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Introduzione



Nel corso degli anni sono state descritte moltenéodi morte cellulare. Alla necrosi,
che rappresenta una forma di morte cellulare antate accompagnata davelling
mitocondriale, distruzione cellulare e danno allermbrane, negli anni ’70 si e aggiunta
I'apoptosi, caratterizzata da una serie di everdgammati che includono blebbing
di membrana, I'attivazione delle caspasi e la frantazione del DNA. Definita come
una morte “pulita” che richiede I'impiego di enagiporta al cosiddetto “suicidio
cellulare”.

Piu recentemente, accanto a queste due modalitioide ne sono state descritte altre;
per esempio, €& stata identificata una forma regoldit necrosi, la necroptosi,
caratterizzata da meccanismi controllati e prograthervede come attore principale la
proteina RIP Receptor interacting protejnAltri percorsi alternativi, come l'autofagia
e la paraptosi, sono caratterizzati dall’esserepasisndipendente e non si
accompagnano a condensazione della cromatina, nm@ Saratterizzate dalla
formazione di vacuoli citoplasmatici.

La consapevolezza che la cellula puo portare adifiéirenti meccanismi di morte e
ancor piu interessante nelle cellule tumorali in agcanto alla identificazione di
composti citotossici €, pertanto, fondamentaleiatede molecole e i percorsi di morte
ad essi associati.

AUTOFAGIA

L’autofagia € un processo catabolico coinvolto aalegradazione lisosomale di
materiale citoplasmatico importante per il mantesmto dell’omeostasi cellulare.

La letteratura corrente e in accordo col definieutbfagia come un processo in
grado di svolgere diversi ruoli durante lo sviluppta progressione tumorale. Infatti, se
da un lato 'autofagia funziona come meccanismsagipressione tumorale, dall’altro
puo anche essere responsabile dell’insorgenzaidieaza alle terapie.

L’autofagia € un processo di autodigestione ca#ula cui il contenuto citoplasmatico
viene sequestrato in vescicole delimitate da dopmenbrana, chiamate autofagosomi;
gueste si fondono coi lisosomi per la degradazmerikericiclo del materiale. Sebbene
tale processo sia stato descritto per la primaavadi lieviti [1], numerosi e piu recenti
studi hanno confermato l'importanza dell’autofagialla regolazione dei principali

processi fisiologici e patologici delle cellule amiote.



Il contributo dell’autofagia nel mantenimento deifieostasi cellulare & stato dimostrato
in studi su topi in cui la delezione di alcuni dmni regolatori dell’autofagia, i geni
ATG(AuTophagy genesprovocava la morte ad un giorno dalla nascit8][2D)’'altra
parte, e stato anche dimostrato che un’autofagiatasppud essere responsabile
dell'innesco di processi di morte cellulare dovatl un’eccessiva degradazione di
costituenti cellulari [4] e pertanto, l'autofagia stata anche denominata come
“meccanismo di morte cellulare programmata di tigo un processo di morte che puo
affiancarsi a quello piu classico dell’apoptosiostguirsi ad esso.

I mancato funzionamento di tale processo e stafgatb a diverse condizioni

patologiche che includono malattie neurodegenerainfezioni e sviluppo di tumori

[5].

Regolazione molecolare dell'autofagia

L’autofagia € un percorso a tappe caratterizzato ddeerse fasi: induzione,
nucleazione, maturazioreedegradazionelegli organelli chiamati autofagosomi.
Protagonista della fase di induzione é il complddk& (ULK1/2), chinasi regolate da
MTOR che, in condizioni di abbondanza di nutriefdgforila ed inattiva le proteine
ULK. La deprivazione di nutrienti porta alla defosfazione e all’attivazione di ULK1
e ULK2 e alla loro localizzazione nei pressi dejdtoro [6].
La PI3K di classe lll e, invece, protagonista degjadi iniziali di nucleazione del
fagoforo. Questa chinasi cellulare insieme alletggne Vps34 e Beclina-1 forma un
complesso che facilita il reclutamento di altretpioe ATG [7].
La tappa successiva di allungamento e maturaziehéadoforo, richiede due sistemi
Ubiquitin-like, il primo forma un complesso multimerico che si loz sulla
membrana della vescicola in formazione, il secoadesponsabile del clivaggio e della
coniugazione di fosfatidiletanolamina (PE) allatpnoa LC3 che si va ad inserire sulla
superficie della membrana dellautofagosoma. Il patamento della maturazione

consiste nella fusione con la membrana dei lisogmsiita dalle proteine LAMP.
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Figura 1. Rappresentazione schematica delle fasi del pathwifagico.

