del eotinpento lisosomiale, 'aumento della
granularita, 'aumento dell’'espressione e delRaidi dellap-galattosidasi (SA-gal) (Kurz

et al., 2000, Lundberg et al., 2000), carattefigticondivise, almeno in parte, da altri even-
ti che conducono a morte cellulare come, in padit@ondizioni, I'autofagia (Gerland et
al., 2003).

L’induzione della senescenza dopo la somministrezidi farmaci € stata studiata come
meccanismo antitumorale in diversi modallivitro edin vivo e, nonostante gli eventi in-
tracellulari associati a tale fenomeno non siaridud® noti, diversi farmaci strutturalmen-
te non correlati, ma accomunati dalla capacitaatingggiare direttamente il DNA o di
causare stress ossidativo, sono in grado di ind@irkp questi I'inibitore della topoisomera-
si I, camptotecina, l'inibitore della topoisomeraj adriamicina, le radiazionty,
I'antimetabolita citarabina. Al contrario, agentiechon provocano un danno diretto al
DNA come il tassolo o gli alcaloidi della vinca,mdeterminano un fenotipo senescente
(Roberson et al., 2005).

Negli anni settanta fu ipotizzata, per la primataplina correlazione negativa tra il proces-
so autofagico ed il cancro, quando diversi studdlarono un ridotto turnover proteico ne-
gli stadi precoci della cancerogenesi (Gunn etl1&77), per garantire la rapida crescita
cellulare. La proteina pro-autofagica beclin-1ulti poco espressa in un numero rilevante
di tumori (Aita et al., 1999; Liang et al.,1999)irduzione di tale proteina in una linea
cellulare di tumore mammario (MCF-7) inibisce lantarigenesi da xenotrapianto nel topo

attraverso I'attivazione dell’autofagia (Liang &€t£099).
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Nellambito della terapia antitumorale, Iefficacidi diversi trattamenti € legata
all'induzione di autofagia. Alcune molecole, comeerivati della rapamicina, il triossido
di arsenico e la temozolomide, sono particolarm@nbenettenti per contrastare i tumori
resistenti all’apoptosi (Bjornsti & Houghton, 200Kanzawa et al., 2005; Paglin et al.,
2001).

La rapamicina e i suoi analoghi inibiscono la ceimaTOR attivando il processo autofagi-
co (Bjornsti & Houghton 2004). In questo conteditsjlencing di beclin-1 attenua la tossi-
cita della rapamicina nelle linee tumorali sensilsibttolineando come proprio I'autofagia
sia il principale meccanismo della sua attivitatantorale (lwamaru et al., 200 linical
trials di fase | e 1l sono attualmente in corso per teskarvalidita degli inbitori di mMTOR
in ambito oncologico (Reardon et al., 2006).

La sperimentazione clinica e in fase di avvio angdeil triossido di arsenico mentre € sta-
ta comprovata l'efficacia in pazienti con glioblasta della temozolomide, che agisce me-
diando la formazione di @metilguanina e provocando un errato accoppiameelie basi

azotate del DNA in fase di replicazione (Kanzawalgt2004).
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Fig. 1.3) Principali pathways coinvolte nella morte celludaindotta dai chemioterapici. Cancer Biology &
Therapy 10:9, 839-853; November 1, 2010; © 2010desBioscience

1.4 Meccanismi di resistenza ai farmaci antineoplaisi.

La resistenza all’apoptosi, rilevata in diverseeértumorali, € la principale causa di insuc-
cesso della terapia oncologica nonché uno deirfgitedisponenti alla tumorigenesi (O-

kada & Mak, 2004).

Il fenomeno della resistenza ai farmaci puo esger@resente al momento della diagnosi
(resistenza innata) o emergere nel tempo, dopizibirdella chemioterapia (resistenza ac-
quisita) (Giaccone & Pinedo, 1996). Le alterazidelle vie biochimiche alla base della
chemioresistenza sono in gran parte riconducililalberazioni geniche (Coldman & Gol-

die, 1987).
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Tra le potenziali cause di chemioresistenza, @alngolimorfismi genetici, si ritrovano: la
somministrazione di dosi inadeguate di farmacoalterata farmacocinetica o una scarsa
penetrazione del farmaco nella massa tumorale,izione questa causata da una scarsa
vascolarizzazione del tessuto o dalla localizzazidel tumore in regioni difficilmente ac-
cessibili per via delle barriere naturali (HuangT&mple, 2008; Minchinton & Tannock,
2006).

Dalle evidenze sperimentali ottenute emerge cheagagavare il quadro clinico e la pro-
gnosi dei soggetti oncologici, spesso si instaufanme di resistenza crociata ai farmaci.
Il fenomeno dellanultidrug resistanc€MDR) si verifica quando cellule sottoposte a-trat
tamento con chemioterapici diventano resistenaladstrutturalmente non correlati. Que-
sto tipo di fenomeno é spesso associato all’aumegitespressione della glicoproteina-P,
una proteina trasmembrana di 170 kDa (Roninsomh ,et1286), responsabile del trasporto
attivo di numerosi chemioterapici, oltre che di stwditi fisiologici, dal compartimento ci-
toplasmatico allambiente extracellulare. Il gete codifica per questa proteifdPR-1,

e overespresso in un gran numero di tumori comeuroblastoma, il rabdomiosarcoma,
linfoma di Hodgkin, il mieloma, il carcinoma mamrwardel colon e del rene che svilup-
pano forme di resistenza crociata a farmaci comealghloidi della vinca, i tassani,
I'epipodofillotossina, le antracicline. Sebbene stiato osservato che I'esposizione ai che-
mioterapici € spesso associata allaumento deliéssione del gen®IDR-1, tuttavia, ri-
mane oggetto di discussione se questo fenomersirsitamente legato all'instaurarsi del-
la resistenza o solo espressione di un fenotipaggressivo (Pinedo & Giaccone, 1995;

Weinstein et al., 1991).
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Meccanismi di resistenza crociata sono stati risatinn altre linee cellulari in cui la gli-
coproteina-P non risulta overespressa. Questirdifte fenotipi sono chiamaiiDR non
dipendenti dalla glicoproteina-P.

Circa un decennio addietro € stato identificatgeiheMRP, overespresso o amplificato in
un cospicuo numero di linee tumorali resistent a@lbxorubicina. Questo codifica per una
proteina che, similmente alla glicoproteina-P, @&lizzata nella membrana cellulare (Cole
et al.,1992).

Successivamente é stato identificato un nuovo getenzialmente responsabile di altre
forme di resistenza crociata, non determinat®@dr-1. La sua overespressione € stata ri-
scontrata nella selezione di cloni resistenti atfaciclina (Scheper et al., 1993). La prote-
ina codificata da tale gene e la LRBn@-resistance proteinyiconosciuta dall’anticorpo
monoclonale LRB6. Questa non appartiene alla famiglia delle “ATRdig cassette”
come la glicoproteina-P e MRP e la sua localizzaazie prevalentemente intracellulare
(Scheffer et al., 1995). L'overespressione di cuesbteina € piu frequente in quelle forme
di tumore che manifestano una resistenza intrinsgéaghemioterapici (Izquierdo et al.,
1996).

Un ridotto uptakecellulare € alla base della resistenza al metdtesche si avvale di si-
stemi di trasporto ad alta affinita per raggiungdsersagli intracellulari. La perdita o la ri-
dotta attivita di questi sistemi comporta la ricum dei livelli intracellulari del farmaco e
della sua efficacia (Drori et al., 2000).

Una ridotta attivazione metabolica € un meccanidiresistenza determinante per quelle
sostanze introdotte sotto forma di pro-farmaco, €orl caso dell’agente alchilante ciclo-

fosfamide, il quale viene convertito a livello épatnel suo metabolita attivo ad opera del
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citocromo P450 (Rekha & Sladek, 1997). Un similecoa@ismo di resistenza e stato an-
che individuato per lirinotecano, un analogo detlamptotecine il cui meccanismo
d’azione e ascrivibile all’inibizione della DNA tosomerasi |. Tale molecola necessita di
essere convertita dalle carbossilesterasi nel roktalattivo SN-38 per esplicare la sua at-
tivita antitumorale (Charasson et al., 2004).

Le alterazioni detargetsmolecolari sono rilevanti in diverse forme di stenza innata o
acquisita. Un esempio di tale fenomeno e la resstai tassani. Il paclitaxel agisce ini-
bendo le dinamiche dei microtubuli attraverso gldme allgBlll-tubulina inducendo morte

di tipo apoptotico (Zhou & Giannakakou, 2005). Utgeata espressione delle isoforme
della B-tubulina si riscontra in diversi tipi di cancrgpetrebbe essere la causa della resi-
stenza a farmaci in ambito clinico (Kavallaris ket 2001).

Un altro tipo di resistenza crociata non dipendelaiéa glicoproteina-P € quella dovuta ad
alterazioni della funzionalita della DNA topoisorasr|l. Tale enzima nucleare € essenzia-
le per la catalisi di processi quali la duplicaganla del DNA ed e bersaglio di chemiote-
rapici quali le antracicline, I'actinomicina D, Epipodofillotossine (Valkov & Sullivan,
1997). | farmaci coinvolti nella resistenza croaidbvuta ad alterazioni di questo enzima
sono gli stessi coinvolti nella multi-resistenzpatidente da glicoproteina-P, ad eccezione
degli alcaloidi dellaVinca e dei tassani (Liu et al., 1989). Le forme di resiga che
s’instaurano per via della ridotta espressionenzifinalita dell’enzima si riscontrano sia in
linee cellulari selezionate che non selezionateinditare come tali alterazioni siano alla
base di forme di resistenza multipla piu generatiezrispetto a quelle dovute ad alterazio-

ni dei trasportatori (Giaccone, 1994).
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Negli anni sono stati condotti numeradsals clinici per valutare I'efficacia di molecole in
grado di revertire la resistenza crociata dipereléatla glicoproteina-P. Sebbene i mecca-
nismi attraverso cui questo fenomeno avviene smaolbeplici e complessi, tutte le sostan-
ze che revertono tale tipo di farmacoresistenza, cui la nifedipina, il tamoxifene,
I'amiodarone, sono substrato della glicoproteina-€ompetono con il chemioterapico per
I'estrusione dalla cellula. La prima molecola adezs stata identificata per questa capacita
e il verapamil che, sfortunatamente, € efficaceregtrtirein vitro la resistenza ai farmaci

a concentrazioni chie vivo determinano cardiotossicita. Tuttavia, in impotitarals cli-

nici condotti in pazienti con mieloma multiplo raftari alla terapia, cancro polmonare e
carcinoma mammario I'impiego di questi farmaci parertire la resistenza ai chemiotera-

pici e risultato fallimentare (Dalton et al.,1998ijroy, 1993).

1.4.1 Coinvolgimento della via PI3K/Akt nella tumoigenesi e chemioresistenza.

La via fosfatidil-inositolo 3 kinasi(PI13K)/Akt, attata in risposta a stimoli fisiologici o ci-
totossici ed implicata nella regolazione di numeposecessi cellulari, dalla trascrizione al-
la proliferazione ed alla crescita cellulare (Da&tal., 1999), € una delle principali vie bio-
chimiche responsabili della sopravvivenza cellulare

La PI3K e un enzima eterodimerico, appartenengefathiglia delle serine/treonine china-
si, formato da una subunita catalitica (p110) eid@ subunita regolatoria (p85) (Wymann
et al., 2003). La proteina attiva fosforila i fosfositoli di membrana in posizione 3’-OH
dell’anello inositolico formando il fosfatidilinowilo 3-4 bisfosfato (PI-3,4-P2) ed il fosfa-
tidilinositolo 2,4,5, trisfosfato (PIP3). Questiatto rappresenta il sito di convergenza tra la

chinasi Akt, anche denominata proteina chinasi BRR e la PDK1 (PIP3-dependent pro-
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tein kinase-1) che ne media la fosforilazione gohina-308. La completa attivazione di
Akt & dovuta alla successiva fosforilazione inrs@#473 mediata complesso mTOR-rictor
(m-TORC2,mammalian target of rapamycin complex(3arbassov et al., 2005) o dalla
chinasi DNA-dipendente (DNA-PK) (Feng et al., 2QQ#principale meccanismo intracel-
lulare di inattivazione della via PI3K/Akt € mediadalla fosfatasi PTEN che antagonizza
I'attivita della fosfatidil inositolo 3-chinasi (dCristofano et al., 1998).

Nei mammiferi esistono tre isoforme della protefid ognuna delle quali € codificata da
un distinto locus genico: Akt-1, Akt-2 ed Akt-3. ktee Akt-1 € espressa in modo ubiqui-
tario, ad eccezione di rene e milza (Coffer & Woettlgl991), I'espressione di Akt-2 é li-
mitata agli organi intestinali, sessuali, ai musedl al tessuto riproduttivo (Konishi et al.,
1994). Akt-3, invece, € espressa maggiormenteesétolo, nel cervello e, a livelli ridotti,
nel tessuto muscolare e negli organi intestinadikgdani et al., 1999).

La principale funzione degli enzimi fosfatidil-intdo 3 kinasi (PI3Ks) di classe | & corre-
lata al’omeostasi del glucosio, al metabolismda @roliferazione e alla sopravvivenza
cellulare. Tra gli effetti mediati dalla via deisfoinositidi vi € la modulazione della
progressione del ciclo cellulare (Liang & Slingeda 2003). Akt stimola la crescita cellu-
lare e la sintesi proteica attivando mTOR che fidlsfde chinasi della proteina ribosomiale
S6 (S6K1/2) (Huang & Houghton, 2003). Conseguenzpidsto evento sono la biogenesi
ribosomiale e la traslazione dellRNA messaggemoltie, Akt influenza la proliferazione
cellulare inattivando gli inibitori del ciclo cellre come p21 e p27 (Fujita et al., 2002;
Rossig et al., 2001) e attivando proteine che nmedla progressione del ciclo cellulare,
attraverso la fosforilazione ed inattivazione dejlecogeno sintasi chinasB3(GSK-33)

(Diehl et al. 1998). Akt e anche implicata nel ecoht dell'apoptosi. Tale controllo avvie-
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ne attraverso l'inibizione dei fattori pro-apoptitfligando di Fas, Bim e Bad)la degra-
dazione dell’onco-soppressore p53 (Engelman e26@06).

Un numero rilevante di evidenze sperimentali docuiaél ruolo svolto dalla via dei fo-
sfoinositidi, ed in particolare dalla chinasi Akn solo nel promuovere la sopravvivenza
cellulare e, dunque, la progressione tumorale, ntheinel determinare resistenza dei tu-

mori ad una vasta gamma di chemioterapici (Fig). L4perattivazione della chinasi e

spesso ascrivibile ad alterazioni di PI3K o detlafétasi PTEN. E stato riscontrato che
segnali che attivano la via PI3K/Akt sono amplifida diversi tipi di tumore (Forbes et
al., 2010; Kim et al., 2008, Mizoguchi et al., 2DOholtre, diversi modelli animali hanno
dimostrato la diretta correlazione tra iperattioaie di Akt e tumorigenesi (Trotman et al.,
2007; Wang et al., 2003)

E stato anche dimostrato che la costitutiva atioraz di Akt & legata alla resistenza di cel-
lule di tumore del polmone alla radioterapia (Braghet al., 2001), mentre la resistenza al
carboplatino e al paclitaxel si riscontra nelleluel di carcinoma ovarico (Kim et al.,
2007).

Tra le molecole piu studiate in grado di modul&éiVita di Akt vi sono gli inibitori della
via dei fosfoinositidi, LY294002 e wortmannina. Earhbe le molecole si sono rivelate
promettenti per contrastare la proliferazione datkisoprattutto nelle linee tumorali carat-
terizzate da eccessiva attivazione di Akt. Tuttamianostante le premesse, l'utilizzo di
gueste sostanze si e rivelato fallimentare nelaisgntazionen vivo. Entrambe le mole-
cole sono, infatti, poco maneggevoli, dotate drszaelettivita ed elevata tossicita (Maro-

ne et al., 2008).
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Un derivato di LY294002, SF1126, é tra le moleaitealmente in fase di sperimentazio-
ne clinica per la capacita di inibire la PI13K; ilcspotenziale terapeutico in campo oncolo-
gico e legato alla capacita di promuovere la regjome della massa tumorale e di ridurre
I'angiogenesi, come dimostrato in un modello spernitale di tumore da xenotrapianto nel

topo (Garlich et al., 2008).

 Aumento della crescita e profiferazione cellulare

) via PISKIPTEN/AKE nei tumori Spmﬂlm mutate o perse nei tumori o Fosforilazione inibente

C:) proleine overespresse nei tumari proteine anti-oncogeniche alterate nei tumori @ Fosforilazione attivante

Fig. 1.4) Coinvolgimento di PI3K/Akt nellloncogenesi e netlaemioresistenza. (Restuccia & Hemmings

2010)
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2. Scopo della tesi

Recenti studi hanno descritto le proprieta angiblit dell’'olio essenziale di bergamotto
(BEO) nel ratto (Saiyudthong & Marsden, 2011) ereprieta antinocicettive del fitocom-
plesso e di alcuni dei suoi costituenti in modgtlerimentali di dolore nel topo (Bagetta et
al., 2010; Berliocchi et al., 2009; Sakurada et2009, 2011). Questi studi sottolineano il
potenziale terapeutico dell'olio essenziale di bengtto, il cui impiego e diffuso in aroma-
terapia per alleviare i disturbi dell’'umore, i @inti dell’ansia indotta da stress, o il dolore
nei soggetti oncologici (si veda Bagetta et al1®O0 Inoltre, il BEO e preparati a base
dell’olio essenziale sono impiegati nellindustaimentare, farmaceutica, profumiera e
cosmetica.

Tuttavia, in letteratura non sono disponibili dztte descrivano il profilo tossicologico del
BEOin vivo o in colture cellulari umane sia normali che tuatipgli unici studi che hanno
approfondito questo aspetto dell'olio essenzialbatgamotto sono quelli condotti su or-
ganismi patogeni (Fisher & Philips, 2006; Mandaddral., 2007; Romano et al., 2005).
Studi condottin vitro edin vivo hanno documentato il potenziale neuroprotettiMd3ieO
che previene il danno eccitotossico indotto da NMDW®colture di neuroblastoma umano
(Corasaniti et al., 2007), e riduce il volume déirtb in un modello sperimentale di ische-
mia cerebrale nel ratto (Amantea et al., 2009)gDesti studi € emerso che gli effetti neu-
roprotettivi del BEO sono associati alla modulaei@ella via di sopravvivenza PI3K/Akt.
E stato ampiamente descritto in letteratura chehiaasi Akt stimola la proliferazione e la
sopravvivenza cellulare favorendo la progressiagiecitlo cellulare e inibendo alcuni dei
meccanismi proapoptotici (Diehl et al. 1998; Engatnet al., 2006; Fujita et al., 2002;

Rossig et al., 2001;). L'effettpro-survival esercitato della via PI3K/Akt ha un ruolo im-
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portante nel contrastare gli stimoli dannosi perdiula; tuttavia, I'iperespressione o la de-
regolazione della chinasi Akt sono fenomeni assioall tumorigenesi ed alla resistenza
di alcuni tipi di tumore alla terapica antineopleat(Brognard et al., 2001; Kim et al.,
2007; Staal et al., 1987).

Pertanto, lo scopo del presente studio, condottatro, € stato quello di caratterizzare gli
effetti del BEO sulla vitalita e proliferazione kdére e valutare le alterazioni indotte a ca-
rico di alcune delle vie biochimiche che favorisocda sopravvivenza cellulare. In partico-
lare, sono state utilizzate colture di cellule duroblastoma umano, SH-SY5Y, preceden-
temente usate negli studi di neuroprotezione dahdaccitotossico indotto da NMDA, e
colture di leucemia mieloide cronica umana (CML)582. Inoltre, lo studio € stato esteso
a colture di fibroblasti di cute umana, Hs 605 3, valutare la sensibilita di linee cellula-

ri con un fenotipo normale all'olio essenziale drdgamotto.
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3. Materiali e metodi

3.1 Reagenti

L'olio essenziale di bergamotto (BEO) e stato ftarrdal “Consorzio del bergamottodi
Reggio Calabria (ltaliaunitamente ai certificati di analisi condotta deltazione Speri-
mentale per le Industrie dellessenze e dei Derivati degli Agrumi (SSEA, Reggala€
bria). In accordo con i dati riportati ietteratura (Mondello et al., 1995; Verzera et al.,
1996, 2003), il fitocomplesso utilizzato presentivaeguente composizione: 44.17% di d-
limonene, 28.73% di acetato di linalile, 7%-diterpinene, 6.57% di-pinene, 4.61% di
linalolo, 0.47% diB-bisabolene e 0.23% di geraniale, come determima&miante tecniche
di gas cromatografia (GC-FID) e 1.467 g/Kg di betgae, analizzato mediante cromato-
grafia liquida ad alta prestazione (HPLC/UV). Suilase dell’analisi chirale, il BEO pre-
sentava seguente profilo enantiomerico: il 98.2%tgHlimonene rispetto all'1.8% di (-)-
limonene; lo 0.6% di (+)-linalolo rispetto al 99.4%0(-)-linalolo; lo 0.5% di (+)-acetato di
linalile rispetto al 99.5% di (-)-acetato di linali

Il BEO é stato diluito 1:1 con una soluzione idomdica di etanolo al 90% e successiva-
mente, per diluizione in terreno di coltura, sotates ottenute le concentrazioni (vol/vol)
impiegate negli esperimenti (0,005; 0,01; 0,029%30 0,04%). Al fine di valutare gli ef-
fetti dell’etanolo sui parametri cellulari studiaith ogni esperimento colture cellulari sono
state parallelamente trattate aoediumcontenente etanolo a concentrazione pari a quella
presente nelle varie diluizioni del BEO (0,004536%).