Ruolo dell’autofagia nel cancro

Il contributo dell’autofagia nel cancro e estrematee complesso; molti dati
bibliografici supportano l'evidenza che tale premeguo avere sia la funzione di
promotore che di soppressore tumorale. Questo pssadpu0 essere spiegato con i
distinti ruoli che l'autofagia puo assumere durdatprogressione del tumore, ruoli che
possono essere diversi a seconda del tipo di tyndetecontesto e della stadiazione.
Mentre evidenze genetiche suggeriscono la funzibbtemor suppressodell’autofagia
negli stadi iniziali della trasformazione tumorale, sono altrettante prove che
'autofagia pud anche essere utilizzata dalle tllwmorali come meccanismo di
sopravvivenza durante particolari condizioni diest, condizioni che si presentano
durante la progressione tumorale e la metastastaPenotivi, I'autofagia e considerata
un’arma a doppio taglio e lo studio del ruolo dmifofagia nella tumorigenesi riscuote
sempre piu attenzione, tanto da far diventare Ieeoote chiave del percorso autofagico

markers prognostici per la determinazione dellsftranazione tumorale [8-10].

Autofagia come meccanismo soppressore del tumore

Dal momento che il ruolo principale dell’autofagéaquello di riciclare nutrienti
essenziali per rifornire di energia la cellula wndizioni di stress, sembra facilmente
intuibile che l'autofagia sia un meccanismo di paiale difesa per prevenire la

trasformazione tumorale. Studi genetici hanno dinats il ruolo ditumor suppressor



della proteina Beclina-1 in un’alta percentualéutihori della mammella, delle ovaie ed
della prostata; I'analisi di campioni di tessuti aimn derivati da carcinoma mammario
indicano una ridotta espressione della Beclinasfietito al tessuto sano. A supporto del
ruolo di soppressore tumorale dell'autofagia c’echen I'osservazione che molti
oncogeni come Akt, Ras ed ERK sono tra i piu imgdit inibitori del percorso
autofagico e, dall'altra parte, molti soppressaninbrali come p53, PTEN ed ARF
attivano l'autofagia.

L’autofagia e in grado di proteggere le cellulelaatress genotossico e permettere |l
mantenimento dell’integrita genomica. Generalmdafgptosi € il primo meccanismo
di difesa cellulare per rimuovere le cellule dargatg, ma quando il meccanismo
apoptotico & danneggiato, allora la cellula si satell’autofagia per il mantenimento
del benessere cellulare. L’autofagia permettettinfdi eliminare organelli danneggiati
0 aggregati proteici che portano ad un incrememte dspecie reattive dell’ossigeno

(ROS) che possono causare danni al DNA.

Autofagia come meccanismo promotore del tumore

Accanto al suo importante ruolo nella soppressiongorale, I'autofagia puo anche
essere un meccanismo per garantire la sopravviveela cellule tumorali durante la
crescita e la formazione di metastasi.

Molti studi hanno dimostrato l'esistenza di una messione tra il core ipossico del
tumore e l'autofagia. Il fattore inducibile dalldgsia HIF-Ir &, infatti, un regolatore
positivo dell'autofagia ed innesca tale processo looscopo di indurre una risposta di
sopravvivenza della cellula in presenza di una mmae di stress [11,12]. In piu, in
modelli di cancro ovarico, e stato visto che I'dagga € in grado di rendere alcuni
gruppi di cellule resistenti ai chemioterapici edgfarli rimanere dormienti per poi far

riacquistare loro la capacita proliferativa e rinfiestare il tumore [13].

INTERAZIONE TRA APOPTOSI EAUTOFAGIA

La transizione da organismi unicellulari a multigkri ha reso indispensabile
I'evolversi di un meccanismo molecolare controlldio‘suicidio cellulare”, chiamato
apoptosi.
L’apoptosi costituisce il programma di morte cedh@ programmata meglio conosciuto,

di cui sono stati ben caratterizzati tutti i piupontanti attori molecolari coinvolti nella



sua esecuzione e regolazione. E’ un processo dogiaeliminare le cellule superflue
durante il normale sviluppo e le cellule non fumanoti nell’organismo adulto.

Si distingue per specifiche caratteristiche modatbe che riguardano le cellule
coinvolte in tale processo; queste caratteristictotbudono lo shirkangecellulare, la
condensazione e la frammentazione della cromatimasua funzione e quella di
mantenere l'omeostasi cellulare e pud essere iatesda diversi segnali, sia
intracellulari, come per esempio I'accumulo di aald danno ossidativo e l'ipossia, sia
extracellulari, come la presenza di batteri patggerssine o molecole in grado di
indurre apoptosi.

A seconda del segnale che innesca il processo,statedistinte due diverse vie:Mia
intrinseca caratterizzata da permeabilizzazione della menzbmaitocondriale e dal
rilascio del citocromac e lavia estrinsecache prende il via dalla stimolazione dei
recettori di morte posti sulla membrana celluldre. due vie, comunque, non sono
separate in maniera netta, ma sono in grado di cwmawme tra loro e portare
all’attivazione delle caspasi, enzimi chiave dehpay apoptotico [14,15].

Il pathway intrinseco comincia con l'attivazione differenti proteine della famiglia
Bcl-2. Le proteine pro-apoptotiche di questa famigbntribuiscono alla formazione di
canali sulla membrana mitocondriale che ne incréamenla permeabilita e causano il
rilascio del citocroma e di AlIF. Nel citoplasma, il citocromosi associa ad APAF-1 e
alla caspasi-9 formando un complesso chianagimptosomal’apoptososma attiva le
caspasi effettrici portando alla realizzazionealelorte cellulare [16].

Il pathway estrinseco comincia con la stimolaziahespecifici recettori di morte da
parte di ligandi, come TRAIL, appartenenti alla fgila TNF (Tumor Necrosis Factyr

Il legame dei ligandi causa la trimerizzazione réekettore e l'attivazione della caspasi-
8 con la formazione del DISMéath-inducing signaling complexl7]. La caspasi-8
puo attivare a cascata le altre caspasi fino amétare la morte o portare al clivaggio
della proteina BID che diventa responsabile ddiVarione del pathway apoptotico
intrinseco e per questo rappresenta il piu impoetaanello di giunzione tra i due
pathway.

Un’apoptosi deregolata porta alllaccumulo di calel contribuisce allo sviluppo di
tumori. Mutazioni nei recettori di morte e/o camenti nella loro localizzazione ed
espressione possono essere responsabili di ditdld capacita di morire delle cellule;
allo stesso modo, anche mutazioni genetiche nedieipe della famiglia Bcl-2 possono

contribuire allo sviluppo di tumori impedendo lalizzazione del percorso apoptotico.
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Per tali motivi, strategie che mirano allo ristakilil processo apoptotico sono sempre

piu alla base del meccanismo d’azione dei farmattivanorali [18,19].

Crosstalk tra autofagia e apoptosi

Sebbene l'autofagia e I'apoptosi rappresentino gssic cellulari distinti con
importanti differenze biochimiche e morfologicheg Iproteine chiave, che ne
controllano la regolazione e I'esecuzione, possotasloquire formando unetwork
Sono entrambi pathway di degradazione necessaiili pgantenimento dell’omeostasi
cellulare e per tale motivo e facile comprendemne&a due processi siano importanti
per la difesa dell'organismo da una varieta di litnsprimo fra tutti il cancro [20-22].
Recentemente, molti gruppi di ricerca si sono dadi@llo studio dei punti di
connessione, a livello molecolare, tra autofagiapeptosi [23,24]; questi processi,
infatti, non sono mutualmente esclusivi, ma possaiioiarsi nella stessa cellula
contemporaneamente o in maniera sequenziale. Gereerta segnali di stress possono
indurre la cellula a morte attraverso I'attivazioshel’apoptosi ma, in cellule in cui il
pathway apoptotico e stato alterato, puo attivamsalternativa, il percorso autofagico.
Se la cellula ha, invece, il macchinario apoptotiperfettamente funzionante,
l'autofagia puo innescarsi dapprima come meccan@insopravvivenza e soltanto dopo
uno stimolo prolungato puo trasformare il tentattiosopravvivenza in un evento di
morte che pu0 realizzarsi sia attraverso I'apoptdassica che attraverso lo stesso
meccanismo autofagico.
Numerosi studi hanno evidenziato la contemporanessepza nelle cellule di
caratteristiche  morfologiche apoptotiche e autafagi suggerendo una
interconnessione tra i due processi. Spesso ilndefhale di una cellula dipende dal
ruolo che apoptosi e autofagia assumono in quelraétato contesto e dal significato
dell’ interplayfra questi due processi.