L’inibitore  non selettivo delle caspasi benzilossionil-Val-Ala-Asp(OMe)-

fluorometilchetone (Z-VAD-fmk) e stato ottenuto BBL International Corporation (MA,
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USA). L’inibitore delle catepsine, (2S,3S)-transssgisuccinil-L-leucilamido-3-metil bu-
tano etil estere (E-64d), I'N-acetil-L-cisteina (RAe I'etilen glicol-bis(2-aminoetiletere)-
N,N,N’,N’-acido tetra acetico (EGTA) sono statietuti da Sigma-Aldrich (Milano, Ita-
lia). L'inibitore delle calpaine (carbossibenzossilinil-fenilalaninale; MDL 28170) e sta-
to ottenuto da Calbiochem (La Jolla, CA, U.S.A/LL,R-bis-(o-Aminofenossi)-etano-N-N-
N’-N’-acido tetra acetico, tetracetossi metil est BAPTA-AM) e stato ottenuto da Enzo

Life Sciences (Lausen, Svizzera).

3.2 Colture cellulari e trattamenti

Le cellule di neuroblastoma umano SH-SY5Y soncestétenute dall'lCLC-IST (Genova,
Italia). Questa linea € un sub-clone delle celluilgane SK-N-SH, ottenute da un aspirato
di midollo osseo di una bambina di 4 anni affesanduroblastoma metastatico (Biedler et
al., 1973). Le cellule SH-SY5Y hanno un’origine reactodermale, con caratteristiche fe-
notipiche molto simili a quelle delle cellule nenati.

Le cellule sono state coltivate in terreno RPMI Q,6#h presenza di siero bovino fetale
(10% vol/vol) inattivato al calore, di L-glutammir@mM), di penicillina-streptomicina
(100X, 1%) e sodio piruvato (1 mM) a 37°C in atnepafumidificata, al 5% di CO?2.

Le cellule, mantenute in coltura in fiasche da 745amggiunta una confluenza dell’'80%,
venivano tripsinizzate e seminate in piastre dad @ozzetti, secondo le esigenze speri-
mentali. Ventiquattro ore dopo la semina, il teael coltura veniva sostituito con mezzo
fresco normale (colture controllo) mediumcontenente il veicolo o il BEO per il tempo

indicato.
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Le soluzioni stock di Z-VAD-fmk (100mM), E-64d (3®M), MDL 28170 (40 mM) e
BAPTA, in dimetilsolfossido (DMSO), sono state diéunel mezzo di coltura ed applicate
alle colture SH-SY5Y per 30 min (BAPTA), 1 ora (Be MDL28170) o 2 ore (Z-VAD-
fmk) prima dell’esposizione al BEO. Al fine di eare errori interpretativi dei risultati do-
vuti alla presenza del DMSO, sono stati condofieesnenti paralleli di controllo nei quali
le cellule sono state trattate con uguali percéntdal veicolo (DMSO) prima
dell’esposizione al BEO. Contemporaneamente, & @invalutare gli effetti dell’etanolo
(veicolo del BEO) sui parametri cellulari analiazablture cellulari pretrattate con gli ini-
bitori farmacologici, sono state espostenagdiumcontenente etanolo a concentrazione pari
a quella presente nelle varie diluizioni del BEQD(25-0,036%).

La linea cellulare di leucemia mieloide cronica ma#-562 e stata ottenuta dall’American
Type Colture Collection (Rockville, MD). Le K-56280 cellule multipotenti del tessuto
ematopoietico. La linea continua deriva dall’efarse pleurica di una paziente di 53 anni
affetta da leucemia mieloide in crisi blastica tevahe (Lozzio & Lozzio, 1977).

Le cellule sono state coltivate Dulbecco’s Modified Eagle MediufdDMEM) con ag-
giunta di siero fetale bovino (10%; vol/vol) e pahina-streptomicina (100X, 1%), a 37°C
in atmosfera umidificata al 5% di CO2.

Per i trattamenti con il BEO (0,005-0,03%) e le a@amtrazioni corrispondenti di veicolo
(etanolo 0,0045-0,027%) le cellule sono state pastdubi di polipropilene, adatti
all'analisi citofluorimetrica, alla densita di 410° cellule/ml.

La linea cellulare di fibroblasti di cute umana (6i35.Sk) e stata ottenuta dall’American
Type Colture Collection (Rockville, MD). Questadan cellulare presenta un fenotipo nor-

male ed e stata ottenuta dal tessuto cutaneo ajpparente normale di una donna affetta

- 46 -



da carcinoma mammario. Le condizioni di colturaadi linea cellulare, la cui propagazio-
ne avviene in adesione, prevedono l'utilizzo di DMIEon aggiunta di siero fetale bovino
(10%; vol/vol) e penicillina-streptomicina (100X%). Le cellule, mantenute in coltura in
fiasche da 75ch sono state seminate in piastre da 6 pozzettidatesita di 1dcellu-

le/pozzetto e dopo 48 h dalla semina sottoposiattamento con BEO (0,01-0,04%) o con

le corrispondenti concentrazioni di veicolo (etan©)018-0,036%).

3.3 Studi di citotossicita.

La combinazione di diverse tecniche sperimentaliesa possibile 'analisi degli effetti del
BEO sulla vitalita e proliferazione cellulare. larficolare, I'analisi citofluorimetrica mono
e bi-parametrica, il test di esclusione @gfpan bluee il saggio di proliferazione cellulare

MTT.

3.3.1 Analisi citofluorimetrica.

La citometria a flusso o citofluorimetria € unartea d’analisi che permette di contare, e-
saminare e “sortare” (laddove e presente il digpogimicroscopiche particelle, come le
cellule, in sospensione. Essa consente I'analisiipavametrica di una vasta popolazione
cellulare e I'aspetto innovativo di questa tecréoghe ogni cellula della sospensione viene
analizzata individualmente. La citofluorimetriabsisa sulla capacita delle cellule di riflet-
tere/rinfrangeredcattering la luce in base alla loro forma, complessitarimae altresi det-
ta granularita, o in base alla presenza di molecw@ecate in grado di emettere fluorescen-

za se eccitate da un fascio di luce. La possildiitdlevare le informazioni provenenti dal-
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la diffusione contemporaneamente a quelle di flscgaza e potendo utilizzare allo stesso
tempo piu fluorocromi come, ad esempio, lo iodurprdpidio (PI), la fluoresceina isotio-
cianato (FITC) o la ficoeritrina (PE), permettectmisizione simultanea di diverse infor-
mazioni, per ogni cellula che attraversa il fagtiieccitazione.

Una delle peculiarita della citometria a flussoede nella velocita di misura ed acquisi-
zione dei dati; infatti, essa consente I'analisudinumero di cellule dell'ordine delle deci-
ne di migliaia al secondo.

All'interno di un citofluorimetro le cellule sonmifzate a scorrere in un flusso laminare
(principio della focalizzazione idrodinamica), gatito dal sistema idrodinamico, che fa si
che esse passino allineate davanti al raggio lasestrumento nel nostro laboratorio € un
FacsCalibur a tre colori (Becton-Dickinson, CA, USi#otato del sistema ottico mostrato
in figura 3.1 (immagine ottenuta dal sito interm&tw.iscr .ed.ac.uk/FACS).

Le cellule passano singolarmente nella camerauds@l dove vengono colpite da un raggio
laser (Argon) alla lunghezza d’onda di 488 nm. aate della radiazione che colpisce
ciascuna cellula viene raccolta da uno specchidadmpsto nella stessa direzione del rag-
gio laser indicato nella figura dalla sigla FSCd#ioFSC é I'acronimo drorward Side
Scattercosi chiamato perché il rilevatore giace sullasstdmea ma dalla parte opposta ri-
spetto al punto di emissione del raggio laser. R8€lira loscatteringdella luce da parte
della cellula in relazione al diametro cellulargeindi, alle sue dimensioni. Le altre radia-
zioni emesse da ogni singola cellula vengono réead un sistema collettore di lenti ed
inviate a un sistema di specchi dicroici in graddad passare radiazioni di determinate
lunghezze d’'onda e riflettere quelle di lunghezomda differenti che vengono poi inviate

ad altri specchi.
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Ciascuna radiazione emessa viene raccolta dal titipiicatore corrispondente e conver-
tita in segnale analogico. Perpendicolarmente ttispe FSC si trova il fotomoltiplicatore
per il segnale SSC, acronimo$iide Scatterche fornisce informazioni circa la complessi-
ta interna di ogni cellula (granulosita) e sul ragfp nucleo/citoplasma. Le informazioni
che derivano dai dati di FSC e SSC risultano gidficgenti all'identificazione di sub-
popolazioni all'interno della sospensione in esabeesigle FL-1, FL-2, FL-3 indicano i
fotomoltiplicatori odetectorsche trasformano i segnali ottici che derivano dedl#iazioni
emesse dai fluorocromi utilizzati. In particolare-E rileva radiazioni emesse che ricadono
nella regione del verde dello spettro visibile $00-550 nm), FL-2 rileva radiazioni com-
prese nella regione del giallo §00 nm) ed FL-3 rileva radiazioni emesse nellaomg del

rosso (A 600-650 nm).
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3.3.1.1 Test di vitalita FDA/PI

Il test biparametrico FDA/PI, € un tipo di analitie si effettua su sospensioni cellulari vi-
tali. L’abilita delle cellule di escludere lo iodudi propidio (PI), un colorante nucleare non
permeabile, e di de-esterificare la fluoresceirecelato (FDA) che entra liberamente nel
compartimento citoplasmatico, & stata utilizzata lpevalutazione della vitalita cellulare
(Morris et al., 1994; Ross et al., 1989).

Il colorante FDA viene idrolizzato ad opera delgtegasi intracellulari in maniera propor-
zionale all'attivita metabolica cellulare. La flesceina, prodotta dalla reazione di de-
esterificazione, viene trattenuta all'interno dedidlule in funzione dell’integrita di mem-
brana ed emette un’intensa fluorescenza, nellaileellitali (Rotman & Papermaster,
1966). Inoltre, grazie all'integritd della membracallulare, le cellule vitali escludono
I'agente intercalante PI. Al contrario, le cellmlecrotiche sono incapaci di escludere il Pl a
causa della compromessa integrita di membrana gossono attivare la sonda FDA es-
sendo metabolicamente inattive. Le cellule apogiieticonservano l'integrita di membrana
fino agli stadi piu avanzati della morte cellulargpertanto, escludono il Pl (Darzynkie-
wicz et al., 1992; Dive et al., 1992; Morris et 4994) e trattengono la fluoresceina; tutta-
via, la capacita di metabolizzare I'FDA e notevoireridotta e, quindi, esse risultano me-
no fluorescenti delle cellule vitali (Frey, 1997rmerod et al., 1993).

Grazie alle proprieta sopra descritte, I'analisoftiorimetrica permette di distinguere le
cellule vitali, caratterizzate da un’intensa enassi di fluorescenza nel canale del verde
(FL1-H) e una bassa emissione nel canale del i@4s»-H), dalle cellule necrotiche, ca-

ratterizzate un’intensa emissione di fluoresceretaanale del rosso (FL2-H) e una debole
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emissione nel canale del verde (FL1-H), e dalldulselpoptotiche che manifestano una
blanda emissione di fluorescenza sia nel canaleodsb (FL2-H) che del verde (FL-1).
Tuttavia, € da tenere presente che negli stadayamzati dell’apoptosi I'integrita di mem-
brana &€ comunque compromessa; pertanto, le catiubrda apoptosi possono essere di-
stinte dalle cellule apoptotiche e vitali in basgr@ado di permeabilita al Pl e dalle cellule
necrotiche in base alla residua capacita di metedaoe la sonda (Morris et al., 1994;

Ross et al., 1989).

Dopo trattamento con il BEO (0,005-0,04%), o cowdlcolo alle concentrazioni corri-
spondenti (etanolo 0,009-0,036%), le cellule saatesellettate a 800 x g, al fine di allon-
tanare il mezzo di coltura e risospese in una smhezdi colorazione contenenteu@/ml di

Pl e 0.1uM di FDA in PBS. Le sospensioni cellulari ottenstio state analizzate al cito-
fluorimetro FACSCalibur (Becton Dickinson,CA,U.S)Aper determinare la proporzione
di cellule vitali (FDA/PT), apoptotiche (FDAPI) e necrotiche (FDAPI), attraverso
I'analisi dei quadranti dei dot-plots FL1-H/FL2-B4rtkowiak et al., 1999). L’analisi dei
dati e stata condotta dopo 'acquisizione di 10,@@nti/campione. | coloranti sono stati
eccitati ad una lunghezza d’onda di 488 nm conagerla ioni di Argon. L’emissione di
fluorescenza e stata rilevata da fotomoltiplicatmn filtri per le lunghezze d’onda di
582/42 (PI) e 530/30 (FDA) nm. Per evitare la sppsizione degli spettri di emissione, e
stata eseguita la compensazione dei due canalasotio da ciascuno la percentuale di

fluorescenza aspecifica (FL2 - %FL1; FL1 - %FL2).
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3.3.1.2 Analisi della granulosita (SSC) e delle diemsioni cellulari (FSC).

La morte cellulare € anche associata a cambiameldi capacita di diffrazione della luce
incidente nei canali SSC/FSC (Bartkowiak et al99)9 rilevabili al citofluorimetro. Du-
rante I'apoptosi, la perdita di ioni dal compartmte citoplasmatico e I'efflusso di acqua
determinano una riduzione del volume cellulare, sihélette in una riduzione del parame-
tro FSC e aumento della densita. Al contrario,darasi € caratterizzata da un iniziale ri-
gonfiamento cellulare seguito da una riduzione \@#ume, causata dalla rottura della
membrana extracellulare. Pertanto, come nel calapgtosi, anche alcuni stadi della
necrosi possono essere caratterizzati dallaumdetia densita cellulare che si riflette
nell’aumento della rifrazione della luce incideat80° (SSC) (Lizard et al., 1995).

La deviazione della luce in senso opposto (FSCPB°aSSC) rispetto alla fonte di emis-
sione fornisce informazioni circa le dimensionilgklri e la complessita intracellulare.
Queste sono state rilevate rispettivamente grazia detector di silice allo stato solido,
con un filtro per la luce emessa a 488 nm in dineziopposta al fascio (FSC) e un foto-
moltiplicatore (PMT) al quale la luce emessa a #§)jetto alla fonte viene convogliata da

unosplitter ad angolo di Brewster (SSC).

Dopo il trattamento per i tempi indicati, le lineellulari in adesione sono state raccolte
previa tripsinizzazione e, dopo opportuni lavaggospese in 1 ml di terreno di coltura
privo dirosso fenolce sottoposte all'analisi morfologica. Per le dellcoltivate in adesio-
ne non e stato necessario I'utilizzo di tripsina.Jelocita di acquisizione e stata limitata a
600 eventi/sec, al fine di ottimizzare la risolumo Suidot-plots(FSS-H/SSC-H), ottenuti

dall'analisi CellQuest, sono state delimitate treea(R1, R2, R3), caratterizzate da valori
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progressivamente piu alti di FSC-H, per la valuaei delle alterazioni morfologiche cel-

lulari indotte dal trattamento con il BEO.

3.3.1.3 Analisi dell'ipodiploidia cellulare (sub-Gyy).

Il principio dell'analisi si basa sulla capacitdldeoduro di propidio (P1) di intercalarsi tra
le basi azotate del DNA, fenomeno reso possibila gaeventiva permeabilizzazione del-
la membrana cellulare. A tale scopo vengono fretpmeente utilizzate basse concentra-
zioni di detergenti come il Triton X-100 o sostanaegrado di fissare e permeabilizzare
contemporaneamente la membrana, come I'alcol @@li@0%.

La fluorescenza emessa dal Pl nel canale del naege rilevata con il fotomoltiplicatore
FL2 e rappresentata sull'istogramma di frequenzargtorta in ascissa l'intensita di fluo-
rescenza emessa da ogni singolo evento, in soaaré (FL2-H), e in ordinata il numero
di eventi rilevati ad una ben precisa lunghezzadio(counts).

La fluorescenza emessa e proporzionale alla gaatit®l che si lega al DNA e quindi alla
quantita di DNA presente nella cellula stessa. i&eaellula e in fase GO/G1, ovvero con-
tiene una singola copia del genoma, presenta wrevdi fluorescenza pari ad Y2 rispetto
alle cellule in fase G2/M. Le cellule che attrawers la fase S presentano una fluorescenza
equamente distribuita tra le cellule in fase GQellg in fase G2. Durante la morte cellula-
re per apoptosi, specifiche endonucleasi possormhaneetagli intranucleosomali e produr-
re frammenti discreti di DNA,; al contrario, yratterndisomogeneo di clivaggio si ottiene
durante la necrosi, per attivazione di nucleaseeaifiphe (si veda Darzynkiewicz et al.,
1997). La permeabilizzazione cellulare determingdadita delle porzioni di DNA deri-

vanti dalla frammentazione con formazione di unpgbazione cellulare a ridotto contenu-
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to in DNA, denominata Subg, rilevabile con I'analisi citofluorimetrica, in geito a co-

lorazione con il PI .

Dopo il trattamento con il BEO, per differenti intalli di tempo, le cellule coltivate in a-
desione (SH-SY5Y, HS 605.Sk) sono state raccokegigrtripsinizzazione, lavate in PBS,
centrifugate e fissate /permeabilizzate con unazsmhe di etanolo freddo al 70% (v/v),
per 24 h a -20°C. Dopo un lavaggio in PBS, pem&dioare gli eccessi del fissativo, le cel-
lule sono state risospese in una soluzione di apione contenente Pl (@§/ml), Triton
X-100 (0,1%) e 0,17 mg/ml di RNAsi-A. Le sospensioellulari sono state incubate per
20 min a temperatura ambiente e sotto costantazagite, in condizioni di buio. L'analisi
citofluorimetrica e stata condotta con l'utilizzouh FACSCalibur (Becton Dickinson) e
30,000eventi/campione sono stati acquisiti. Per I'analisile cellule in sospensione (K-
562) é stato applicato il medesimo protocollo ofiepaad eccezione della tripsinizazione.
La percentuale degli eventi ipodiploidi (sulg-spresenti in ciascun campione e stata de-

terminata con l'utilizzo del programma CellQuese¢Bn Dickinson).

3.3.2 Test di esclusione délrypan Blue

Il colorante acidoTrypan blueé caratterizzato, nella sua struttura chimicagwaea gruppi

azotati e quattro gruppi sulfonici, legati ad anglbmatici. | gruppi sulfonici conferiscono
alla molecola una globale carica negativa. Questatteristica impedisce al colorante di
attraversare le membrane cellulari, a meno cheresseisultino danneggiate; quest’ultima

condizione si verifica quando la cellula va inconérmorte cellulare per necrosi. La posi-
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tivita alla colorazione, osservata al microscopiaco, permette di individuare, pertanto, la
popolazione di cellule morte rispetto a quellelvithe non risultano Trypan blue positive.
Le cellule SH-SY5Y sono state seminate in piastBepazzetti da 35 mm di diametro alla
densita di 300 x Tcellule per pozzetto. Dopo 24 oraviediumé stato rimosso e sostituito
con terreno normale (controllo), con terreno coetga il BEO (0,01- 0,03%) o le corri-
spondenti concentrazioni di veicolo.

Dopo 24 ore di esposizione e stato valutato al@smwpio ottico il numero di cellule vitali,
negative alla colorazione con il trypan blue (0,géso/volume). In particolare, il mezzo di
trattamento é stato prelevato da ogni pozzettorgmmogliere eventuali cellule sofferenti o
morte presenti in sospensione, quindi, le celldleranti sono state tripsinizzate, aggiunte
al terreno precedentemente raccolto e centrifugates’ a 1200 x g; il pellet & stato riso-
speso in un’opportuna quantita di soluzione didryplue e le cellule contate mediante un
emocitometro Improved Newbauer. Le cellule negadile colorazione, quindi vitali, sono
state contate e i dati sono stati espressi comémsegtrore standard del numero di cellule

vitali in ciascun campione.

3.3.3 Saggio MTT

L’'MTT, un sale organico di colore giallo, corrispchimicamente al bromuro di 3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio. Tale stanza viene ridotta ad opera delle deidro-
genasi mitocondriali, in presenza del cofattore N Dando luogo alla formazione di cri-
stalli di formazano insolubili in mezzo acquosoddliore viola porpora). Per la quantifica-
zione dell'intensita della colorazione, i sali veng successivamente solubilizzati con una

soluzione a base di detergenti. Poiché la riduzaeieMTT e proporzionale al numero di
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cellule metabolicamente attive, questo saggio viesao per misurare la citotossicita, la
proliferazione o I'attivazione cellulare (Mosmari983).

Le cellule SH-SY5Y sono state seminate in pias®é pozzetti, alla densita di 8 x31¢el-
lule per pozzetto; dopo 24 h il terreno di coltératato sostituito con mezzo fresco (con-
trollo), o mediumcontenente il BEO (0,005-0,03%) o le corrispondeahcentrazioni di
veicolo (etanolo 0,0045-0,027%), e le cellule irmtglper 24 ore.

Trascorso il tempo d’incubazione, per evitare iiet@nze, la soluzione di trattamento con-
tenente il BEO o il veicolo é stata rimossa prine#l’a@ggiunta dellMTT (0,5 mg/ml). Le
cellule sono state quindi incubate per 4 h a 37f@tinosfera umidificata al 5% di GO
cristalli di formazano sono stati portati in soluze attraverso I'aggiunta di una soluzione
di SDS al 10% in HCI (0.01 M), per circa 12 h.

Le cellule metabolicamente attive sono state gfieait mediante uno spettrofotometro
per micropiastre (Multiscan MS, Labsystems, HelsiRknlandia), misurando I'assorbanza
alla lunghezza d’onda di 540 nm (filtro di referan890 nm).

| valori sono stati riportati come mediaerrore standard delle variazioni percentuali della
densita ottica delle cellule trattate con il BE@an il veicolo corrispondente, rispetto al

controllo (cellule non trattate) posto uguale a.100

3.4 Valutazione del potenziale di membranaA¥,,) e della morfologia dei mito-
condri.

La valutazione della funzionalita dei mitocondriesa possibile grazie all'impiego di son-
de lipofile cationiche, quali la rodamina 123 eidati. Queste molecole si concentrano, e

vengono trattenute, nella matrice mitocondrialduinzione della differenza di potenziale
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(AY) e grazie alla carica negativa a ridosso della brama mitocondriale interna (Smi-
ley et al., 1991). Il TMRE (estere etilico dellaréanetiletirodamina) € stato uno dei primi
derivati fluorescenti della rodamina 123 ad esstaéo impiegato per la valutazione di
AW¥n, sfruttando tecniche di microscopia a fluorescghpaw et al., 1993).

Questo colorante viene eccitato alla lunghezzad#iati 488 nm, emette a 580 nm ed esi-
bisce un modesto legame alle proteine della merahbratocondriale, indipendente dal po-
tenziale.

Alcuni accorgimenti da adottare per la correttaliappione della metodica consistono nel-
la scelta della concentrazione della sonda e tigltizzazione dei tempi di esposizione al-
la sorgente luminosa, al fine di evitare i fenondirdecadimento del segnakpégnimento

o quenching; fotodecadimento photobleaching.

Cellule SH-SY5Y sono state seminate in piastrefoado in vetro (Iwaki) alla densita di 3

x10* cellule. Ventiquattro ore dopo la semina il meziccoltura & stato sostituito con

mezzo fresco (controllo)medium contenente il BEO (0,02%) o il veicolo (etanolo,
0.018%).

Successivamente, e stato aggiunto il TMRE (MolecBlabes) a partire da uno stock ini-
ziale 50 mM in DMSO, per ottenere una concentrazifomale pari a 5 nM. Per la colora-

zione nucleare, allo stesso mezzo di coltura e siggiunto 'THOECHST 33342 impiegato

alla concentrazione finale di 0.5 mg/ml. Le cellstino state incubate per 10’ a 37°C, in
ambiente umidificato, protette dalla luce.

L’acquisizione delle immagini & stata condotta atnescopio confocale (Leica Micro-

systems Srl, Milano, Italia) dotato di un obiettid immersone in mezzo oleoso, HCX PL
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APOG63x/1.4 (Leica Microsystems Srl). Le immagimdii sono state ottenute dalla so-
vrapposizione di 20-22 piani focali-z.

Oltre all'analisi in microscopia confocale, il potgale di membrana mitocondriale é stato
determinato mediante analisi citofluorimetricaginesto caso, 300 x i@ellule/campione
sono state seminate e, dopo 24 h, sottoposte didiartfluorimetrica. Le cellule SH-
SY5Y, tripsinizzate e trasferite in tubi di poliitene, sono state risospese in mezzo fre-
sco (controllo) anediumcontenente il BEO o il veicolo alle concentrazioairispondenti.
Le soluzioni di trattamento sono state realizzateerreno di coltura privo di rosso fenolo
al quale e stata aggiunta la sonda TMRE alla cdarecdone finale di 25 nM. Per l'analisi
delle colture K-562 e stato applicato lo stessdaquallo operativo, ad eccezione della trip-
sinizzazione. Trascorso il tempo di incubaziondyuab a 37°C in atmosfera umidificata al
5% di CQ, i campioni sono stati sottoposti ad analisi ¢itofimetrica.

La fluorescenza emessa dal TMRE nel canale deb rdstata rilevata dal fotomoltiplica-
tore FL2 e rappresentata in scala logaritmiadottplotsFSC/SSC sono stati utilizzati per
escludere dall’analisi i detriti e gli aggregatilgkari, eventualmente presenti nei campioni
esaminati. Per I'analisi sono stati acquisiti 10,@Yenti/campione e i dati elaborati con
I'utilizzo del programma CellQuest (Becton Dickimyo

In entrambe le tecniche utilizzate, il disaccopf@amitocondriale carbonil-cianuro fluo-
rometilidrazone (CCCP; Sigma-Aldrich) e stato m#ito come controllo positivo della

metodica.

3.5 Valutazione della produzione di specie reattiveell’ossigeno (ROS).

La produzione di specie reattive dell’'ossigeno (R@Stata determinata mediante analisi

spettrofotofluorimetrica impiegando come sonda fa Z-diclorodiidrofluoresceina-
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diacetato (HDCF-DA), come precedentemente descritto (Corasatital., 2007). La
H.DCF-DA é una molecola lipofila che diffonde facilme attraverso le membrane cellu-
lari; una volta all’interno del citosol viene deetitata, ad opera delle esterasi intracellulari,
a 2’,7’-diclorodiidrofluoresceina (}CF). In questa forma la molecola diviene polare e
rimane intrappolata nella cellula. 1 ROS intrackliuossidano I'HDCF trasformandola
nella molecola 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) laale, opportunamente eccitata< 485

nm), emette in fluorescenza £ 535 nm).

Le cellule SH-SY5Y sono state seminate alla damiit50 x 16 cellule per pozzetto, in
piastre nere a fondo trasparente, da 96 pozzeaipfo24 h, ilmediumé stato rimosso e le
cellule incubate in tampone KHB (Krebs Henseleitfdry NaCl 119 mM, KCI 4.7 mM,
CaCh 2.5 mM, KHPQO; 1.2 mM, NaHCQ 25 mM, glucosio 11 mM, pH 7.4) contenente
H.DCFDA (20um) e probenecid (2.5 mM) per 30 minuti a 37 °CwbbQuindi, le cellu-

le sono state lavate per eliminare bIMCFDA extracellulare ed incubate in tampone KHB
normale (cellule controllo) o tampone KHB contereeBEO (0.005-0.03%) o veicolo (e-
tanolo, 0.0045-0.027%).

La fluorescenza emessa € stata monitorata ognn5ari 1h, dopo I'esposizione al BEO,
utilizzando uno spettrofotofluorimetro per micragti@ (Victof multilabel counter, Perkin-
Elmer Life Sciences; eccitazione:495 nm, emissiéiRe: nm).

| risultati sono stati espressi come mediarrore standard dell’area sotto la curva (ASC)
della fluorescenza emessa in funzione del temp®, @&0 min (ASEeo min, di tre esperi-
menti indipendenti ognuno dei quali condotto impiedo 4-8 pozzetti per gruppo speri-

mentale.
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Come controllo positivo della metodica € statoiz#dto il perossido di idrogeno £8,,

100 uM).

3.6 Analisi in microscopia a fluorescenza delle pteine del citoscheletro.

Le cellule SH-SY5Y sono state seminate su vetriai pnmunocitochimica (LabTek
Chamber slides, Nunc) alla densita di 3 % &éllule, per I'analisi delle proteine del cito-
scheletro. Dopo 24 h il mezzo di coltura e statstisgoto con mezzo fresco contenente |l
BEO (0,02-0,03%) o la piu alta concentrazione dcaole (etanolo 0,027%). Dopo 1 h di
esposizione, il mezzo e stato rimosso e le ceflsgate con paraformaldeide al 4% per 10
min e successivamente permeabilizzate con Tritd®X0,1% in PBS. In seguito, le cellu-
le sono state incubate per 20 min in PBS conterahteanina serica bovina (BSA, 0,1%),
per bloccare i siti aspecifici di legame, quindgubate per 30 min a temperatura ambiente
con un anticorpo primario monoclonale di topo antubulina (1:2000; clone B-5-1-2,
Sigma). Quindi, dopo opportuni lavaggi, le cells@o state incubate con un anticorpo se-
condario coniugato ad Alexa-FIfo594 (Molecular Probes; diluizione: 1:400) e coh fa
loidina coniugata ad Alexa FIUd#88, al 2% (Molecular Probes), per la marcatuidide
lamenti di (F)-actina. Dopo colorazione dei nuaden DAPI, i vetrini sono stati ricoperti
con vetrini coprioggetto e le immagini acquisitenam microscopio a fluorescenza (Nikon

Optiphot-2; Nikon Instruments) utilizzando un ohiei 40x (Nikon Instruments).
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3.7 Preparazione dei lisati cellulari.

Per I'analisi western-blot della caspasi 3 € stailizzato un tampone di lisi (Tris-HCI 50
mM, pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, SDS 0.1%, Ige@#& 630 1%, sodio deossico-
lato 0,5%) contenente un cocktail di inibitori @gfiroteasi (codice P8340, Sigma-Aldrich).
Per studiare la fosforilazione della chinasi Aklisati cellulari sono stati preparati come
precedentemente descritto (Corasaniti et al., 20@ifizzando un tampone di lisi non de-
naturante a basso contenuto di detergenti (Tris20GhM, pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA
2 mM, EGTA 2 mM, Triton X-100 1%, acido okadaican) contenente un cocktail di i-
nibitori delle proteasi (Sigma-Aldrich) ed uno dihitori delle fosfatasi (codice 524625,
Calbiochem). | lisati sono stati centrifugati p&rrhin alla velocita di 20,0009 a 4°C.

Per incrementare I'efficienza dell’estrazione picdes stato utilizzato un tampone di estra-
zione arricchito di detergenti anionici (Tris-HCb 2nM, pH 7.5, Triton X-100 1%, SDS
0.2%, sodio deossicolato 0.5%, Mg@D mM, NaCl 450 mM, cocktail di inibitori delle
proteasi). | lisati sono stati incubati per 10 rmnghiaccio e, quindi, centrifugati per 30
min a 4 °C a 40,000 x g. Il contenuto proteico swinatanti dei lisati cellulari € stato de-
terminato utilizzando il metodo Bio Rad DC, chéasa sulla reazione delle proteine con
una soluzione alcalina di tartrato di rame (reagéjte con il reagente di Folin (reagente
B), impiegando soluzioni a concentrazione notaldumina serica bovina (BSA) per la
preparazione della curva standard. La lettura & gtffiettuata a 690 nm impiegando uno

spettrofotometro per micropiastre (Multiskan MSb&gstems, Helsinki, Finlandia).
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3.8 Analisi Western blot.

L’elettroforesi su gel di poliacrilammide, in coa@ini denaturanti e riducenti, € uno dei
metodi maggiormente impiegati per I'analisi quaiita/quantitativa di miscele di proteine;
essa, infatti, permette la loro separazione in lahg®so molecolare ed il loro riconosci-

mento mediante I'uso di anticorpi specifici.

Dopo 24 h dalla semina, le cellule SH-SY5Y sontestiattate con il BEO (0,01-0,03%) o
con le corrispondenti concentrazioni di veicolcatetio 0,009-0,027%) per 30 min o 1h.
Allo scadere del tempo di trattamento le cellulecsstate raccolte e i lisati cellulari realiz-
zati come precedentemente descritto.

Le proteine (2Qug) sono state caricate in gel di SDS-poliacrilamanisbttoposte a corsa
elettroforetica ed elettrotrasferite su membrangddivinil-fluoruro (PVDF, Immobilon-P,
Sigma-Aldrich). Le membrane sono state incubategtioanticorpi primari per tutta la not-
te a 4°C, quindi, incubate per 1 h a temperaturaiemie con anticorpi secondari coniugati
a perossidasi di rafano (HRP).

L’'immunoreattivita & stata visualizzata in chemilogscenza (ECL, Amersham Bioscien-
ces, GE Healthcare). Il principio su cui si base tacnica e che, in presenza di acqua ossi-
genata, la perossidasi coniugata agli anticorporsgari ossida il luminolo, un substrato
chemiluminescente, con contemporanea produziohgedi Il segnale luminoso emesso e
stato rilevato esponendo la membrana ad una lasti@adiogragica (Hyperfilm ECL,
Amersham Biosciences). Le lastre impressionate state scansionate e sottoposte ad a-
nalisi densitometrica condotta utilizzando il pramgma Quantiscan (Biosoft, Cambridge,

UK).
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Alcuni degli anticorpi primari utilizzati nel presee studio sono stati ottenuti da Cell Si-
gnaling Tecnolgy (Beverly, MA, USA) ed impiegatlaabiluizione 1:1000; in particolare,
un anticorpo policlonale di coniglio specifico parcaspasi 3 capace di riconoscere anche i
frammenti di clivaggio, un anticorpo policlonaleatiniglio specifico per la forma non cli-
vata e in grado di riconoscere i frammenti di ajge di PARP, un anticorpo policlonale
di coniglio specifico per Akt e un anticorpo potinkle di coniglio in grado di riconoscere
la forma fosforilata della chinasi Akt (p-Akt, S&3).

Per studiare I'espressione di actina, tubulina ieegdldeide 3-fosfato deidrogenasi
(GAPDH) sono stati impiegati, rispettivamente: umi@rpo monoclonale di topo (clone
AC-40; Sigma-Aldrich), diluito 1:2000, un anticorpaonoclonale di topo (clone B-5-1-2;
Sigma-Aldrich), diluito 1:40,000, ed un anticorp@mmaclonale di topo (clone 6C5; Ap-
plied Biosystems, CA, USA) diluito 1:20,000.

Come anticorpi secondari sono state utilizzate imogiobuline di capra coniugate con pe-
rossidasi di rafano e dirette contro immunoglobilth topo o di coniglio (Pierce Biote-

chnology, Rockford, IL, USA)

3.9 Analisi statistica dei dati.

| dati sono espressi come mediaerrore standard del numero di esperimenti indicato.
L’analisi statistica dei dati € stata condotta raate analisi della varianza (ANOVA) se-
guita dal test di Tukey-Kramer per comparazionitipld. Il test del t' di Student é stato
utilizzato per valutare la differenza tra due media valore di P minore di 0.05 é stato

considerato significativo.
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4. Risultati

4.1 Riduzione della vitalita cellulare e alteraziondelle caratteristiche morfolo-

giche indotte dal BEO in colture di neuroblastoma mano, SH-SY5Y.

Per valutare gli effetti indotti dal BEO sulla pfetazione cellulare e stato utilizzato il
saggio colorimetrico MTT. Dopo 24 h di incubaziaren il fitocomplesso (0.005-0.03%),
le colture SH-SY5Y trattate con il BEO 0,02-0,03%mifestano una ridotta capacita di
metabolizzare la sonda, rispetto alle corrisporideoncentrazioni di veicolo (etanolo
0,018-0,027%); I'effetto osservato € concentrazidipendente e risulta statisticamente si-
gnificativo (P<0.05 e P<0.001, rispettivamente)g(H.1a). Concentrazioni inferiori di
BEO (0,005-0,01%) ed il veicolo (etanolo 0,00452F%) non modificano la vitalita cel-
lulare (Fig. 4.1a).

In accordo con queste osservazioni, il testtdgdan bleuha evidenziato una significativa
riduzione (P<0.05 e P<0.001, rispettivamente) dehero di cellule vitali, capaci di esclu-
dere il colorante, dopo 24 h di esposizione al BE@2-0,03%, rispetto alle corrispondenti
concentrazioni di veicolo (etanolo 0,018-0,027%@s8lUna variazione del numero di cellu-
le vitali si osserva dopo esposizione al BEO 0,0d8pgetto al veicolo corrispondente (eta-
nolo 0,009) (Fig. 4.1b).

Gli effetti citotossici del BEO sono stati anchenfeymati mediante analisi del profilo del
DNA di colture SH-SY5Y trattate con il fitocomples§0,005-0,03%) e le concentrazioni

corrispondenti di veicolo (etanolo 0,0045-0,027%).
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Fig 4.1) L'esposizione di 24 h delle colture SH-S¥5l BEO induce una riduzione concentrazione-
dipendente del numero di cellule vitali associatd godiploidia. A)Analisi dell’attivita metabolica cellula-
re determinata con il saggio colorimetrico MTT dop# h di esposizione al BEO (0,005-0,03%). | vatbri
densita ottica (D.O.) riportati, per il BEO (0,00503% ) e il veicolo corrispondente (etanolo 0,0045
0,027%), sono espressi come percentuale rispetwoatrollo. Tali valori derivano dalla media + erre
standard dell’assorbanza misurata in 3 esperimaripendenti in cui ogni concentrazione di BEO eeir
colo é stata utilizzata in ottuplicat®) Analisi del numero di cellule vitali determinatbraicroscopio ottico
dopo colorazione con trypan blue. L’istogramma ripde variazioni del numero di cellule vitali irolture
trattate con BEO (0,01-0,03%) rispetto al veicolwrrispondente (0,009-0,027%), di 3 esperienti imdfip
denti. * e *** denotano, rispettivamente, P<0.09°&0.001 rispetto al veicolo (test t di Studer@). Analisi
della percentuale di eventi ipodiploidi indotti golture SH-SY5Y dall’'esposizione di 24 h al BEQJB;
0,03%) e alle corrispondenti concentrazioni di wic(etanolo 0,0045-0,027%). | dati rappresentaaarie-
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dia + errore standard dei risultati ottenuti in 3sperimenti indipendenti. ** e*** indicano P<0.01 B<

0.001 rispetto al veicolo (test t di Student).

Dopo 24 h di incubazione, le cellule sono stateafis, permeabilizzate, colorate con ioduro
di propidio (PI1) ed analizzate al citofluorimet@ome riportato in figura 4.1c, rispetto alle
colture controlloe quelle trattate con il veicolo (etanolo 0,01820%), il BEO (0,02-
0,03%) induce un aumento statisticamente signiticgP<0.01 e P<0.001, rispettivamen-
te) dell'ipodiploidia. Concentrazioni inferiori dEO (0,005-0,01%) non inducono alcun
aumento dell’ipodiploidia, rispetto alle colturentmllo ed alle corrispondenti concentra-
zioni di veicolo (fig. 4.1c).

L’analisi biparametrica FDA/PI, al citofluorimetrba consentito di approfondire I'analisi
del profilo tossicologico del BEO in colture di meblastoma umano SH-SY5Y. Gli isto-
grammi in figura 4.2b, riportano i dati ottenutitne esperimenti indipendenti. In seguito a
24 h di esposizione al BEO 0,02-0,03% & emersaidoaione della percentuale di cellule
vitali (Fig. 4.2) che risulta concentrazione-dipentt e non si osserva nelle colture esposte
al solo veicolo (etanolo 0,018-0,027%) o a con@andni inferiori dell’olio (0,005-

0,01%).
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Fig 4.2) La riduzione della vitalita cellulare indita da esposizione per 24 h al BEO & associata achen-
to della percentuale di cellule necrotiche e apdtbe, in colture SH-SY5Y.A) Dot-plots rappresentativi
ottenuti dall'analisi citofluorimetrica della viték cellulare (FDA/PI) di colture SH-SY5Y esposteB&O
(0,005-0,03%) per 24 h. Il programma cellQuestacstitilizzato per la quantificazione delle cellapopto-
tiche (quadrante in basso a sinistra), necrotichiggdrante in alto a sinistra) e vitali (quadrante basso a
destra), dopo I'acquisizione di 10,000 eventi/caonpi (Veicolo: etanolo 0,027%d3) Analisi statistica dei
dati ottenuti. Gli istogrammi riportano le perceaiudi cellule vitali, necrotiche e apoptotiche daninate
mediante analisi citofluorimetrica in colture SHEBYY esposte per 24 h al BEO (0,005-0,03%) e allei-cor

spondenti concentrazioni di veicolo (etanolo 0,008®27%). | dati sono riportati come media * ereor
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standard dei valori ottenuti in 3 esperimenti ingliglenti. * e*** indicano P<0.05 e P< 0.001 rispetéd ve-

icolo (test t di Student).