La conferma dell’esistenza di un legame tra i dieegssi € data dall'individuazione

di meccanismi molecolari dell’'apoptosi in gradaetjolare I'autofagia e viceversa.

10
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Figura 2. Rappresentazione schematica della relazione tefagia e apoptosi in seguito a

stress cellulari.

Reqolazione dell’autofagia da parte dell’apoptosi

| componenti del macchinario apoptotico possonoreawa impatto importante
sull’autofagia attraverso interazioni molecolarincproteine tipiche dell’autofagia.
L’esempio meglio caratterizzato di questa relazieria doppia funzione della proteina
Bcl-2 nell'inibizione di entrambi i pathway.
La proteina Bcl-2, capostipite dellomonima famégtostituita da fattori con funzione
pro- o anti-apoptotica, infatti & stata descrittane importante partner della proteina
Beclina-1, la loro interazione e responsabile awelizione del percorso autofagico.
Pare infatti che questa interazione aiuti a mameetiautofagia a livelli basali per il
mantenimento della normale omeostasi cellulare. comdizioni che prevedono
I'attivazione del meccanismo autofagico, Bcl-2 ssdcia dalla Beclina-1 e consente
'innesco dell’autofagia [25].
Fra i meccanismi proposti in grado di regolareitsakciazione di tale complesso, il piu
importante €& stato, sicuramente, quello dell'ides#zione della Beclina-1 come
proteina della famiglia BH3-only; cio ha suggeritte anche altri membri della famiglia
Bcl-2 possano interagire con la Beclina-1, spiadeaim maniera competitiva Bcl-2

[26]. Questa evidenza sottolinea il fatto che let@ne della famiglia Bcl-2 possono
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agire come regolatori positivi dell'autofagia e titngscono, dunque, un livello
aggiuntivo di crosstalk tra autofagia e apoptosi.

Anche la fosforilazione di Beclina-1 e Bcl-2 cosisice un sistema di controllo post-
traduzionale della dissociazione del complesso28kclina-1. La fosforilazione di
Bcl-2, mediata da JNK1, € in grado di ridurre iaiffx per la Beclina-1, portando
all’attivazione dell'autofagia in risposta a de@aone di nutrienti [27] o a trattamento
con ceramide. Allo stesso modo, anche la fosfadtaz della Beclina-1 da parte della
DAP Kinasi e in grado di indurre autofagia promuwdene la sua dissociazione dal
complesso [28].

Uno degli aspetti piu intriganti del crosstalk &poptosi e autofagia € il modo elegante
in cui le cellule riescono a trovare una soluzitemnomica” per la regolazione dei due
pathway attraverso l'utilizzo di una singola protei Nel caso di Bcl-2 questo utilizzo
“intelligente” si attua grazie alla diversa affeitli legame ed alla separazione spaziale
dei componenti apoptotici ed autofagici.

Come Bcl-2, anche la proteina FLIP puo inibire @amibi i processi. L'inibizione
dell'apoptosi avviene a livello dei recettori di re sulla membrana plasmatica,
l'inibizione dell’autofagia, invece, avviene andaral bloccare il processo di lipidazione
di LC3 a livello della membrana degli autofagos¢asi].

In piu, sempre a supporto dell’esistenza di unstedls tra autofagia e apoptosi, e stato
anche dimostrato il legame tra le caspasi e leepretATG. Sembra infatti che la
Beclina-1 sia un target delle caspasi [30]. Il itaglperato dalle caspasi contribuisce a
decrementare i livelli della proteina e conseguaetde i livelli di autofagia a favore
dell'apoptosi.