La riduzione della vitalita cellulare indotta dautbazione per 24 h delle colture SH-SY5Y
con il fitocomplesso alle concentrazioni 0,02-0,08%associa ad un aumento significativo
della percentuale di cellule necrotiche ed apogheti Le concentrazioni piu basse di BEO
(0,005-0,01%), cosi come le concentrazioni di dtatestate (0,0045-0,027%), non risul-
tano tossiche e non inducono alcuna variazionermiti di vitalitd, necrosi e apoptosi, ri-
spetto alle colture controllo (Fig. 4.2).

Caratteristiche tipiche della morte cellulare sstate osservate anche dopo brevi periodi
(1 h) di incubazione con il fitocomplesso.

In figura 4.3, sono riportati tipici diagrammi daltalisi dell'ipodiploidia cellulare. La di-
stribuzione dei picchi sull’asse delle x consentendividuare cellule diploidi Zn) corri-
spondenti alla fase g del ciclo cellulare, cellule in fasexfa con un contenuto doppio di
DNA e una popolazione intermedia corrispondente @dlllule in fase S, nonché popola-
zioni con un contenuto ridotto di DNA (ipodiploidi)

L’analisi del profilo del DNA in colture SH-SY5Y dttate per 1 h con il BEO (0,02-
0,03%), ha evidenziato un marcato aumento dell@lpamne ipodiploide (sub- indice

di un’aumentata frammentazione del DNA, rispetta pbpolazione controllo. Nessun ef-
fetto sull'ipodiploidia & stato osservato in codurattate con I'etanolo alla 0,027% corri-

spondente a quella presente nel BEO 0,03% (fig. 4.3
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Fig. 4.3) Il BEO induce una rapida frammentazioneestiDNA in cellule di neuroblastoma SH-SY5Ysto-

grammi della frequenza di distribuzione del DNAcditure SH-SY5Y dopo 1 h di incubazione con il BEO

(0,02-0,03%) o il veicolo (etanolo 0,027%). | palirgono stati ottenuti dall’analisi citofluorimetra di cel-

lule (fissate/permeabilizzate in etanolo) colorats ioduro di propidio (PI). In ciascun istogramraandi-

cata (in rosso) la percentuale di eventi con ridotbntenuto in DNA (subd; corrispondente ad una popo-

lazione ipodiploide (<2n) rilevata in 30,000 evéaéimpione. | dati riportati sono rappresentativi3liespe-

rimenti indipendenti.
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L’analisi biparametrica FDA/PI, ha permesso divdlee che l'incubazione di cellule SH-
SY5Y con concentrazioni di BEO pari a 0,02-0,03%, p h, determina una riduzione sta-
tisticamente significativa (P<0.05 e P<0.001, rispamente) della percentuale di cellule
vitali; I'effetto € accompagnato da un aumento al@ércentuale di cellule apoptotiche e
necrotiche, rispetto alle colture controllo o @&t con il solo veicolo (etanolo 0,018-
0,027%) (Fig.4,4b). In figura 4.4a é rappresentuddivisione in quadranti ddot-plots
FL1-H/FL2-H ottenuti al citofluorimetro. L’analiglei quadranti permette di distinguere le
cellule vitali (in basso a destra, FBRI) da quelle apoptotiche (in basso a sinistra, FDA
IPT) e necrotiche (in alto a sinistra, FDR"). Come rilevabile dailot-plotsrappresentati-
vi riportati in figura 4.4a, gia dopo 1 h di espisne al BEO (0,02-0,03%) si osserva un
aumento della morte cellulare per apoptosi e perase mentre non sono rilevabili altera-
zioni della vitalita cellulare quando il BEO € iregato a concentrazioni inferiori (0,005-

0,01%).
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Fig. 4.4) L’esposizione al BEO per 1 h riduce latafita cellulare ed aumenta la percentuale di cdiua-
poptotiche e necrotiche, in colture SH-SY5Y) Bot-plots rappresentativi ottenuti dall’analisitefluorime-
trica della vitalita cellulare (FDA/PI) di colturéSH-SY5Y esposte al BEO (0,005-0,03%) per 1 h.oH pr
gramma cellQuest & stato utilizzato per la quaceifione delle cellule apoptotiche (quadrante indoaa
sinistra), necrotiche (quadrante in alto a sinigtevitali (quadrante in basso a destra), dopo jatsizione
di 10,000 eventi/campione. (Veicolo: etanolo 0,02 BYoAnalisi statistica dei dati ottenuti. L’'esposia@di
colture SH-SY5Y al BEO (0,02-0,03%) per 1 h causaumento significativo della percentuale di cedlul
necrotiche e apoptotiche ed una riduzione statistiente significativa della percentuale di cellui@ah, ri-
spetto alle colture trattate con il veicolo (etandd,0045-0,027%). L'effetto osservato € concerdrez
dipendente. | valori riportati negli istogrammi exspressi come percentuale degli eventi acquistjo@o
eventi/campione), corrispondono alla media * errstandard dei dati ottenuti in 3 esperimenti indiden-

ti. *** e *** denotano, rispettivamente, P<0.05,49.01 e P<0.001, rispetto al veicolo (test t di &uat).
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Dalle analisi condotte & emerso che gli effetttaissici si osservano gia dopo 1 h di espo-
sizione al BEO 0,02-0,03%, mentre concentrazioferiari del fitocomplesso (0,005-
0,01%) non determinano alcuna variazione dei parasteidiati, né rispetto alle colture
controllo né a quelle trattate con corrispondentcentrazioni di veicolo (etanolo 0,009-
0,018%) sia dopo 1 h che dopo 24 h di esposizidheontrario, estendendo il tempo di
incubazione a 24 h, il BEO 0,02 e 0,03% induce pitadrastica riduzione della vitalita
cellulare; pertanto, l'effetto citotossico del BE@sulta concentrazione- e tempo-
dipendente.

Alcune alterazioni della morfologia cellulare, comeaggrinzimento o il rigonfiamento,
sono associate alla morte cellulare e determinantb@mmenti della capacita di diffrazione
della luce incidente che possono essere rilevatil@malisi citofluorimetrica. Le ridotte
dimensioni o 'aumentata granulosita cellulareradticono, rispettivamente, in una ridotta
capacita di diffrazione della luce incidente inedione opposta al fascio di luce emesso
(FSC) e nelllaumento della deviazione della luce oa angolo di 90° rispetto alla fonte

(SSC) (si veda Darzynkiewicz et al., 1997).
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Fig. 4.5) Il BEO induce raggrinzimento cellulare ircolture SH-SY5Y. Le cellule che presentano dimen-
sioni ridotte (R1, R2)sono in parte apoptotichereparte necrotiche. ADot-plots FSC/SSC della distribu-
zione cellulare in base alle proprieta di diffram® della luce incidente. Tre aree (R1, R2, R3) siate de-
limitate sui dot-plots FSC/SSC per la valutazioe#iedalterazioni morfologiche. L'incubazione corBEO
(0,02-0,03%) per 1 h induce, in colture SH-SY5%, nalistribuzione concentrazione-dipendente dedlpg
lazione principale dalla regione R3 alle regioni Bd R2, caratterizzate da minori valori di FIg). Analisi
statistica della distribuzione cellulare nelle regi R1, R2 e R3. | dati riportati corrispondonoatnedia =
errore standard degli eventi localizzati in R1, &R3, espressi come percentuale rispetto agli eaequi-
siti (10,000eventi/campione) in 3 esperimenti indipendenti. **edenotano rispettivamente P<0.05 e
P<0.01, rispetto al veicolo (test t di Studenf) Colture SH-SY5Y esposte per 1 h al veicolo (détano
0,027%) o al BEO (0,03%) sono state colorate corAFD ed analizzate al citofluorimetro per individea
le sub-popolazioni vitali, apoptotiche e necrotiatel’ambito delle regioni R1, R2 e R3. Dopo trattento
con BEO le cellule localizzate nell’area R2 rismtaprevalentemente necrotiche, mentre quelle lozate

nella regione R1, con piu basso FSC/SSC, presemqancipalmente le caratteristiche dell’apoptosi.
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Dall’analisi della distribuzione cellulare ndot-plotsFSC/SSC (Fig. 4.5a) € emerso che
circa I'86% degli eventi acquisiti da colture SH-&¥ controllo € localizzata all'interno di
un’area denominata R3 in Figura, mentre circa il8%2.4% sono localizzati nelle regio-
ni R2 ed R1, rispettivamente. Il BEO impiegato aaantrazioni citotossiche (0,02-0,03%)
determina una riduzione concentrazione-dipendegite dimensioni cellulari (Fig.4.5a, b),
dopo 1 h di esposizione. Infatti, solo circa il 6deventi e localizzato nella regione R3,
dopo il trattamento con BEO 0,02%, mentre la pdr@da scende al 38% dopo trattamento
con BEO 0,03%, variazione che risulta statisticamesgnificativa (P<0.05%). La ridu-
zione degli eventi localizzati nella regione R3pddrattamento con il BEO (0,02-0,03%),
e accompagnata da un aumento significativo di evetie regioni R2 (P<0.05 e P<0.01,
rispettivamente), a ridotto FSC, e dallaumentdadekercentuale di eventi nella regione
R1, in cui anche la granulosita (SSC) e ridottaelicolo (etanolo 0,0045-0,027%) e le
concentrazioni inferiori di BEO (0,005-0,01%) noetefminano variazioni delle caratteri-
stiche morfologiche, rispetto alle colture contqlFig.4.5a, b).

Combinando I'analisi morfologica con il test dialita cellulare, FDA/PI, e stato possibile
approfondire I'analisi quali-quantitativa delle mdazioni cellulari trattate con il BEO, ri-
spetto al veicolo (Fig. 4.5c).

E stato cosi osservato che, dopo 1 h di esposiabB&EO (0,03%), gli eventi localizzati
nella regione R3 dealot-plot FSC/SSC presentano una distribuzione eterogeriedotie
plot FL1/FL2 rispetto alle colture trattate con il vaic (etanolo 0,027%), in cui la popola-
zione cellulare localizzata in R3 presenta unaitlistione circoscritta al quadrante in bas-

so a destra (cellule vitali, FOAPT).
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Da questo tipo di analisi si evince, inoltre, checolture SH-SY5Y sottoposte ad 1 h di
trattamento con BEO (0,03%), gli eventi che dahl&si morfologica sono compresi nella
regione R2 presentano le caratteristiche dellaosgccon bassa emissione nel canale del
verde ed elevata fluorescenza nel rosso; mentregllele localizzate in R1 risultando in
parte apoptotiche ed in parte necrotiche (Fig.)4Nelle colture trattate con il veicolo solo
una bassa percentuale di eventi € localizzata ia R2 (Fig. 4.5¢).

Le rapide modificazioni del fenotipo cellulare irttdodal trattamento con il BEO (0,02-
0,03%) per 1 h, includono una serie di alterazawmlie proteine del citoscheletro apprezza-
te analizzando l'actina e la tubulina in microseopi fluorescenza. Tali alterazioni sono
state osservate, in colture SH-SY5Y, dopo 1 h goszione al BEO 0,02-0,03%, rispetto
alle colture trattate con il veicolo (etanolo 0,8&7 Come mostrato in figura 4.6 (frecce in
bianco), la struttura del citoscheletro perde la Boe organizzazione e l'effetto € mag-
giormente evidente in cellule ad uno stadio piunaaéo di condensazione nucleare (fig.
4.6, frecce in giallo). La perdita di immunoreaitgévper la tubulina suggerisce che la strut-
tura dei microtubuli sia quella maggiormente compessa nelle cellule trattate con BEO

0,03%.
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Fig. 4.6) Il BEO induce rapide alterazioni delle pteine del citoscheletro, in colture SH-SY5&olture
SH-SY5Y sono state trattate per 1 h con il BEC2(0,03%) o con il veicolo presente nella piu elavetn-
centrazione di BEO utilizzata (etanolo 0,027%) &agmste ad analisi in microscopia a fluorescenetled
proteine del citoscheletro (actina in verde, tubaliin rosso). | nuclei sono stati marcati con illaante
DAPI. Si osserva la presenza di formazioni circolari aleente fluorescenti immunopositive alla tubulina
torno a nuclei condensati in cellule trattate coBEO 0,02% (frecce in bianco). L'immunoreattivdall’ a-
tubulina nelle colture trattate con il BEO 0,03%ulta ridotta rispetto alle cellule trattate conveicolo (e-
tanolo 0,027%). Le frecce in giallo indicano i neictondensati. Le immagini sono state acquisitaniaro-

scopio a fluorescenza (Optiphot-2; Nikon), utilizda un obiettivo 40X.
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4.2 Il trattamento con BEO induce alterazioni dellamorfologia e del potenziale

mitocondriale (A¥,) in colture di neuroblastoma umano, SH-SY5Y.

L’applicazione di tecniche citofluorimetriche e miicroscopia confocale ha permesso di
stabilire che alterazioni della morfologia e detgmziale di membrana mitocondriale pre-
cedono l'ipodiploidia, il raggrinzimento cellulaee la riduzione della vitalita indotti dal
BEO nelle colture SH-SY5Y.

Il principio dell’analisi impiegata si basa sullapacita del colorante lipofilo cationico
TMRE di concentrarsi all'interno dei mitocondri funzione del potenziale mitocondriale
trasmembranaAW¥W,,) (Loew et al., 1993). La perdita del gradientdtedehimico determi-
na una riduzione della fluorescenza, a causa ddtita capacita dei mitocondri di tratte-
nere la sonda, come accade con I'impiego del diggaante CCCP, utilizzato come con-
trollo positivo della metodica, sia negli esperimexh confocale che in quelli realizzati al
citofluorimetro.

Come mostrato in figura 4.7a, dove sono riportatenmagini relative all’analisi in micro-
scopia confocale, le colture SH-SY5Y controllo pre#gno mitocondri allungati e distri-
buiti attorno al perimetro nucleare come lungorigigzioni cellulari.

In cellule trattate con il veicolo (etanolo 0,018%anitocondri presentano una distribuzio-
ne meno uniforme ma non mostrano alterazioni agpi@l del potenziale di membrana

come indicato dalla loro capacita di trattenersdada.

-78 -



HOECHST

ctr

O
o
O
o
>
O
|
m
0w
O\
@)
@)
B
g7 %4 4
=1 CCCP #| BEO 0,01% #1BEO 0,03%
:‘.% 21 :.
1ol ie ie
-i “g 2
:-; & "
g . ' F:“ W e T ’ Lu:-; "W wt

Fig. 4.7) Alterazioni della funzionalita e della nmfmlogia mitocondriale indotte dal BEO in colture %
SY5Y. A Immagini ottenute al microscopio confocale doptrazione con il fluoroforo TMRE. Si noti la
presenza di mitocondri TMRE-positivi per la presenel potenziale trasmembranario (punta di freace i
giallo). Dopo 20 min di esposizione al BEO 0,02%sserva perdita del potenziale di membrana accempa
gnata da alterazioni morfologiche dei mitocondigpetto alla popolazione controllo. La freccia dalndi-

ca un nucleo condensato in colture trattate coBHO. Il trattamento con il solo veicolo (etanold®D3%)

determina una differente distribuzione dei mitoaomekl compartimento citoplasmatico, ma il poteteia
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mitocondriale trasmembrana non risulta alteratoutilizzo del disaccoppiante mitocondriale CCCP (10
#M), applicato nello stesso campo ottico della paega@ne controllo, da conferma della specificitaldelo-
lorazione. Le immagini riportate derivano dalla sapposizione di 20-22 piani focali acquisiti lungiasse

z. Spessore dell'immagine: 14t. B) Analisi citofluorimetrica del potenziale di memaba mitocondriale in
colture SH-SY5Y esposte al BEO (0,01%, 0,03%)e=calirispondenti concentrazioni di veicolo (etanolo
0,009%, 0,027%), per 20 min. L’analisi € stata estgcon l'utilizzo del software CellQuest e latdisu-
zione cellulare nel canale di fluorescenza FL2-hpase alla ritenzione della sonda, & rappresenteegli

istogrammi di frequenza

Al contrario, dopo I'esposizione di colture SH-SYa¥BEO (0,02%) per 20 min, si osser-
va una drammatica riduzione della fluorescenza saneslicativa di perdita del potenziale
di membrana mitocondriale. Tale evento e, inoliesompagnato da alterazioni morfolo-
giche dei mitocondri i quali appaiono meno tubulari

La perdita del potenziale di membrana evidenziatBathalisi in microscopia confocale &

stata confermata da studi di citofluorimetria (Fg/b).

In figura 4.7b sono riportati gli istogrammi defi@quenza di distribuzione cellulare nel
canale di fluorescenza FL2-H delle popolazionitétat con BEO 0,01% e 0,03% (in nero),
rispetto alle colture esposte alle corrispondeaticentrazioni di veicolo (etanolo 0,009 e
0,027%; in grigio). Come controllo positivo delleetadica e stato utilizzato il disaccop-
piante mitocondriale CCCP (in rosso). Mentre ittaimento di cellule SH-SY5Y con con-

centrazioni di BEO pari a 0,01% non induce alcueted, una significativa riduzione del

potenziale di membrana mitocondriale &€ apprezzalufm 20 min di esposizione al BEO

0,03%.
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4.3 Le alterazioni mitocondriali e la morte cellulae indotte dal BEO in colture

di neuroblastoma umano SH-SY5Y non sono associatestxess ossidativo.

Al fine di verificare il coinvolgimento dello stre®ssidativo nei meccanismi alla base del-
le alterazioni mitocondriali e della morte celldandotte dal fitocomplesso, coltugH-
SY5Y sono state trattate con varie concentrazioBED (0,005-0,03%) e di veicolo (eta-
nolo 0,0045-0,027%) e la produzione di specie irgattell'ossigeno (ROS) e stata seguita
allo spettrofotofluorimetro (Victdr Multilabel Counter, Perkin-Elmer Life Sciencescie
tazione 495nm, emissione 530 nm) ad intervalli dii&, per 1 h, impiegando, come son-
da, la diidro-dicloro-fluoresceina diacetatHCF-DA).

Nel grafico in figura 4.8a e riportata I'area sddccurva (ASG.somin) dell’'intensita di fluo-
rescenza emessa da ciascun campione rispetto @b t€ome controllo positivo della me-
todica é stato utilizzato il perossido di idrog€hioO, 100uM).

E possibile osservare che I'esposizione di col&ieSY5Y al BEO (0,005-0,03%) non &
associata allaumento di ROS né rispetto alla peopohe controllo, né rispetto ai campio-
ni trattati con il veicolo (etanolo 0,0045-0,027%)oltre, il pretrattamento per 1 h con n-
acetil-cisteina (NAC, 1mM) non é in grado di prevergli effetti citotossici indotti dal
BEO (0,03%). Come mostrato in figura 4.8b, la petgale di cellule necrotiche ed apop-
totiche non varia in seguito a pretrattamento c&CNrispetto alle colture trattate con il

solo BEO (0,03%).
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Fig 4.8) Le alterazioni mitocondriali e la morte elare indotta dal BEO in colture SH-SY5Y non sono
associate alla formazione di specie reattive dedsigeno (ROS). AColture SH-SY5Y sono state esposte al
BEO (0,005-0,03%) e al veicolo (etanolo 0,0045-0%2 e la produzione di ROS é stata stimata mediante
analisi spettrofotofluorimetrica con l'utilizzo dalsonda HDCF-DA, per 1 h ad intervalli di 5 min. | risulta-

ti sono stati espressi come mediarrore standard dell'area sotto la curva (ASC) ddlluorescenza emessa
in funzione del tempo, da 0 a 60 min (Agi), di tre esperimenti indipendenti ognuno dei qeaihdotto
impiegando 4-8 pozzetti per gruppo sperimentBleColture SH-SY5Y sono state preincubate per 1rh co
NAC (1mM) prima dell'esposizione a BEO (0,03%) pér. La vitalita cellulare & stata valutata condap-

pia colorazione FDA/PI, al citofluorimetro. Il pretttamento con NAC non determina variazioni neka-p
centuale di cellule apoptotiche e necrotiche indl@®EO (0,03%). | dot-plots riportati sono rappretsivi

di 3 esperimenti indipendenti.
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4.4 L’esposizione di colture SH-SY5Y a concentrazm citotossiche di BEO

(0,02-0,03%) induce attivazione di proteasi assod&alla morte cellulare.

Come riportato in letteratura, le alterazioni m@odriali giocano un ruolo importante nella
morte cellulare, sia perché induconodeficit energetico che compromette le fisiologiche
funzioni cellulari, sia perché possono determinhmdascio di fattori proapoptotici e di
molecole in grado di attivare le caspasi (Greenr&efner 2004).

In colture SH-SY5Y esposte al BEO (0,02-0,03%)dpida alterazione del potenziale di
membrana &€ accompagnata dall’attivazione dellaasa§y come riportato in figura 4.9.
L’analisi western-blot ha permesso di identificadepo 1 h di esposizione al BEO (0,02-
0,03%), la presenza di frammenti di clivaggio delimogeno inattivo della caspasi 3 del
peso molecolare di 17 e 19 kDa (Nicholson et &5)9

L’entita dell'attivazione della caspasi 3, rilevatapo I'esposizione alle concentrazioni ci-
totossiche di BEO, risulta concentrazione dipeneleninon e apprezzabile nelle colture
sottoposte a trattamento con il solo veicolo o ®reconcentrazioni inferiori di BEO
(0,005-0,01%).

L’attivazione della caspasi € stata confermata’alatiento dell'immunoreattivita dei
frammenti di clivaggio della poli (ADP-ribosio) pwolerasi (PARP), uno dei substrati ca-
nonici della caspasi 3 (Lazebnik et al., 1994).#®). Infatti, dopo I'esposizione di cellule
SH-SY5Y al BEO (0,02-0,03%) si osserva I'accumué flammento di PARP del peso
molecolare di 89 kDa, che deriva in maniera spegifial taglio proteolitico operato dalla

caspasi 3. Anche in questo caso il fenomeno risalteentrazione dipendente.
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Fig 4.9) L'esposizione di colture SH-SY5Y al BEOtdamina I'attivazione della caspasi 3 e il clivaggi
caspasi-dipendente di PARRolture SH-SY5Y sono state incubate con normaléumedi coltura (ctr) o
esposte al BEO (0,005-0,03%) e al veicolo (etaidpl®45-0,027%) per 1 h. | lisati cellulari sono ttsot-
toposti ad analisi western-blot per valutare I'atizione della caspasi, in base alla formazionefidghmen-

ti proteolitici (17, 19 kDa) ed il clivaggio del batrato canonico PARP, in frammenti del peso dieg4
kDa. L’ a-tubulina & stata utilizzata come controllo interhdimmagine € rappresentativa dei risultati otte-

nuti in tre esperimenti indipendenti.
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In accordo con queste osservazioni, una parzialeezione dalla citotossicita indotta dal
BEO é stata conferita dall'inibitore ad ampio spettelle caspasi, Z-VAD-fmk, come mo-
strato in figura 4.10 dove sono riportati i paninelppresentativi dell’analisi citofluorime-
trica (fig. 4.10a) e l'analisi statistica dei datitenuti in tre esperimenti indipendenti
(fig.4.10b).

Colture SH-SY5Y sono state pretrattate per 2 h&MAD-fmk (10-20 uM), quindi espo-
ste al BEO (0,03%) per 1 h. L'inibitore delle casipa determinato una riduzione della
percentuale di cellule apoptotiche indotta dal BE@yzione che risulta statisticamente si-
gnificativa (p<0.05) con I'impiego di Z-VAD-fmk 2@M ed una tendenza all’aumento
della vitalita cellulare, come documentato al ditofimetro con il saggio biparametrico
FDA/PI. Lo Z-VAD-fmk (10-20uM) non previene la morte cellulare di tipo necrotin-
dotta dal trattamento con il BEO (fig. 4.10b).

Nello stesso modello sperimentale, utilizzandoamgone arricchito di detergenti anionici
per la preparazione dei lisati cellulari, 'anakgestern-blot ha permesso di documentare
che, dopo 30’ dall’esposizione di colture SH-SY3Yitmcomplesso (0.02 e 0.03%), sono
presenti altri frammenti di clivaggio della protaiRARP (fig. 4.11), oltre quello di 89 kDa
generato dall'attivita della caspesi 3. Come maostia figura 4.11, il clivaggio di PARP e
concentrazione-dipendente ed una piu rapida e @ssya proteolisi dei frammenti inter-
medi sembra verificarsi nelle cellule trattate dbrBEO alla concentrazione piu alta

(0.03%).
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Fig 4.10) L'inibitore Z-VAD-fmk previene la morteli tipo apoptotico ma non la necrosi indotta dal BE

in colture SH-SY5Y A) Dot-plots rappresentativi dell'analisi citofluarietrica della vitalita cellulare in col-
ture SH-SY5Y sottoposte a 2 h di pretrattamentoZedA\D-fmk (2QuM) e, quindi, esposte al BEO (0,03%)

per 1 h. Sono riportate le percentuali di celluléali ,necrotiche e apoptotiche rilevate in 10,080en-

ti/lcampione acquisitiB) Analisi statistica dei dati ottenuti dalla preugazione per 2 h con l'inibitore non
selettivo delle caspasi Z-VAD-fmk (10429), seguita dall'esposizione al BEO 0,03%. La vidatellulare é
stata stimata al citofluorimetro dopo 1 h di espasne al BEO. | dati riportati rappresentano la nieed er-

rore standard dei valori ottenuti in 3 esperimeintiipendenti * indica p<0.05 rispetto al trattamenton il

solo BEO (ANOVA seguita dal test di Tukey-Kramercpenparazioni multiple).
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La frammentazione di PARP non si osserva in seglit®sposizione di colture SH-SY5Y
a concentrazioni inferiori di BEO (0,005-0,01%),inéeguito al trattamento con il veicolo
(etanolo 0,0045-0,027%); tuttavia, una banda dabp®olecolare approssimativo di 45
kDa, la cui espressione e significativamente ralail trattamento con il BEO 0,03%, e
stata osservata dopo I'esposizione a tutte le cdrazoni di veicolo e di BEO. Tale banda
e visibile in lisati cellulari preparati utilizzandun buffer di estrazione arricchito di deter-
genti, ma non un tampone privo di Triton X-100 (#Agl1l).

| frammenti derivanti dal clivaggio di PARP, rild@vdall’analisi, sono compresi in uan-
gedi 35-72 kDa, intervallo in cui ricadono i framntiedi PARP associati alla morte cellu-
lare per necrosi (Aikin et al.,2004; Gobeil et aD01; Shah et al., 1996).

L’estesa frammentazione della proteina, osservapa @0 min di esposizione delle colture
SH-SY5Y al BEO (0,02-0,03%), ha indotto ad indagho®involgimento di altre proteasi

nei meccanismi di citotossicita.
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Fig. 4.11) Il BEO determina la formazione di frammé clivaggio di PARP associati a morte cellularep
necrosi. Colture SH-SY5Y sono state incubate con mezzooffes) o esposte al BEO (0,005-0,03%) e al
veicolo (etanolo 0,0045-0,027%) per 30 min. | lissilulari sono stati preparati impiegando un taome di
estrazione proteica arricchito di detergenti pearialisi western-blot di PARP. Oltre i frammenti ateri-
stici del processo apoptotico e derivanti dall'attzione delle caspasi, € possibile individuare fraamti di
PARP legati alla necrosi, in colture SH-SY5Y trittaon BEO (0,02-0,03%) ma non con concentrazioni i
feriori (0.005-0.01%). La proteina GAPDH ¢ statalintata come controllo interno. L'immagine & rappr

sentativa dei risultati ottenuti in tre esperimeintilipendenti.
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Proteasi lisosomiali come le catepsine B e G staie $mplicate nella frammentazione di
PARP durante la necrosi (Gobeil et al., 2001).

Al fine di accertare il coinvolgimento delle catepsnei meccanismi di morte cellulare in-
dotta dal BEO, le colture di neuroblastoma SH-SYo¥io state sottoposte a pretrattamen-
to con E-64d. Come mostrato in figura 4.12b, nessdelle concentrazioni testate
dell'inibitore enzimatico (5-5@M), si € rivelata efficace nel ridurre la citotast indotta
dal BEO (0,03%).

Al contrario, il pretrattamento con la piu elevatancentrazione di inibitore testata (50
uM), determina unoshift tra la morte cellulare per apoptosi e per necrbo#atti,
I'incremento statisticamente significativo (P<0.@lla necrosi € accompagnato dalla si-
gnificativa riduzione della percentuale di cellideapoptosi (P<0.05), rispetto alle colture
sottoposte a trattamento con il solo BEO (0,03%gntme la percentuale di cellule vitali
rimane inalterata. L’aumento della necrosi non erigbile alla tossicita intrinseca
dell'inibitore dal momento che nessuna delle cotregioni utilizzate (5-5QM), da sola,
determina citotossicita.

In letteratura e stato descritto il coinvolgimedtdle proteasi attivate dal calcio nel clivag-
gio di PARP in corso di apoptosi (McGinnis et &9%9). Secondo questi studi le calpaine
sarebbero responsabili della formazione del framimdinclivaggio di PARP del peso mo-
lecolare di 37 kDa, compatibile con il peso molaceldel frammento rilevato nelle nostre
condizioni sperimentali a circa 40 kDa (fig. 4.11).

Per queste ragioni é stato indagato il ruolo deltgeasi attivate dal calcio nel mediare la

citotossicita indotta dal BEO in colture di neumdibma umano.
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Fig. 4.12) L’inibizione farmacologica delle catejpe e delle calpaine non previene la tossicita @&&O,
in colture SH-SY5Y. AEffetti dell'inibitore delle catepsine, E-64d lisupercentuale di cellule vitali, necro-
tiche ed apoptotiche indotte dal BEO. Le cellule S¥bY sono state preincubate per 1 h con I'E-64810(5
uM) e gli effetti sulla vitalita cellulare sono sta@lutati mediante doppia colorazione con FDA/Blanalisi
citofluorimetrica 1 h dopo l'aggiunta di BEO (0.03% valori riportati rappresentano la media + ere
standard dei dati ottenuti in 3 esperimenti indidenti, * indica p<0.05 rispetto al trattamento cdrsolo
BEO (ANOVA seguita dal test di Tukey-Kramer per manazioni multiple).B) Effetti dell'inibitore delle
calpaine MDL 28170 sulla percentuale di cellulealijtnecrotiche ed apoptotiche indotte dal BEO.cedlu-
le SH-SY5Y sono state preincubate per 1 h con MRAZ@ (2-1QuM) e gli effetti sulla vitalita cellulare sono
stati valutati mediante doppia colorazione con FPRAéd analisi citofluorimetrica 1 h dopo I'aggiuntdi
BEO (0.02%). | valori riportati rappresentano la ia + errore standard dei dati ottenuti in 3 espagnti
indipendenti. * indica p<0.05 rispetto al trattamencon il solo BEO (ANOVA seguita dal test di Tukey

Kramer per comparazioni multiple).
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L’inibizione farmacologica dalla calpaina | con M28170, tuttavia, non riduce gli effetti
citotossici indotti dal BEO. In particolare, I'udko di MDL 28170 a concentrazioni pari a
2 uM, determina una tendenza alla riduzione della enasellulare per necrosi e
all’'aumento della vitalita, lasciando inalteratgkrcentuale di cellule apoptotiche, rispetto
alle colture sottoposte a trattamento con il sdkOBNessuno degli effetti risulta, comun-
que, statisticamente significativo (fig. 4.12b).

Impiegato ad una piu alta concentrazione(4), I'MDL 28170 aumenta in maniera stati-
sticamente significativa la percentuale di cellapoptotiche indotta dal BEO e determina
una tendenza allaumento della percentuale dellaleenecrotiche. Il trattamento con il
solo inibitore non determina alcuna tossicita iwe SH-SY5Y.

Gli effetti osservati, nel complesso, suggeriscohe il meccanismo di morte cellulare in-
dotto dal BEO sia indipendente dall’attivazionel@ehlpaine.

A supporto di tale ipotesi, € stato osservato Ghgiego dellEGTA per chelare il calcio
extracellulare non previene la citotossicita indatal BEO. L'analisi citofluorimetrica ha
evidenziato simili percentuali di cellule vitali po esposizione al BEO 0,02%, per 1lh
(64.7#4.2; n=8) o in presenza di 0.25 (7067; n=4), 0.5 (61.425; n=4) o0 1 mM
(54.845.6; n=3) di EGTA. Allo stesso modo, I'aggiuntaBAPTA (20 uM), per chelare
anche il calcio intracellulare si é rivelato ineéce nel ridurre la tossicita indotta dal BEO

(dati non riportati).
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4.5 || BEO determina la riduzione dei livelli della chinasi Akt, in cellule SH-

SY5Y.

E’ stato precedentemente documentato che, in ee8ul-SY5Y, il BEO, alla concentra-
zione 0.01%, promuove l'attivazione della chinakt A&ome meccanismo di sopravvivenza
in risposta a stimoli lesivi quali la deprivazioda siero o I'eccitottossicita indotta da
NMDA (Corasaniti et al., 2007). L'iperattivazionela de-regolazione della via PI3K/Akt,
tuttavia, € un fenomeno correlato all'insorgenzéudiori e alla chemioresistenza (Staal et
al., 1987; Kim et al., 2007).

Nel presente studio é stato valutato come la chiXktsviene modulata dal trattamento con
il BEO, impiegato a concentrazioni piu elevate etép a quelle associate a citoprotezione.
In particolare, mediante analisi western-blot, a&csstudiato il grado di fosforilazione di
Akt in colture SH-SY5Y esposte al BEO (0,02%) peém3n e 1h.

Come riportato in figura 4.13, il BEO determina ueadenza alla riduzione dei livelli di
fosforilazione della chinasi Akt in Ser473, gia ddg0 min di esposizione, effetto che di-
venta significativo (P<0.05) ad 1 h; tuttavia, amdlespressione della forma totale della
proteina é significativamente (P<0.05) ridotta ddplo di esposizione al fitocomplesso ri-

spetto al veicolo (etanolo 0,018%).
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Fig 4.13) L’'esposizione di colture di neuroblastom@H-SY5Y al BEO riduce la fosforilazione e
I'espressione di Akt. A Colture SH-SY5Y sono state incubate con mezzoofréetr) o esposte al BEO
(0,02%) e al veicolo (etanolo 0,018%) per 30 mih fe. | lisati cellulari sono stati analizzati medi® we-
stern-blot per la determinazione del grado di fo#daione della chinasi Akt in Ser 473(p-Akt) e tietlli di
espressione della forma totale di AR). Gli istogrammi mostrano i risultati dell’analisiensitometrica delle
bande relative a p-Akt, normalizzati per i valoriAkt totale, e di Akt totale normalizzati per ilea densi-
tometrici delle bande del controllo interno, GAPDHdati riportati rappresentano la media + errordas-
dard dei valori ottenuti in 3 esperimenti indipentiee sono espressi come percentuale rispetto airotho.

* indica p<0.05 rispetto al veicolo (etanolo 0,018%est t di Student).
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In letteratura e stato documentato il clivaggiolalehinasi Akt mediato dalle caspasi, in
particolare dalla caspasi 3 (Asselin et al., 20®dkudai et al., 2000; Xu et al., 2002).

Per verificare se la riduzione dei livelli di Akidse dovuta a degradazione della proteina,
cellule di neuroblastoma trattate con BEO (0,03%) Joh sono state lisate utilizzando un
tampone arricchito di detergenti per aumentardidiehza dell’estrazione proteica rispetto
al tampone contenente solo Triton X-100 (fig. 4.14)

Come e possibile osservare in figura 4.14, I'espose per 1 h al BEO 0,03% determina
una riduzione dellimmunoreattivita di Akt, rispetalle cellule trattate con il solo veicolo
(etanolo 0,027%), in colture di neuroblastoma um8hbSY5Y. Prolungando il tempo di
esposizione della lastra autoradiografica e stassipile osservare che la riduzione dei li-
velli della proteina € associata all’aumento deltiiunoreattivita di un frammento proteo-
litico di Akt, sia nel caso dell'utilizzo del tampe arricchito di detergenti che con quello
contenente lo 0,5% di Triton X-100. Il framments®wato, che migra a circa 44 kDA, ha
un peso molecolare compatibile con quello descpéoi frammenti che si formano in se-
guito a clivaggio di Akt operato dalle caspasi #@®kDa; Rokudai et al., 2000).

La banda dal peso molecolare inferiore, la cui esgpone non € modulata dal trattamento

con il BEO, potrebbe derivare dal legame aspecd&ltanticorpo.
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Fig 4.14) La riduzione dei livelli di Akt dopo 1 Hi esposizione al BEO €& associata a degradazioriade
chinasi. Analisi western-blot dei lisati cellulari preparation un tampone di estrazione contenente Triton X-
100, sodio dodecilsolfato (SDS) e sodio deossicol@iaDC), al fine di incrementare [l'efficacia
dell'estrazione proteica. L'esposizione al BEO @& 1 h) determina una riduzione dei livelli di Adtte
coincide con la comparsa di un frammento del pestecolare di circa 44 kDa. Stessi risultati si otg@no
impiegando condizioni di estrazione piu blande 9.8i Triton X-100). L'immagine & rappresentativaddi

esperimenti indipendenti.
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4.6 La caduta del potenziale di membrana mitocondale (A¥,,) precede la
morte cellulare e le alterazioni delle caratteristhe morfologiche indotte dal
BEO in colture di leucemia mieloide cronica, K-562.

Colture cellulari in sospensione di leucemia migdocronica (CML) umana, K-562, sono
state utilizzate nello studio al fine di stabilge i meccanismi di adesione cellulare possano
influenzare la sensibilita al BEO.

Dall’analisi di vitalita cellulare con I'utilizzo ella doppia colorazione FDA/PI, € emerso
che l'esposizione al BEO 0,03% per 1 h determirenistuzione statisticamente significa-
tiva (P<0,001) della percentuale di cellule vitalccompagnata da un aumento, anch’esso
statisticamente significativo (P<0,001; P<0,05)Jadpercentuale di cellule necrotiche ed
apoptotiche, rispetto alle colture esposte al Jei¢etanolo 0,027%).

In questa linea cellulare si registra una tendetlzariduzione della vitalita e all’aumento
della morte cellulare per necrosi e apoptosi, diggposizione al BEO 0,02% per 1 h,
mentre le concentrazioni piu basse risultano vefffig. 4.15a).

Dopo 24 h di esposizione, come mostrato dai paninefigura 4.15b, rappresentativi dei
dati ottenuti in 3 esperimenti indipendenti, sievga una riduzione della vitalita cellulare
pari a circa il 100% nelle colture esposte al BE@B% e al 60 % nelle colture esposte al
BEO 0,02%, rispettivamente. Dalla stessa analigrgenche il tipo di morte cellulare in-
dotta dal trattamento con il BEO (0,02-0,03%), prea le caratteristiche della necrosi in
parte delle cellule analizzate e dell’apoptosi linea come €& possibile osservare dat-

plotsriportati in figura 4.15b.
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Fig. 4.15) La citotossicita indotta dal BEO in coite K-562 € associata a morte cellulare per necres-
poptosi. L'effetto & concentrazione- e tempo-dipente. AEffetti dell'incubazione di colture di leucemia
mieloide cronica, K-562, con il (0,005-0,03%) peh.1lUn aumento significativo della percentuale eliule
necrotiche e apoptotiche ed una riduzione statistiente significativa della percentuale di celluiah, si
osserva dopo esposizione al BEO 0,03%, rispetipdpolazione trattata con il veicolo (etanolo 0702). |

valori riportati in istogramma ed espressi come qatuale degli eventi acquisiti (10,000 eventi/caime)
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corrispondono alla media * errore standard dei datienuti in 3 esperimenti indipendenti. * e *** migtano
P<0.05 e P<0.001, rispetto al veicolo (test t dudnt).B) Dot-plots rappresentativi ottenuti dall’analisi
citofluorimetrica della vitalita cellulare (FDA/PIJli colture K-562 esposte al BEO (0,005-0,03%) .
Una importante riduzione della popolazione di ciglwitali, accompagnata da un aumento evidenteadell
popolazione di cellule necrotiche e apoptotich@dbtta dall'esposizione al BEO 0,02-0,03%. |l gram-
ma cellQuest & stato utilizzato per la quantifioa® delle cellule apoptotiche (quadrante in basssirg
stra), necrotiche (quadrante in alto a sinistrayitali (quadrante in basso a destra), dopo l'acdgisne di

10,000 eventi/campione. (Veicolo: etanolo 0,027%).