Regolazione dell’apoptosi da parte dell'autofagia

Cosi come componenti del macchinario apoptoticos@us avere un ruolo
importante per la regolazione dell’autofagia, adk@sso modo proteine autofagiche
possono avere un impatto importante sull'apopt&siil caso, per esempio, delle
proteine ATG5 e ATG12 implicate nelle fasi iniziakel'autofagia. In recenti lavori e
stato visto che ATG5 € un substrato delle calpairggado di migrare nel mitocondrio e
permettere il rilascio del citocromo [31]. ATG12 é richiesto per l'attivazione delle
caspasi ed e in grado di inibire Bcl-2 e Mcl-1 tévate I'apoptosi [32].

Molti gruppi di ricerca hanno descritto un meccarssdi reclutamento delle caspasi

sugli autofagosomi che funzionerebbero come pm@ttad per la loro attivazione.
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Finora questo meccanismo é stato descritto inglaitper la caspasi-8 che puo essere
attivata da un complesfaSC-like sulla membrana degli autofagosomi [33,34]. Questa
attivazione e indipendente da segnali di mortereiste richiede I'intervento della
proteina adattatrice p62 che funzionacderier per il reclutamento della caspasi-8 sugli
autofagosomi [34].

Inoltre, la risposta apoptotica puo essere proforatde influenzata dalla capacita del
processo autofagico di controllare la disponibildaergetica attraverso processi di
degradazione e potrebbe essere in grado di regatetee il bilancio tra fattori pro- ed

anti-apoptotici, regolando il processo apoptotitemtrambe le direzioni.

Regolazione Regolazione
dell’autofagia da dell’apoptosi da
parte dell*apoptosi parte dell’autofagia

Autofagia come
Interazione diretta piattaformaper Degradazione
proteina-proteina I'attivazione delle autofagica
caspasi

Clivaggio caspasi-
dipendente delle
proteine autofagiche

Interazione diretta
proteina-proteina

Figura 3. Crosstalk tra autofagia e apoptosi.
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CANNABINOIDI

| cannabinoidi sono sostanze di origine naturalenmamente classificati come
terpenofenoli. Il termine cannabinoidi si riferie gruppo di composti con tipica
struttura C21 presenti nell@annabis sativaL. La moderna definizione, basata con
maggiore enfasi sulla chimica sintetica e sullantologia, comprende molecole con
struttura affine, e ogni altro composto capace rderagire con i recettori per i
cannabinoidi.

Sono state distinte tre classi di cannabinoidiursit, endogeni e sintetici.

ENDOCANNABINOIDI O

0

oooh o L)

Anandamide ; - O W
o€ ¥e
OH
—— O\)""r,/N‘\)

2-Arachidonylglycerol (2-AG)

WINS5,212-2

Figura 4. Classificazione dei cannabinoidi.

Cannabinoidi naturali (fitocannabinoidi)

Con questo termine si identifica una famiglia dngpmsti naturali vegetali presenti nella
Cannabis sativa LA tutt'oggi sono stati identificati una settaatidi tali composti,
molti dei quali ancora poco studidtpiu importanti sono:

v’ tetraidrocannabinolo49-THC), il componente principale

v" il cannabidiolo (CBD)

v’ la tetraidrocannabivarina (THCV)

v" il cannabinolo (CBN)
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Cannabinoidi endogeni

Gli endocannabinoidi rappresentano una classe miposti naturali che fungono da
messaggeri lipidici e accomunati dalla capacitaindéragire con i recettori per i

cannabinoidi. In seguito al legame con i recetdwsi esercitano la loro azione nel
controllo del movimento e della percezione, neicpesi di apprendimento e memoria,
nonché azione ipotensiva, immunosoppressiva, sutimhatoria e antidolorifica.

Gli endocannabinoidi al momento piu conosciuti sono

v' anandamide (arachidonoiletanolamina, AEA)
v' arachidonoilglicerolo (2-arachidonoilglicerolo, 25\
v’ 2-arachidonilglyceril etere (noladin etere)

v O-arachidonoil-etanolamina (virodamina)

Il primo cannabinoide endogeno isolato dal cerveliomaiale nel 1992 e stato
I'arachidonoiletanolamide (AEA) [35]. Il nome desivdalla parola sanscri@nanda
“stato di grazia” eemidein riferimento alla struttura chimica. Infattiahandamide o
arachidonoiletanolammide (AEA), e I'amide tra l'daiarachidonico e I'etanolammina,
due composti ubiquitari delle membrane cellulaiaadi. L'AEA si comporta come un
agonista parziale sia del recettore;@Be di CB [36] e come ligando endogeno per i
recettori vanilloidi. Viene prodotta dall'idrolisi del fosfolipide N-araiclonoil-
fosfatidiletanolammina (NarPE) in una via metabmiic cui entra in gioco I'enzima N-
Arachidonil-fosfatidiletanolamina fosfolipasi dpt D [37].

Una volta sintetizzata, I'anandamide viene rilasciall’esterno della cellula e puo
legarsi ai recettori presenti sulle cellule limfea sulla stessa cellula che I'ha prodotta,
comportandosi come mediatore paracrino o autocriBgpletata la sua funzione
biologica, 'anandamide viene ricaptata nelle dellmediante trasportatori di membrana
e subisce un’idrolisi enzimatica catalizzata dalllemna FAAH (Acido Grasso Ammide

Idrolasi) con conseguente formazione di acido adactico ed etanolammina.

Cannabinoidi sintetici

Il crescente interesse sui possibili effetti terdjwe dei cannabinoidi ha portato
all'acquisizione di numerose conoscenze in campoicol riguardanti le differenti
proprieta di tali composti e alla sintesi di potegonisti dei cannabinoidi.

Questi composti agiscono come agonisti sintetidi rdeettori per i cannabinoidi e

mantengono le differenti proprietda terapeutiche dannabinoidi naturali senza
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manifestare pero nessun effetto psicoattivo [38)rimi tentativi di sintesi si sono
orientati verso la preparazione di molecole deabtahaloghe al THC. Successivamente
si é assistito ad un’evoluzione delle carattetististrutturali delle molecole: si é cercato
cioe di individuare quali fossero le regioni nelfaolecola del THC importanti
nell'interazione con il recettore cannabinoide ;GBdi riprodurre queste porzioni di
molecole in modo analogo su nuove molecole di sintehe si discostassero dalla
classica struttura triciclica benzopiranica tipaallo scheletro del THC. Quindi si é
passato a strutture diverse, come ad esempio @ghirzoalchilindoli, di cui il WIN-
55,212-2 puo considerarsi il capostipite. In tatdaenola e possibile riconoscere i tre siti
di interazione con il recettore, localizzati ngbarzione C-7 all'anello naftalenico, nel
gruppo carbonilico e nella catena laterale lipofidhe si € dimostrata essere molto
importante nella modulazione della potenza di quetdsse di cannabinoidi sintetici)
[39].

RECETTORI DEI CANNABINOIDI

Il corpo umano possiede specifici siti di legame ipEnnabinoidi sulla superficie di
molti tipi cellulari. Fino ad oggi sono stati iddidati due tipi di recettori specifici per i
cannabinoidi, indicati come recettori €B CB. Il nostro organismo produce diversi
endocannabinoidi, derivati degli acidi grassi, shiegano ai recettori per i cannabinoidi
attivandoli. Pertanto, si e definitsistema cannabinoide”l sistema costituito dagli
endocannabinoidi e dai loro recettori CB.
| recettori sono stati individuati nel sistema rmw centrale (encefalo e midollo
spinale) ed in molti organi e tessuti perifericia(tui ghiandole endocrine, ghiandole
salivari, leucociti, milza, cuore e parte dellapa riproduttivo, urinario e
gastrointestinale). A seconda del tipo cellulaceko stato dell'organismo, I'attivazione
dei recettori CB puo causare una moltitudine detéfiche includono euforia, ansieta,
secchezza delle fauci, rilassamento muscolare, fammeluzione del dolore, effetti
analgesici, antinflammatori e antitumorali [40].

Accanto a questi recettori ne sono stati identifieache altri capaci di legare i
cannabinoidi come il recettore TRPVirafsient receptor potential vanilloid tipe |
receptod, un canale ionico che, quando viene attivatomedte I'ingresso attraverso la

membrana di cationi mono e bivalenti (prevalenteim&mi calcio) [41].
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Inoltre e stato dimostrato che i cannabinoidi possiateragire con le cellule attraverso

i micro domini di membrana ricchi in colesterolendminatilipid raft [42].