La morte cellulare indotta dal BEO, in colture K256i associa ad alterazioni morfologi-
che quali raggrinzimento cellulare e/o aumentoadgtanulosita, rilevabili dopo 1 h di e-
sposizione al fitocomplessodbt-plotsFSC/SSC ottenuti sono stati utilizzati per stadili
la distribuzione delle cellule nelle regioni arbiieamente denominate R1, R2, R3.

Come mostrato in figura 4.16, dopo 1 h di esposeial BEO 0,02-0,03% si osserva una
notevole riduzione della percentuale di celluleal@zate nella regione R3, rispetto alle
colture controllo o sottoposte a trattamento coreitolo (etanolo 0,027%). L'effetto & ac-
compagnato dallaumento della percentuale di aellatalizzate nelle regioni a ridotto
FSC (R1, R2). In particolare, dall'analisi d#nt-plotsemerge che, dopo trattamento con
BEO 0.02%, il 23% circa delle cellule € localizzatdla regione R1, mentre il 53% circa é
localizzato nella regione R2; gli eventi comprestdle regione presentano, inoltre, un mo-

desto incremento della granulosita (SSC) rispeltopmpolazione residua in R3.
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4.16) Il BEO (0,02-0,03%) induce raggrinzimento tdare in colture di leucemia mieloide cronica K-26
Dot-plots FSC/SSC della distribuzione cellulardoase alle proprieta di diffrazione della luce ineide. Tre
aree (R1, R2, R3) sono state delimitate sui dais@#&C/SSC per la valutazione delle alterazionifologi-
che. L'incubazione con il BEO (0,02-0,03%) per intluce, in colture K-562, una redistribuzione comce
trazione-dipendente della popolazione principaldlaleegione R3 alle regioni R1 ed R2. | pannelfiaitati

e i valori indicati sono rappresentativi di quanteservato in 3 esperimenti indipendenti, dopo liasizione

di 10,000 eventi/campione.
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Nelle colture K-562 trattate per 1 h con BEO 0,08/ellule con ridotte dimensioni sono
equamente distribuite nelle regioni a ridotto F&1,(R2); in tale regione, inoltre, si ri-
scontra una tendenza all’aumento della granulastiulare (SSC), dopo esposizione al
BEO (0,03%), rispetto alle colture controllo o ta#é¢ con il solo veicolo (etanolo
0,0027%). Il trattamento con concentrazioni inferai BEO (0,005-0,01%) non altera le
caratteristiche morfologiche rispetto alle coltaoatrollo e al veicolo.

L’evento che precede la riduzione della vitalitdutare e le alterazioni morfologiche, os-
servate nelle colture K562 dopo 1 h di esposizi@nBEO (0,02-0,03%), € la caduta del
potenziale di membrana.

Gli istogrammi in figura 4.17 rappresentano la tregza di distribuzione degli eventi ac-
quisiti al citofluorimetro dopo colorazione con dtere tetrametil-etilico della rodamina
(TMRE).

Nelle colture K-562 la depolarizzazione mitoconldriai osserva dopo 30 min di esposi-
zione al BEO (0,02%), come riportato negli istognamn figura 4.17, rappresentativi
dell’effetto osservato in tre esperimenti indipemilel’impiego di concentrazioni inferiori
del fitocomplesso (0,01%) non € associato ad aitemadella funzionalita mitocondriale,
rispetto al veicolo corrispondente (etanolo 0,0094g)isaccoppiante mitocondriale CCCP

(pannello in alto) e stato utilizzato come contrgibsitivo della metodica.
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4.17) La caduta del potenziale di membrana mitocdate (4%,,) precede le alterazioni morfologiche e la
morte cellulare indotte dal BEO in colture K-562nalisi del potenziale di membrana mitocondriadé?y)

al citofluorimetro dopo I'esposizione di colture362 al BEO (0,005-0,02%) e alle corrispondenti cemc
trazioni di veicolo (etanolo 0,0045-0,018%), perr8h. L'analisi & stata eseguita con I'utilizzo delftware
CellQuest e la distribuzione cellulare nel canaldldorescenza FL2-H, in base alla ritenzione dealtanda
(TMRE), é rappresentata negli istogrammi di freqeeerll disaccoppiante mitocondriale CCCP e state ut
lizzato come controllo positivo della metodica.i¢eé: istogramma in grigio, BEO: istogramma in wer

CCCP: istogramma in grigio chiaro).
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4.7 Effetti indotti dal BEO in colture di fibroblasti di cute umana, Hs 605.Sk

L’analisi citofluorimetrica della vitalita cellular mediante doppia colorazione FDA/PI e
stata impiegata anche per valutare gli effetti BIEED in colture di fibroblasti umani, Hs
605.Sk, aventi un fenotipo normale.

Le evidenze sperimentali ottenute dopo I'esposeidncolture Hs 605.Sk al BEO (0,01-
0,04%) per 24 h, rivelano una riduzione della itaatellulare che risulta statisticamente
significativa (P<0.01) dopo I'esposizione al BE@3$0,04%, mentre nessuna variazione
della vitalita cellulare si osserva utilizzando centrazioni piu basse di BEO (0,01-
0,02%), rispetto alle colture controllo. L'effettsservato segue un andamento concentra-
zione dipendente. (Fig.4.18).

Dopo 24 h di esposizione al BEO (0.03-0.04%), dzione della vitalita cellulare e ac-
compagnata da un aumento della percentuale dileelkcrotiche. L'effetto osservato ri-
sulta statisticamente significativo (P<0,01 e PSQrBpettivamente).

La percentuale di cellule apoptotiche non variai§igativamente in seguito a trattamento
di cellule Hs 605.Sk con il fitocomplesso, sebbshnegistri una tendenza all’aumento do-
po 24 h di esposizione al BEO 0,03% e 0,04%. Lagreuale di cellule apoptotiche e ne-
crotiche rilevata nelle colture trattate per 24dm dl veicolo (etanolo 0,036%) o con le
concentrazioni inferiori di BEO (0,01-0,02%) nosuita alterata rispetto alle colture con-

trollo.
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Fig. 4.18) L'esposizione al BEO per 24 h induce nicellulare di tipo necrotico in colture di fibrdbsti

di cute umana, Hs 605.Sk.)APannelli rappresentativi dell'analisi citofluorietrica di vitalita condotta su
colture di fibroblati umani Hs 605.SHppo esposizione al BEO (0,01-0,04%) per 24 h.|Realisi sono

stati acquisiti 10,000 eventi/campione. L'elabooam dei dati € stata condotta con l'utilizzo debgramma

cellQuestB) Analisi statistica dei dati ottenuti dagli espmenti di vitalita cellulare mediante doppia colo-

razione FDA/PI su colture Hs 605.®sposte al BEO (0,01-0,04%) per 24 h. || BEO (M(B4%) determina

una riduzione statisticamente significativa dellergentuale di cellule vitali, € un aumento statisthente

significativo della percentuale di cellule necrdié rispetto alle colture controllo. | valori riptati in isto-

gramma ed espressi come percentuale rispetto agliteacquisiti, corrispondono alla media + erroséan-
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dard dei dati ottenuti in 3 esperimenti indipender¢ ** indicano P<0.05 e P<0,01, rispetto alle ttare
controllo (test t di Student)

Le colture di fibroblasti umani Hs 605.Sk sono estabttoposte ad analisi morfologica con
I'utilizzo delle tecniche citofluorimetriche precaatemente descritte.

Come riportato nei pannelli in figura 4.19, dopesposizione al BEO (0,03-0,04%) per 24
h, si osserva una redistribuzione della popolazecipale normalmente localizzata nel-
la regione R3 dei dot-plots FSC/SSC, rispetto @léule controllo o trattate con il veicolo
(etanolo 0,036%). Tale effetto € accompagnato dawmento evidente della percentuale
di cellule nelle regioni R2 e R1 a ridotte dimemsicellulari (FSC). All'interno della stes-
sa regione R3 la popolazione residua cellulare presenta una distribuzione omogenea,

dopo 24 h di esposizione al BEO (0,03-0,04%).

-104 -



30.69 R1| 32.33 R1] 32.29

11.88 _ R2| 10.75 R2| 938
5067  Veicolo  p3lis199 BEO 0,01% R3|53.52

RI
Rz
R3

+
% R1| 33.80 R1| 40.35 R1| 43.45
R2} 10.24 R2) 16.13 R2| 16.08
1.09 03% R3| 38.99 BEO0,04% R3|35,60

BEO0,02% R3I5

BEO 0,

FSC-H

Fig. 4.19) Il BEO (0,03-0,04%) induce raggrinzimemtellulare in colture di fibroblasti umani, Hs 605Kk,
dopo 24 h di esposizionBot-plots FSC/SSC della distribuzione cellularédase alle proprieta di diffrazio-
ne della luce incidente. Tre aree (R1, R2, R3) sate delimitate sui dot-plots FSC/SSC per la teaiione
delle alterazioni morfologiche. L’incubazione cdBEO (0,03-0,04%) per 24 h induce una redistrilonz
della popolazione principale dalla regione R3 akgioni R1 ed R2 a ridotte dimensioni cellulari (Sin
maniera indipendente dalla concentrazione. | palmgortati e i valori indicati sono rappresentafi di

quanto osservato in 3 esperimenti indipendentiodagxquisizione di 10,000 eventi/campione.

5. Discussione

Nel corso degli ultimi anni, diversi studi sperin@nhanno documentato interessanti pro-

prieta terapeutiche del BEO (Amantea et al., 2@jetta et al., 2010; Corasaniti et al.,

- 105 -



2007; Mollace et al., 2008; Saiyudthong & Marsd2dll; Sakurada et al., 2009, 2011),
un olio essenziale largamente impiegato nell’indaslimentare, farmaceutica, profumie-

ra e cosmeticanww.bergamottoconsorzid.ied in aromaterapia (si veda Bagetta et al.,

2010).

Tuttavia, in letteratura, le informazioni circapitofilo tossicologico del BEGn vivo 0 in
colture cellulari umane sia normali che tumorah@anolto limitate e, comunque, relative
alla fototossicita cutanea del bergaptene (Zaymtah., 1977).

Inoltre, recenti evidenze sperimentali, ottenateitro edin vivo, documentano che il BEO
esercita effetti neuroprotettivi da attribuire, almo in parte, alla modulazione della via
PI3K/Akt. In particolare, e stato osservato chBHO previene la riduzione dell’attivita di
Akt indotta da stimoli eccitotossici sia vitro (Corasaniti et al., 2007) che vivo (Aman-
tea et al., 2009) aumentando i livelli di fosfazilane della chinasi. Tuttavia, come docu-
mentato in letteratura, I'iperattivazione di tala di sopravvivenza € associata al rischio di
tumorigenesi (Staal et al.,, 1987) cio che sollewdhi circa la sicurezza nelluomo
dell'impiego di prodotti a base dell'olio essengigler tempi prolungati.

Nel presente studio, allo scopo di valutare gktifidel BEO sulla sopravvivenza e prolife-
razione cellulare, colture di cellule tumorali efitroblasti umani sono state esposte, per
diverso periodo di tempo, a varie concentrazioflial® essenziale.

| risultati ottenuti hanno permesso di caratteniegzé profilo tossicologico del BEO in si-
stemiin vitro e di stabilire come alcune delle principaik wiochimiche di sopravvivenza
vengono modulate dal BEO, quando utilizzato a cotmagioni maggiori rispetto a quelle

citoprotettive.
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In particolare, e stato dimostrano che il BEO espéffetti citotossici in cellule di neuro-
blastoma umano SH-SY5Y, quando impiegato a corazotmi superiori allo 0,01%.

In cellule SH-SY5Y esposte per 24 h al BEO (0.023%0) e stata osservata una significa-
tiva riduzione dell’attivita metabolica cellulamgme valutato mediante test MTT.

La ridotta capacita delle cellule di metabolizzEesonda MTT e produrre cristalli di for-
mazano, puo essere imputabile al blocco dell’aétidelle deidrogenasi mitocondriali, con-
seguente deficitenergetico o a morte cellulare (Yang et al., 2006)

L’analisi quantitativa delle cellule vitali, capadii escludere il coloranteypan bluein vir-

tu dell'integrita di membrana, ha permesso di é¢reashe dopo 24h di esposizione al BEO
(0,02-0,03%) la ridotta capacita di metabolizzav€l T € dovuta ad una significativa ridu-
zione del numero di cellule vitali.

Una tecnica citofluorimetrica a cui spesso si fiegrer la caratterizzazione del processo di
morte e I'analisi del contenuto di DNA di una pagmobne cellulare. La fluorescenza e-
messa da cellule permeabilizzate e sottoposte aazmbne con I'agente intercalante Pl
consente l'identificazione delle cellule vive, disuite nelle fasi del ciclo cellulare, e delle
cellule morte (Pollack & Ciancio, 1990). In quesifm di analisi, la morte cellulare ¢ rile-
vabile per la presenza di un accumulo di cellugnstra del piccds0/G1del ciclo cellu-
lare, in una regione indicata come picud-G1(Darzynkiewicz et al., 1992) o come area
sub-G1(Yang et al., 2005), a seconda della scala drélsmenza utilizzata.

Nelle nostre condizioni sperimentali € stato ritevehe I'esposizione di colture SH-SY5Y
al BEO (0,02-0,03%) determina un aumento significadlella popolazione ipodiploide gia

dopo 1h di esposizione al fitocomplesso e che di&df € concentrazione- e tempo-
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dipendente. Anche questo approccio sperimentat@hiermato che le concentrazioni in-
feriori di BEO (0,005-0,01%) non sono associaté@assicita.

La riduzione della fluorescenza emessa dal PI detdal ridotto contenuto in DNA delle
cellule apoptotiche, in conseguenza dell’'attivaeiain specifiche endonucleasi che degra-
dano il DNA in frammenti caratteristici di 180-25p (Walker et al., 1991). Questi fram-
menti a basso peso molecolare diffondono facilmérde dal nucleo e, successivamente,
nell’lambiente extracellulare dopo la permeabilizaae cellulare (Darzynkiewicz et al.,
1992). Tuttavia, La frammentazione del DNA, nonna waratteristica esclusiva del pro-
cesso apoptotico. Spesso, durante la necrosiisiesdla frammentazione eterogenea del
DNA (si veda Darzynkiewicz et al., 1997).

Per caratterizzare meglio il fenotipo cellularecditure SH-SY5Y dopo trattamento con il
BEO e stata, pertanto, utilizzata la doppia coliaraz con i fluorofori FDA/PI. Tale meto-
dica ha consentito la simultanea valutazione get@entuale di cellule vitali, apoptotiche
e necrotiche (Ross et al., 1989). Dall'analisi éessa che il BEO (0,02-0,03%) riduce la
vitalita cellulare in conseguenza di un aumentdadeércentuale di cellule apoptotiche e
necrotiche. L’effetto, rilevato gia dopo 1h di espione , risulta concentrazione- e tempo-
dipendente. Tali evidenze sperimentali portangpatizzare che I'aumento della percentu-
ale di eventi ipodiploidigub-G1l)indotto dall’olio essenziale (0,02-0,03%) deriviparte
dall’attivita di endonucleasi specifiche che sivaiho in corso di apoptosi ed in parte dalla
frammentazioneandomdel DNA che caratterizza la necrosi.

L'utilizzo di tecniche citofluorimetriche ha cong#a di rilevare le alterazioni della morfo-
logia cellulare, attraverso I'analisi della diffrage della luce incidente da parte di ogni

singola cellula in direzione opposta rispetto &blate (FSC) o con un angolo di 90° (SSC)
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rispetto alla stessa; tali parametri danno infoliorazsulle dimensioni cellulari e sulla gra-
nulosita, rispettivamente (si veda Darzynkiewicakt 1997). E stato cosi osservato che
I'esposizione al BEO (0,02-0,03%) per 1 h determumdamportante riduzione delle di-
mensioni cellulari (FSC).

Durante la morte per apoptosi, la perdita di ioidacellulari e I'efflusso di acqua sono as-
sociati a riduzione delle dimensioni cellulari edneento della densita citoplasmatica
(SSC); al contrario, la necrosi € caratterizzatan@ale rigonfiamento cellulare seguito da
riduzione del volume dovuta alla compromessa intéegella membrana plasmatica ed alla
fuoriuscita dei costituenti intracellulari. Tuttayié possibile anche osservare I'effetto op-
posto; infatti, durante la morte cellulare per nsce stato descritto un aumento della gra-
nulosita e le cellule in tarda apoptosi posson@aesndcontro a riduzione della densita cel-
lulare (Lizard et al., 1995).

Pertanto, i cambiamenti dei parametri FSC/SSC waBelopo esposizione di colture di
neuroblastoma alle concentrazioni citotossicheEfDBsono indicativi della morte cellula-
re, ma non possono essere considerati paramditntidisdel tipo di morte cellulare indot-
ta.

Combinando I'analisi morfologica e la doppia coloome con i fluorofori FDA/PI € emer-
so che, in seguito a trattamento con il BEO per [k leellule localizzate nelle regioni con
ridotto FSC, quindi con ridotte dimensioni cellijasono in parte apoptotiche ed in parte
necrotiche.

Sono state descritte in letteratura condizioniunla morte cellulare non presenta le carat-
teristiche classiche dell’apoptosi o della necrnos,di entrambe, come riscontrato in cellu-

le di leucemia acuta, MOLT-4, esposte a radiazdinvaria entita, che determinano la
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comparsa di aspetti tipici della necrosi a livaditoplasmatico e alterazioni nucleari asso-
ciate alla morte cellulare per apoptosi, rilevaltan&roscopio elettronico (Akagi et al.,
1995) o come dimostrato in colture di carcinomari@eaumano, CH-1, dopo il trattamento
con cisplatino dove le caratteristiche dell’apoptdevate non sono accompagnate dai ta-
gli intranucleosomali del DNA (Ormerod et al., 199holtre, sono state descritte in lette-
ratura condizioni in cui, all'interno della stegsapolazione, uno stimolo citotossico é ca-
pace di indurre morte cellulare di tipo necrotinalcune cellule e apoptotico in altre (An-
karcrona et al., 1995).

| dati fin qui ottenuti permettono di concludereedleffetto citotossico del BEO, in colture
di neuroblastoma umano SH-SY5Y, é concentraziorterpo-dipendente e che la morte
cellulare indotta presenta per alcune cellulettitciell’apoptosi, per altre quelli della ne-
Crosi.

Inoltre, dalle indagini condotte € emerso che émallo tra concentrazioni citotossiche e
quelle non tossiche risulta estremamente ristreftigenza che pud essere attribuibile
all'’elevato numero di costituenti presenti nel éboplesso i cuiarget cellulari non sono
ad oggi completamente noti.

Come mostrato dall’analisi citofluorimetrica, ilipro effetto osservato dopo I'esposizione
delle colture SH-SY5Y al BEO e la caduta del poigezmitocondriale A¥y,), evento as-
sociato ad alterazioni della morfologia dei mitodonapprezzate al microscopio confoca-
le, dopo 20 min di esposizione al fitocomplessde Bwento non sembra essere ascrivibile
alla produzione di specie reattive dell'ossigen@83, dato confermato dall’inefficacia del
pretrattamento con l'antiossidante N-acetil cisdenel prevenire la tossicita dell’olio es-

senziale. L'applicazione di tecniche di microscops&permesso di apprezzare alterazioni
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della morfologia cellulare come la riorganizzaziale citoscheletro che interessa sia i mi-
crofilamenti che i microtubuli, dopo 1 h di espisie al fitocomplesso (0,02-0,03%).
Queste alterazioni risultano particolarmente marcedlle cellule che presentano nuclei
condensati. Inoltre, appare evidente che l'intagdiéi microtubuli € quella maggiormente
compromessa come dimostrato dalla perdita dell’'imoneattivita per la tubulina nelle cel-
lule trattate con il BEO 0,03%. Tale dato € confatordall’analisi western blot dove, nuo-
vamente, e possibile osservare la riduzione deiiimoreattivita per la-tubulina in coltu-

re SH-SY5Y sottoposte ad 1h di trattamento corE0B0,03%.

I microtubuli, costituiti dao-tubulina ep-tubulina, sono componenti del citoscheletro che
svolgono numerose funzioni nelle cellule eucari@icdal mantenimento della morfologia,
alla migrazione dei cromosomi, ai meccanismi esoeitotici (Dutcher, 2001).

Alcuni farmaci antitumorali come il paclitaxel hanmn’azione diretta sui microtubuli.
L’azione di questi farma@ accompagnata dalla perdita del potenziale di mamabmito-
condriale e dal rilascio di citocromo c; al contwarfarmaci che agiscono con un
meccanismo indipendente dall’alterazione dei midsati non determinano il rilascio di
citocromo ¢, come nel caso della doxorubicina (&nefr al., 2000). E stato documentato
che la tubulina € un componente della membranacontlriale dove si trova associata, in
maniera specifica, a canali anionici voltaggio-digeenti che partecipano alla formazione
del poro trasmembrana, contribuendo alla permeabiione della membrana
mitocondriale esterna (MOMP), quindi alla cadutal gmtenziale di membrana
mitocondriale (Carre et al., 2002).

Le evidenze sperimentali ottenute e i dati presantietteratura suggerirebbero che le

profonde alterazioni a carico dei microtubili, assge nelle colture trattate con BEO
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0,03%, siano responsabili della caduta del potémziamembrana mitocondriale; tuttavia,
le alterazioni citoscheletriche rilevate nelle okl sottoposte a trattamento con BEO
0,02%, per 1 h, non sono tali da giustificare kerakzioni morfologiche e funzionali dei
mitocondri, rilevate dopo 20 min di esposizione.

E stato ampiamente descritto in letteratura cheetito immediatamente successivo alla
caduta del potenziale di membrana mitocondrialerieascio del citocromo ¢ nel compar-
timento citoplasmatico dove esso si associa ad-Atfttore 1 attivante le proteasi apop-
totichg e alla caspasi 9, formando il complesso macromtdeealellapoptosomahe, in
presenza di ATP (adenosintrifosfato), media il ajjgio e I'attivazione delle caspasi effet-
trici e I'esecuzione dell’apoptosi (si veda Kroerseal., 2007).

Nelle nostre condizioni sperimentali, dopo la caddgl potenziale di membrana mitocon-
driale ed in particolare dopo 1 h di esposizionBED, I'analisi western blot ha permesso
di apprezzare i frammenti derivanti dalla maturaeiproteolitica della caspasi 3, del peso
molecolare di 17 e 19 kDa (Nicholson et al., 199%)llo studio condotto, inoltre, e stata
apprezzata la frammentazione della poli (ADP-ribpgiolimerasi (PARP), substrato ca-
nonico della caspasi 3 (Lazebnik et al., 1994; Teefaal., 1995). L’ immunoreattivita del
frammento di PARP del peso molecolare di 89 kDaydete dall’attivita proteolitica del-
la caspasi 3, cosi come I'immunoreattivita dei fn@enti della stessa caspasi, aumentano in
funzione della concentrazione di BEO utilizzata.

Il ruolo della caspasi 3 nella citotossicita indadtal BEO € stato confermato dal pretratta-
mento con l'inibitore non selettivo delle caspasVAD-fmk, che riduce significativamen-

te la percentuale di cellule apoptotiche, lasciaindtterata la percentuale di cellule necro-
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tiche. Tali evidenze suggeriscono la complessiiantezcanismi citotossici modulati dal
BEO.

Le alterazioni della funzionalita e della struttudai mitocondri possono determinare
I'attivazione della via apoptotica; tuttavia, etetdocumentato che, in caso di danno mito-
condriale eccessivo, deficit energetico dovuto alla massiccia deplezione di Aracel-
lulare non consente I'esecuzione della cascatatafpcg e la morte cellulare assume i tratti
distintivi della necrosi (Leist et al., 1997).

Diverse evidenze sperimentali hanno documentatdgrezima nucleare PARP ypattern

di clivaggio associato alla morte cellulare perrost In particolare, in uno studio condot-
to nel 2004 da Aikin e collaboratori e stata rilevka presenza di un frammento di PARP
del peso molecolare di 50 kDa conseguente al psoadissolamento delle cellule del pan-
creas; studi precedenti hanno documentano la mas#ralcuni frammenti di clivaggio di
PARP diversi da quelli prodotti dall'attivita delmaspasi, in linee cellulari sottoposte a
stimoli necrotici. E stato, inoltre, dimostrato dtaibizione delle caspasi non previene la
formazione dei frammenti associati alla morte datkeiper necrosi il cui peso molecolare e
compreso tra 35 e 72 kDa, in dipendenza dallo $tireodal tipo cellulare (Aikin et al.,
2004; Casiano et al., 1998; Gobeil et al., 200 BhS#t al., 1996).

Nelle nostre condizioni sperimentali, dopo 30 minedposizione di colture SH-SY5Y
all'olio essenziale, e stata riscontrata la preaatiZzrammenti di clivaggio di PARP il cui
peso molecolare € compatibile con quello dei framtivaescritti in altre linee cellulari du-
rante la morte per necrosi. Inoltre, nelle stessalizioni sperimentali, si assiste al pro-
gressivo clivaggio dei frammenti prodotti con la pita concentrazione di BEO utilizzata

(0,03%).
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Il completopatterndi clivaggio della proteina e stato apprezzatbzatindo, per la prepa-
razione dei lisati cellulari, un tampone ricco ditdn X-100. La differenza tra i frammenti
di clivaggio apprezzati dopo 1 h di esposizioneuellgrilevati dopo 30 minuti di esposi-
zione al BEO e, pertanto, da attribuire ad unardavefficacia di estrazione; tuttavia, non e
da escludere che i frammenti associati alla nes&rsgano totalmete degradati dopo 1 h di
esposizione al fitocomplesso. L'analisi westerntlolei lisati cellulari ottenuti impiegando
un tampone ricco di detergenti ha evidenziato és@nza di una banda del peso molecolare
di circa 45 kDa sia nei campioni trattati con BE@ ¢n quelli trattati con il solo veicolo e
nelle cellule controllo. La ridotta immunoreatt&itli tale banda nelle cellule trattate con
BEO 0,03% sembrerebbe escludere che tale framnmamtcsia correlato al clivaggio di
PARP.

La parziale efficacia di z-VAD-fmk nel prevenireraorte cellulare indotta dal trattamento
con il BEO insieme al complesgattern di frammentazione di PARP, hanno portato ad
ipotizzare che I'attivazione di altre proteasi @osontribuire alla citotossicita indotta
dall’'olio. Infatti, secondo quanto riportato intlextatura, proteasi lisosomiali incluse le ca-
tepsine B e G (Gobeil et al., 2001), ma non le asisfCasiano et al., 1998), sono respon-
sabili del clivaggio di PARP durante la necrosi.

Per indagare il coinvolgimento delle catepsineantksicita indotta dal BEO é stato utiliz-
zato I'inibitore non selettivo E-64d. Nelle nostrendizioni sperimentali, il pretrattamento
con l'inibitore non previene la citotossicita intbotdal BEO in colture SH-SY5Y. Al con-
trario, il pretrattamento con E-64d, impiegato a@kmcentrazione di 50M, determina un
aumento della percentuale di cellule necrotich@lezione della percentuale di cellule in

apoptosi, rispetto alle colture sottoposte a tna¢tato con il solo BEO.
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Si puo ipotizzare che 'aumento della necrosi esgato alla deplezione di ATP, i cui livelli
intracellulari sono un fattore discriminante p&skcuzione della morte per apoptosi o per
necrosi (Nicotera et al.,2000).

La proteina ubiquitaria PARP svolge funzioni suddi e regolatorie del genoma, fungen-
do da “sensore del danno” in risposta a stimoli efterano la struttura del DNA.
L’attivazione di PARP € indispensabile per la sshti omopolimeri di poli-ADPribosio a
partire dal precursore NAD quindi per la poli-ADP-ribosilazione, una modéione
post-traslazionale cui vanno incotro numerosi enziomnvoli nella riparazione del DNA
(Herceg & Wang 2001).

Nelle nostre condizioni sperimentali, € possibite €inibizione delle catepsine mediata da
E-64d, in presenza di BEO, se da un lato previenkvaggio e I'inattivazione di PARP,
favorendo i meccanismi di riparazione del DNA éeémndo I'apoptosi, dall’altro comporta
deplezione del cofattore NARon conseguente blocco di alcuni importanti pracessa-
bolici intracellulari, come la glicolisi e la resgzione mitocondriale. Questi eventi aggra-
vano la deplezione intracellulare di ATP le cuerige vengono sfruttate per la nuova sinte-
si di NAD" (Ha & Snider 1999). Nelle nostre condizioni spenali, dunque, Ishift del-

la morte cellulare da apoptosi a necrosi, in preseh E-64d (50M), potrebbe essere una
conseguenza della deplezione delle riserve enehggiintracellulari.

L’analisi western blot dei lisati di cellule SH-SY5recedentemente esposte al BEO ha
evidenziato la presenza di un frammento di clivagiiPARP del peso molecolare di circa
37 kDa. Secondo quanto riportato in letteraturdl,atitvita proteolitica delle calpaine de-
riva un frammento di PARP del peso molecolare dkB@a (McGinnis et al., 1999). Per-

tanto, ipotizzando il coinvolgimento delle calpaimgla tossicita indotta dal BEO, e stata
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valutata la capacita dell'inibitore delle calpaihDL 12870, di prevenire la citotossicita
indotta dal fitocomplesso. Nelle nostre condizigperimentali, il pretrattamento con MDL
12870 non si e rivelato efficace nel prevenireitatassicita del BEO, al contrario, la piu
alta concentrazione utilizzata nello studio (M), induce un incremento significativo del-
la percentuale di cellule che vanno incontro a mpgr apoptosi, rispetto alla percentuale
di cellule apoptotiche rilevata dopo trattamenta docsolo BEO. In letteratura é stato do-
cumentato che la calpaina | previene l'attivazidedle caspasi 3 e 9 (Lankiewicz et al.,
2000, Neumar et al., 2003). E pertanto possibitizpare che nelle colture esposte a con-
centrazioni citotossiche BEO, l'inibizione dellelg@ine indotta dal pretrattamento con
MDL 28170, favorisca l'attivita delle caspasi, iarpcolar modo della caspasi 3, aumen-
tando la morte cellulare per apoptosi. | risul@tienuti negli esperimenti condotti con
I'MDL 28170 suggeriscono che le proteasi neutré*@gtivate, calpaine, non sono impli-
cate nella morte cellulare indotta dal BEO. In adoacon questi dati, il pretrattamento con
EGTA, per chelare il calcio extracellulare e con B, per chelare lo ione presente
all'interno dei compartimenti cellulari, si € riab inefficace nel prevenire la tossicita in-
dotta dal fitocomplesso, suggerendo un meccanisrussicita non dipendente dal calcio.
Come precedentemente documentato da studi comabttiostro laboratorio, I'azione cito-
protettiva del BEO (0,01%) in colture SH-SY5Y e@sata all'attivazione della via dei fo-
sfoinositidi, in particolare alla fosforilazione serina 473 della chinasi Akt, come mecca-
nismo di sopravvivenza allo stimolo eccitotossindatto da NMDA (Corasaniti et al.,

2007).
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Nel presente lavoro, e stato valutato in che matiia di sopravvivenza viene modulata
dall'azione del BEO, quando utilizzato a concentmaizpiu elevate rispetto a quelle cito-
protettive e per intervalli di tempo maggiore.

Come rilevato dall'analisi western blot, la riduzéodei livelli della forma fosforilata in se-
rina 473 della chinasi Akt, dopo 1 h di esposiziahBEO (0,02%), &€ accompagnata dalla
significativa riduzione dei livelli della forma e della proteina. Analisi successive hanno
permesso di concludere che, nelle nostre condizjpaiimentali, la riduzione dei livelli di
Akt e ascrivibile al’aumentata attivita proteatii, conseguente all’esposizione al BEO.
Infatti, la riduzione dell'immunoreattivita per Horma totale di Akt indotta dal BEO
(0,03%), rispetto alle colture trattate con il \m@eccorrispondente (etanolo 0,027%), € as-
sociata all'aumento dell’espressione di un frammattclivaggio della chinasi, del peso
molecolare di circa 44 kDa.

In letteratura € stata descritta la frammenziongkdidipendente dall’attivita delle caspasi
in corso di apoptosi mediata dal ligando di Fasdwann et al., 1998), dopo trattamento
con cisplatino di alcune linee cellulari (Asseliraé, 2001) e nella deprivazione di citochi-
ne (Xu et al., 2002). In questi studi e stato atevun frammento di Akt del peso molecola-
re compreso tra 40 e 50 kDa derivante dall’attipitateolitica della caspasi 3 (Rokudai et
al., 2000). Si puo ipotizzare, pertanto, che nebstre condizioni sperimentali la chinasi
Akt possa essere clivata in maniera specifica dalfgpasi 3. Queste osservazioni suggeri-
scono che l'effetto citotossico del BEO in coltule neuroblastoma umano sia legato
all'inattivazione delle vie di sopravvivenza, prese che favorisce la progressione della

morte cellulare.
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L’indagine del profilo tossicologico del BEO € stastesa e colture di leucemia mieloide
cronica, K-562, una linea cellulare tumorale chesce in sospensione, a differenza delle
colture di neuroblastoma umano SH-SY5Y.

L’impiego di tecniche citofluorimetriche ha permess stabilire che I'esposizione al BEO
determina una rapida caduta del potenziale di manabmitocondrialeA¥r) che precede
le alterazioni della morfologia cellulare e 'aunielella percentuale di cellule con fenoti-
po apoptotico e necrotico osservati dopo 1 h dogigmne delle cellule K-562 al fitocom-
plesso. Tali effetti sono dipendenti dalla concazittne utilizzata e dal tempo di esposi-
zione.

In letteratura sono riportati dati riguardanti fegfo pro-apoptotico indotto dal limonene in
colture K-562. In particolare, e stato dimostrate d limonene 0,1-0,8 mM induce una ri-
duzione concentrazione-dipendente della vitalitlulege dopo 48 h. Inoltre, I'esposizione
delle colture al limonene 0,4 mM per 12-24-36-486602 h causa un incremento della
mortalita cellulare proporzionale al tempo di espiose; tale incremento risulta statisti-
camente significativo gia dopo 24 h (Ji et al.,&00

Le percentuali di BEO che risultano citotossichkengostre condizioni sperimentali (0,02-
0,03%) contengono concentrazioni di d-limonene pab,56 mM e 0,84 mM, rispettiva-
mente. Tali valori rientrano nell’intervallo di coentrazioni associate a morte cellulare per
apoptosi nelle colture di leucemia mieloide crorfec862.

Tuttavia, il tipo di morte cellulare indotta dal BEnelle colture K-562 non presenta esclu-
sivamente i tratti dell’apoptosi e la tossicitaersata risulta statisticamente significativa
gia dopo 1 h di esposizione al fitocomplesso. d#lerenze portano ad ipotizzare un effet-

to sinergico di alcuni costituenti del BEO.
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Uno studio piu recente, infatti, ha documentattii/aa antitumorale del linalolo in colture
cellulari di leucemia, tra cui le K-562 dati ottenuti dimostrano che la concentrazione d
linalolo necessaria per ridurre la proliferaziordudare del 50% nelle cellule esprimenti
p53wild-typee compresa tra 50 e 1301. Nello stesso studio € stato documentato che li-
nee cellulari esprimenti la forma mutata della gimd p53, tra cui le colture K-562 (Dur-
land-Busbice & Reisman, 2002), o risultano insehsili’effetto o richiedono concentra-
zioni e tempi di esposizione maggiori (Gu et ab1@). Nelle nostre condizioni sperimen-
tali, il BEO induce effetti citotossici gia dopohldi esposizione ed a concentrazioni nelle
quali il linalolo corrisponde a circa 5. Complessivamente, i risultati ottenuti nel pre-
sente studio ed i dati precedentemente riportattieratura rafforzano la tesi dell’effetto
sinergico tra i costituenti del BEO, sia in coltdgiideucemia mieloide cronica K-562 che in
colture di neuroblastoma umano SH-SY5Y, il cui poofossicologico € sovrapponibile.
Tuttavia, € probabile che il tipo di sinergismofeliisca tra le varie linee cellulari e che i
bersagli molecolari modulati dai vari costituentrs diversi. Inoltre, dai dati ottenuti, &
possibile ipotizzare che i meccanismi di adesioglulare non siano determinanti per la
sensibilita all’effetto citotossico del fitocompses

Gli effetti del BEO sono stati valutati anche inltace di fibroblasti di cute umana, Hs
605.Sk. La scelta é stata dettata dall’esigenazediicare la sensibilita di cellule con un
fenotipo normale all'olio essenziale di bergamoitojtre, considerando il diffuso impiego
di prodotti a base di BEO, & opportuno indagarmgoiknziale citotossico per un impiego
piu sicuro.

| dati ottenuti dimostrano che le colture di fibladti umani, Hs 605.Sk, manifestano una

sensibilita inferiore all’azione citotossica del BFrispetto alle colture tumorali utilizzate
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nello studio. La riduzione della vitalita cellulagestata, infatti, osservata dopo 24 h di e-
sposizione al BEO 0,03%. La morte cellulare indpitasenta principalmente le caratteri-
stiche della necrosi ed &€ accompagnata da alteiadélia morfologia come documentato
dalle redistribuzione della popolazione princip@eegioni caratterizzate da piu bassi va-
lori di FSC, indice di ridotte dimensioni cellulari

Nel lavoro condotto da Baik e collaboratori sonateststudiate le proprieta antibatteriche
degli oli essenziali estratti da quattordici tipipiante del gener€itrus; inoltre, sono stati
documentati gli effetti degli stessi estratticolture di fibroblasti umani per valutarne il-po
tenziale impiego in campo dermatologico. In qusktdi € emerso che gli oli essenziali de-
rivanti da 8 delle piante del genetdtrus (C. tangerinaC. unshiu;C. grandis; C auran-
tium; C. eryhtrosa; C. pseudogulgul;C. paradisi; €hensismanifestano una modesta ci-
totossicita, riducendo la vitalita cellulare deP2@irca, dopo 24h di esposizione aplinl

di olio (Baik et al., 2008).

Nelle nostre condizioni sperimentali le colturdfidroblasi manifestano una sensibilita piu
elevata al BEO dopo 24 h di esposizione, pur avenitiezato una diluizione maggiore di
olio essenziale (0,4l/ml). E importante considerare, tuttavia, cheajliessenziali impie-
gati nel lavoro citato differiscono profondamemeguanto a composizione rispetto al BE-
O. Ad eccezione del limonene e del mircene, connposte il linalolo, I'acetato di linalile
ed il bergaptene risultano poco espressi. Pert@anfmssibile ipotizzare che la maggiore
tossicita del BEO rispetto ad altri oli estratti piante del gener€itrus, in colture di fi-
broblasti umani, sia imputabile alla presenza aoptanea di monoterpeni idrocarburi e

di derivati ossigenati, quali il linalolo e I'acéedi linalile .
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In uno studio del 2004, condotto per I'identificaizé del profilo tossicologico dell'olio es-
senziale di lavandd_@vandula Augustifolip € stata dimostrata la sensibilita di colture di
fibroblasti umani all’acetato di linalile e al lilho che sono i costituenti principali
dell'olio. Lo studio ha documentato che il fitocolegso (0,25%), l'acetato di linalile
(0,03% circa) e il linalolo (0,08% circa), riducoleovitalita cellulare gia dopo 1 h di espo-
sizione (Prashar et al., 2004). Le percentuali aitato di linalile (0,009%) e linalolo
(0,003%), presenti nella concentrazione citotosdidcBEO (0,03%), risultano inattive sui
fibroblasti nello studio di Prashar e collaborgtduttavia, nelle nostre condizioni speri-
mentali, la tossicita del BEO é stata osservatadoptempo di esposizione maggiore (24
h), pertanto, non e da escludere che la tossieltBEHO sia ascrivibile a questi monoterpe-
ni.

Dallo studio di Prashar e collaboratori (2004),tgdacono considerazioni sulla necessita
di approfondire le conoscenze del profilo farmagalo e tossicologico dei prodotti di ori-
gine naturale che spesso vengono utilizzati seagzarmdentate indicazioni di sicurezza; in-
fatti, benché I'olio essenziale di lavanda vengduso nella categoria dei prodotti “sicuri”
(Tisserand & Balacs 2000), tanto da essere appliwa diluito sulla pelle, nessuno studio
precedente a quello del 2004 era stato condottogratterizzarne il profilo tossicologico.

| dati ottenuti nel nostro modello sperimentaldytsme rivelino una sensibilita inferiore
delle colture cellulari aventi un fenotipo normal€azione citotossica del BEO, suggeri-
scono l'utilizzo dell'olio essenziale di bergamotid elevate diluizioni, specialmente se
applicato direttamente sulla cute e per periodiyorgati di tempo.

| dati ottenuti dimostrano, inoltre, che il BEO nattiva i meccanismi di sopravvivenza

cellulare, che favoriscono la crescita e la pradifgone, se non in risposta ad uno stimolo
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citotossico (Corasaniti et al., 2007, Amantea at24l09). Al contrario, dopo I'esposizione
al fitocomplesso (0,02-0,03%) € stata osservatampartante riduzione della vitalita cel-
lulare accompagnata dall'inattivazione di alcuni gencipali fattori pro survival] come
dimostrato dalla ridotta fosforilazione di Akt elldadegradazione proteolitica di Akt e
PARP.

In letteratura sono state documentate propriet@rafiferative o citotossichdn vitro, di
alcuni dei principali costituenti del BEO. Le evide documentate possono dare indica-
zioni indirette sul/i costituente/i del fitocompsesresponsabile/i degli effetti osservati.
Relativamente al limonene, e stato dimostrato cise esercita un’attivita antiproliferativa
in colture di tumore pancreatico (PANC-1) e prasta{DU-145) con un Igdi 5 e 2,5
mM, rispettivamente (Karlson et al., 1996; Rabalet2009). Tali concentrazioni sono su-
periori rispetto alla concentrazione di d-limongmesente nel BEO 0,02% (circa 0,56
mM). In uno sudio condotto da Itani e collaboraterstata documentata la citotossicita
dell'acetato di linalile che determina una sigrafiza riduzione della vitalita in una linea
cellulare di cancro al colon-retto, HCT-116, all@ncentrazione di 1 mM (Itani et al.,
2008). Anche questo costituente, tuttavia, si el@iw efficace a concentrazioni superiori a
quella presente nel BEO 0,02% (circa 2540).

Altri costituenti del BEO hanno dimostrato un paiafe citotossican vitro. E’ stata, in-
fatti, documentata la citotossicita del linalolmpiegato a concentrazioni comprese tra 0,4
e 100uM, in diverse linee cellulari tumorali (Usta et,&009). La concentrazione di lina-
lolo presente nel BEO (0,02% ) € pari a/B@ e rientra nell'intervallo di concentrazioni
per cui & stata documentata tossicita; tuttavimecprecedentemente discusso, le colture di

leucemia K-562, sensibili all'effetto citotossicel EO, richiedono concentrazioni di li-

-122 -



nalolo maggiori di 5QuM per andare incontro a morte cellulare (Gu et2810). Pertanto

e possibile ipotizzare che la tossicita del BEO s@nimputabile all’azione di un singolo
costituente.

Il bergaptene, sostanza presente nella frazionevatatile del BEO, € responsabile della
fototossicita dell'olio essenziale (Zaynoun et 4B7/7). E’ stato recentemente dimostrato
che tale sostanza, impiegata alla concentrazioréepdl, riduce solo del 20% la vitalita
cellulare in colture di carcinoma mammario MCF-7eftetto diventa significativo solo
con la contemporanea esposizione ai raggi UVA (Patral., 2010). Considerando queste
osservazioni e la concentrazione relativamente abdssbergaptene presente nel BEO
0,02% (1,2uM) € possibile ipotizzare che tale sostanza nomesiponsabile dell’effetto ci-
totossico dell’'olio nelle colture cellulari analee nel presente studio.

Nonostante le evidenze sperimentali riportate riolteindagini sono necessarie al fine di
identificare i costituenti responsabili degli effetel BEO e caratterizzare possibili loro in-
terazioni farmacologiche.

Un aspetto interessante del profilo tossicologiebBEO riguarda il tipo di morte cellulare
indotta che presenta i tratti dell’apoptosi e dekgrosi ad indicare che molteplici mecca-
nismi intracellulari vengono attivati.

Sia le cellule apoptotiche che quelle necrotichesspoo rilasciare mediatori
dell'inflammazione che incrementano la rispostatogsica (Tesniere et al., 2008).

In ambito oncologico esiste una controversa carretee tra inflammazione e cancro. Se
da un lato il processo infammatorio favorisce il@tossicita dei chemioterapici e il rias-
sorbimento della massa tumorale, dall’altro pudtgounire al rischio di metastasi (Lotze &

Tracey, 2005).
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Esistono evidenze sperimentali derivanti da stumidotti in vitro che documentano le
proprieta antiossidanti del BEO e di alcuni deiisostituenti come il limonene.
L’inibizione della lipossigenasi (Wei & Shibamot®010), della produzione di citochine
proinflammtorie come il TNFe, IL-1p e IL-6, dell'espressione della iNOS®itfossido-
sintasi inducibilg¢ e della COX-2 ¢iclossigenasi-Rquindi della produzione di NO e PEG
(Hotta et al., 2010, Yoon et al., 2010) da parteB#eO o del limonene sono fenomeni de-
scritti in letteratura.

Inoltre, evidenze delle proprieta anti-infiammagodel linalolo e del linalil acetato sono
state riportate in studi condoiti vivo (si veda Sakurada et al., 2009). Nelle nostre eondi
zioni sperimentali non é stato rilevato alcun autoeatella produzione di specie reattive
dell'ossigeno e l'antiossidante N-acetil cisteinanrpreviene la citotossicita indotta dal
BEO in colture SH-SY5Y.

Considerando le diverse vie di morte attivate daDBe la ridotta sensibilita di cellule a-
venti un fenotipo normale all'azione del fitocongse, la comprensione dei meccanismi
attraverso i quali i diversi costituenti del BEQeragiscono per ridurre la proliferazione
cellulare potrebbe essere utilmente sfruttata engbterapia antitumorale nell’ambito di
un approccio farmacologico combinato (Hopkins, 20@&ato ad interferire con diversi

bersagli molecolari.
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6. Parte speciale:

Attivita di ricerca svolta durante lo stage formativo all’estero.

Nella parte finale del corso di dottorato di ricgre stato svolto uno stage formativo presso
il German Center for Neurodegenerative DiseaseN@)4li Bonn.

L’attivita di ricerca svolta durante tale perioda hguardato lo studio di alcuni modelli
sperimentalin vitro ein vivo, che consentono I'analisi dei meccanismi patolaggsociati

al morbo di Parkinson e permettono di riprodurngif@omatologia nell’animale.

Il morbo di Parkinson (MP) é il secondo disordirsirodegenerativo a decorso progressi-
vo dopo I'Alzheimer, caratterizzato dalla perdigdestiva dei neuroni dopaminergici nella
substantia nigra pars compacta (SNpc) che proe#é#a striato. L’insorgenza della pato-
logia € rara sotto i 50 anni e nel 95% dei cadindiesporadici, non sono presenti altera-
zioni geniche riscontrate, invece, nelle forme gagi@ della patologia.

Dal punto di vista clinico il Parkinson, come ogtiro tipo di condizione patologia che
compromette il sistema nigrostriatale e determimalezione dei livelli di dopamina (DA)
nello striato, e caratterizzato da bradicinesiamure, rigidita posturale feezing cioe
impossibilita di iniziare un movimento volontaridra le caratteristiche neurochimiche e
neuropatologiche oltre alla perdita dei neuroniatomergici nigro-striatali e la depigmen-
tazione della SNpc, particolarmente ricca di newglamina, si annovera la presenza di in-
clusioni citoplasmatiche di aggregati proteici dentate “corpi di Lewy”.

Le ipotesi sull’eziologia del MP derivano dall'inggo di modelli sperimentali che ripro-

ducono alcune delle caratteristiche della patologia
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Dalle osservazioni dei tessuti umani post-mortedakutilizzo di alcuni approcci speri-
mentali sono state proposte due cause scatendlatpdéologia di Parkinson: le disfunzio-
ni mitocondriali con conseguente stress ossidailanomala aggregazione proteica.

Tra i modelli sperimentali che consentono di ripnd la caratteristiche neuropatologiche
della malattia troviamo approcci basati sull'utilizdi sostanze neurotossiche tra cui il ro-
tenone, il paraquat, 'MPTP e la 6-idrossidopamiheyli potenziale patogeno e ascrivibile
alla capacita di indurre stress ossidativo aumelataufivelli intracellulari di specie reattive
dell'ossigeno (ROS).

Il modello sperimentale basato sull'utilizzo detemone € dovuto all’azione selettiva di
questa sostanza lipofilica (Talpade et al., 2000yello mitocondriale, dove inibisce il
complesso | della catena respiratoria. L'utilizzagdesto modello si deve agli studi epi-
demiologici che correlano positivamente il rischidinsorgenza del Parkinson
all'esposizione ai pesticidi. Nel ratto la sommiragione di basse dosi di rotenone deter-
mina la selettiva degenerazione dei neuroni doparmici del tratto nigro-striatale associa-
ta allaumento della deposizione di aggregati pcowmili ai corpi di Lewy.

Tuttavia, non € stato chiaramente stabilito seolarsinistrazione di L-DOPA migliora i
disturbi motori osservati nell’animale (Betarbetg&f 2000); inoltre, I'intossicazione acuta
con rotenone sembra risparmiare i neuroni dopamicigif-errante et al., 1997), mentre la
somministrazione cronica produce una perdita neleodiffusa, non circoscritta ai neuro-
ni dopaminergici della SN (Hoglinger et al., 2003).

Tra tutti i modelli, quello che da maggiori informani sulle alterazioni funzionali deri-
vanti dalla compromissione del circuito dei gardgla base dopo deplezione di DA a li-

vello striatale e il parkinsonismo indotto da 1-ikétfenil-1,2,36-tetraidropiridina
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(MPTP) nei primati, che rimane il modello piu w#ato negli studi preclinici per testare
nuove strategie terapeutiche (si veda Dauer e2@03).

Negli anni '80 si diffuse una sindrome simile alriason tra i giovani consumatori di
droghe, indotta dall’'utilizzo del’MPTP, un analodel narcotico meperidina. La sintoma-
tologia riscontrata in questi soggetti e nei prinv@ettati con la sostanza e sovrapponibile
a quella riscontrata nei pazienti affetti da MBoggetti rispondono al trattamento con L-
DOPA e sviluppano le stesse complicazioni motoriengo termine. Una buona correla-
zione tra parkinsonismo indotto da MPTP e morbo Pdirkinson scaturisce anche
dall'osservazione delle caratteristiche neuropaiolte, infatti, 'MPTP induce una seletti-
va perdita dei neuroni dopaminergici nella SNpcetes che nella contigua area ventrale
tegmentale (VTA). A dispetto di queste similitudituttavia, il parkinsonismo indotto da
MPTP non e accompagnato dalla deposizione di aggrpgpteici nel citoplasma simili ai
corpi di Lewy, come osservato dall’analisi post-teor del cervello di soggetti deceduti in
seguito ad intossicazione dalla neurotossina (Fetab., 1993).

Il primo tra i modelli animali di Parkinson ad essentrodotto fu quello indotto dalla
somministrazione di 6-idrossidopamina (6-OHDA) (@rsjedt, 1968). Si tratta di una so-
stanza polare che non attraversa la barriera eerstefalica e necessita di essere sommini-
strata direttamente nel SNC dove, ad opera dgdrteori della dopamina e noradrener-
gici, viene introdotta nei neuroni provocandone yreadita selettiva (Luthman et al.,
1989). Il meccanismo dell'azione citotossica detabstanza e ascrivibile alla produzione
di specie reattive dell'ossigeno. Mentre I'applicae a livello della substantia nigra indu-
ce una rapida degenerazione dei neuroni dopamaieafie non presentano un fenotipo

apoptotico (Jeon et al., 1995), I'iniezione a livddtriatale produce una degenerazione dei
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neuroni della SN piu progressiva e retrograda chesserva dopo settimane (2-3)
dall'insulto (Sauer & Oertel, 1994). In nessun ¢asmmunque € possibile apprezzare la
formazione di aggregati proteici intracitoplasmiagimili ai corpi di Lewy.

Uno dei vantaggi dell'iniezione intrastriatale diO31DA consiste nella possibilita di pro-
durre alterazioni morfologiche e funzionali asimnuéte, potendo utilizzare il lato contro-
laterale all'iniezione come controllo interno. Leverita del danno prodotto dall'iniezione
unilaterale di questa sostanza puo essere appueaitEtverso specifici test comportamen-
tali che permettono di valutare e quantificareulezioni motorie dell’animale. In particola-
re, con il cylinder test e possibile valutare ificie motorio quantificando il numero di toc-
chi che I'animale effettua sulla parete di un dho con la zampa ipsilaterale e controlate-
rale all’emisfero di iniezione della neurotossisaada Ulusoy et al., 2009). Il rotator test
permette, invece, di valutare nell’animale lo sppo della tendenza alla rotazione, indotta
dal danno unilaterale mediato da 6-OHDA, dopo Iarsinistrazione di agonisti dopami-
nergici come I'apomorfina (Ungerstedt, 1968).

Oltre ai test comportamentali 'esame istologicaaltiune aree del SNC e indispensabile
per quantificare la severita del danno e la validiel modello.

Nel corso dello stage formativo presso il DZNE, satati acquisiti i principi della conta
stereologica applicati alla valutazione del danmotto, nel ratto, dalla somministrazione
unilaterale di 6-OHDA a livello striatale (7g) o a livello delle fibore dopaminergiche a-
scendenti (MFB, dg) .

La stereologia € una tecnica che consente di valutamaniera rigorosa parametri come |l

numero, la dimensione o la distribuzione degli atygie particolare, € possibile effettuare,
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con elevata precisione ed accuratezza, misuraassulute del numero di cellule/processi
presenti in un’intera struttura anatomica o in papioni cellulari fissate.

Questo metodo consente anche un’analisi quantataklie diverse strutture cellulari (i.e.
conta dei processi assonali, dendritici, dei nuclei corpi cellulari) e di valutare le altera-
zioni morfologiche cui le cellule sono soggettedaasuti patologici (West, 2002).

In particolare, nelle nostre condizioni sperimanteil si € serviti del Frazionatore Ottico
per la stima dei neuroni dopaminergici presentiargibstantia nigrali ratto,nella regio-
ne ipsilaterale (destra) o controlaterale al sitmiézione della neurotossina.

Fettine coronali (4@um) del cervello di ratti trattati con 6-OHDA, sostate realizzate al
vibratomo, eseguendo un campionamento sistematiandmmdelle fettine da analizzare,
criteri indispensabili per I'applicazione del Fazabore Ottico. Cio che rende sistematica la
raccolta dei campioni e l'ordine rigoroso delletifed, in base alla frazione di campiona-
mento, mentre viene definitandomper via della casualita del punto iniziale. Neltestre
condizioni, in particolare, ciascun campione ottertonteneva un numero di fettine pari
ad 1/6 (frazione di campionatura) dell'intera area.

| campioni ottenuti sono stati, quindi, sottop@&tianalisi immunoenzimatica per marcare i
neuroni dopaminergici della SN e dall'area ventriglgmentale (VTA). In particolare, &
stato utilizzato un anticorpo primario policlonaleconiglio diretto contro la tirosina idros-
silasi (anti TH, 1:2000, Millipore) e, successivartee un anticorpo secondario biotinilato
di capra (1:200, Millipore) il cui segnale e statoplificato con I'utilizzo di un sistema a-
vidina-biotina coniugato a perossidasi di rafan®@CAKit, Vector Laboratories' Vectastain

Universal Elite).
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Fig. 6.1) Sezioni coronali di cervello di ratto sottoposteemzione immunoenzimatica per lo staining dei
neuroni dopaminergici della SN e VTA con l'anticomhiretto contro I'enzima tirosina idrossilash) Sham
B) Iniezione intrastriatale, unilaterale (Dx,)di 6-@4A (7:g/ 3 siti di iniezioneC)Iniezione unilaterale (Dx)

di 6-OHDA a livello delle fibre dopaminergiche aadenti (4:9).
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Il segnale dell’anticorpo € stato rilevato mediaossidazione della diaminobenzidina te-
tracloruro (DAB), mediata dalla perossidasi di rafgHRP). Dopo colorazione le fettine
sono state montate su vetrino, quindi ricoperte worvetrino coprioggetto utilizzando un
mezzo montante non acquoso.

L’analisi e stata eseguita al microscopio otticik@d) dotato del software per la conta ste-
reologica (Stereo Investigator, MBF Bioscience).pDaver delineato I'area d’interesse
(SN) su ciascuna fettina & importante stabilirargmetri che verranno mantenuti costanti
per tutta I'analisi e che permettono la stima deharo totale di cellule nella regione ana-
tomica d’interesse. Tali parametri comprendono pessore della regione di interesse
all'interno del quale le cellule verranno conta@ptical Dissector) per I'analisi tridimen-
sionale del tessuto; le dimensioni del reticoleahta che ricopre I'intera area d’interesse,
le cui maglie avranno dimensioni omogenee in dimezix/y; le dimensioni dellarobe di
conta, ossia dell’area all'interno della quale,useglo opportune regole, le cellule verran-
no contate. Anche la fase di conta risulta sisteraaper via dei parametri stabilitiran-
domgrazie alla rotazione casuale del reticolo di amu ciascuna fettina.

La stima del numero totale di cellule nell'areareseta, secondo i principi del Fraziona-
tore Ottico, sara data dalla seguente formula matiea

popolazione cellulare totale = numero di cellulatate x 1¢sfx l/asfx 1hsf

dove ssf(section sampling fractigncorrisponde alla frazione di campionatuasf (area
sampling fraction) corrisponde al rapporto tra I'area della probeanhta rispetto all’area
della griglia di conta; @sf(height sampling fractioncorrisponde al rapporto tra lo spesso-
re del tessuto effettivamente sottoposto all'an&@ptical Dissector) e lo spessore medio

delle fettine processate (Glaser et al., 2007).
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Tre mutazionimissensgA53T; A30P e E46K) a carico della proteimssinucleina sono
state documentate nei casi ereditari di Parkingmly(neropoulos et al., 1997 Kruger et
al., 1998). Nel SNC la proteina € ampiamente espredocalizzata prevalentemente a li-
vello delle vescicole presinaptiche dove contribeiglla modulazione delle funzioni si-
naptiche. E stato dimostrato in vitro che tale @ra@ manifesta una forte tendenza
all'aggregazione (Uversky, 2003), infatti, sebb@essuna mutazione sia stata rilevata nei
casi sporadici di MP di-sinucleina € il principale costituente dei corpLdwy (Spillantini

et al 1998), specialmente la forma fosforilataenrea 129 (Fujiwara et al., 2002). Inoltre,
il potenziale neurotossico della proteina é staiouchentato in numerosi modelli speri-
mentali (Kirik et al., 2003).

Durante lo stage formativo all'estero sono statdtti gli effetti del farmaco ipoglicemiz-
zante Metformina sul grado di fosforilazione dgil@teinaa-sinucleina in modelli speri-
mentali in vitro.

In un lavoro recente e stata dimostrata la capdella Metformina di ridurre la fosforila-
zione della proteina tau che si trova normalmess®eiata al citoscheletro ed e indispen-
sabile per I'assemblaggio e la stabilizzazionerdierotubuli (Kickstein et al., 2010). La
forma iperfosforilata della proteina € il principadomponente degli aggregati proteici neu-
rofibrillari caratteristici della patologia di Algimer e delle taupatie (Gong et al., 2005).
Nelle nostre condizioni sperimentali, colture ckiucon un fenotipo dopaminergico come
le cellule di neuroblastoma umano SH-SY5Y e lewelidi feocromocitoma di ratto PC12
sono state indotte ad esprimere la protessanucleina umanwild-type, attraverso tecni-
che di trasfezione transiente. La tecnica utiliazdtutta la possibilita di inserire il plasmi-

de all'interno della cellula attraverso la formamadi liposomi, piccole vescicole lipidiche
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che inglobano il DNA e sono indotte ad entrare esso nella cellula simulando i processi
di endocitosi cellulare. Nello specifico il reagemt trasfezione utilizzato e la lipofectami-
na 2000 (Invitrogen), contenente subunita lipidichgrado di formare liposomi in mezzo
acquoso. In alternativa sono stati applicati metddimici di trasfezione come quello che
utilizza il fosfato di calcio. La procedura prevetimescolamento di una soluzione tampo-
ne contenente ioni fosfato insieme a una soluzibhrméoruro di calcio (CaG) e il DNA da
trasfettare. Il mescolamento delle due soluzioodpce un precipitato di calcio fosfato,
che andra a legare la molecola di DNA. Il precipitd@ene prelevato, risospeso e aggiunto
al terreno di coltura. Con un processo ancora monnoto le cellule legano il precipitato e
permettono l'ingresso del DNA.

Il grado di espressione della proteina e le moalfiieni post-traslazionali sono state valuta-
te attraverso analisi western-blot. In particolemeo stati utilizzati un anticorpo monoclo-
nale di topo in grado di riconoscere la forma ®ttlla proteina (1:1000, BD Transduc-
tion Laboratories) e un anticorpo monoclonale gotdiretto contro la forma fosforilata in
serina 129 della sinucleina (1:1000, Wako). Contecarpi secondari sono stati utilizzati
immunoglobuline di capra coniugate con HRP (1:1008Ccon fosfatasi alcalina (PA;
1:5000) e dirette contro immunoglobuline di topo.

Le tecniche apprese e le attivita svolte durantstdge formativo, hanno permesso di ap-

profondire lo studio della morte cellulare e dedismeccanismi.
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