Struttura dei recettori e meccanismo di trasduzionalel segnale

| recettori CB e CB appartengono all’'ampia famiglia dei recettori a liche
transmembrana accoppiati alla proteina G di tiplmitimce dell’adenilato ciclasi (AC).
In seguito all’interazione dei cannabinoidi coecettori si osserva:
* inibizione dell’adenilato ciclasi con riduzione diegffetti mediati dal CAMP/PKA,
» stimolazione delle MAP chinasi (proteine chinasivate dai mitogeni);
« inibizione dei canali del Gavoltaggio dipendenti di tipo N e P/Q, mentre effet
opposti si manifestano sui canali del K di tipo A;
» stimolazione della fosfatidilinositolo 3 chinasi;

« mobilitazione del Cd intracellulare.

L’ attivazione del recettore GBoorta, inoltre, all'innalzamento dei livelli intallulari

di ceramide, uno sfingolipide ubiquitario che swolgn importante ruolo nel controllo
del destino cellulare. In seguito alla stimolazialet recettore si osservano due picchi
distinti di ceramide: uno, a breve termine, & aisso@ll’idrolisi della sfingomielina per
azione della sfingomielinasi; in tale meccanisma Bocoinvolta la proteina G ma una
proteina adattatrice detta FANa¢tor associated with Sphingomyelinae activation
invece il picco a lungo termine dipende dalla sintke-novoattraverso la stimolazione
della palmitoil-transferasi [43]Alla produzione di ceramide segue poi l'attivazione
della cascata delle MAP chinasi che porta all'aiziene di ERK, di JNK (che fosforila
c-Jun) e del fattore di sopravvivenza cellulare ARTtti questi fattori hanno un ruolo
importante nella regolazione della proliferazioe#iudare, nel differenziamento e nella

morte cellulare.
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Figura 5. Pathway di trasduzione del segnale associato talBatone dei recettori dei

cannabinoidi.

CANNABINOIDI NELLA TERAPIA FARMACOLOGICA

Con il DM 18 aprile 2007 sono stati inseriti nellabella Il, sezione B delle sostanze
stupefacenti e psicotrope, due farmaci derivati ladatannabis il Delta-9-
tetraidrocannabinolo ed il Trans-delta-9-tetraid@mtabinolo (Dronabinol). Inoltre,
nella stessa tabella, & stato inserito un farmasmabinoide di sintesi, il Nabilone.
L’introduzione dei cannabinoidi in questa tabebade possibile il loro impiego nella
terapia farmacologica (terapia del dolore, sclenogitipla) e crea le basi normative per
autorizzarli all'immissione in commercio nel mewedtaliano. Per quanto riguarda i
possibili usi terapeutici, dalle pubblicazioni d@liganizzazione Mondiale della Sanita
(OMS) risulta che i cannabinoidi vengono impiegeti trattamento farmacologico della
nausea e del vomito in pazienti affetti da neoplasiAIDS sottoposti alle cure con

farmaci antiblastici e antivirali.
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Altri usi terapeutici si stanno studiando in spemtazioni cliniche sull'uomo e
riguardano il trattamento dellasma e del glaucomnajtre si sta valutando la loro
attivita antidepressiva, anticonvulsivante, ant$iga e come stimolanti dell’appetito.
Infine i cannabinodi si dimostrano efficaci nel firogare la qualita della vita dei malati

affetti da sclerosi multipla [44].

CANNABINOIDI ED ENDOCANNABINOIDI NEL CANCRO

Per lungo tempo, i cannabinoidi sono stati consiil@ome farmaci lenitivi ma non
curativi della patologia canceroshuttavia, negli scorsi anni, & stata suggerita una
potenziale applicazione dei cannabinoidi come deoghtitumorali. In molti modelli
tumorali siain vitro chein vivo, infatti, I'attivazione del sistema dei cannabaidha
indotto arresto del ciclo cellulare, inibizione ldekopravvivenza e attivazione dei
meccanismi di morte cellulare programmata in segaita modulazione di numerosi
pathway [45] in cellule tumorali di glioma e linf@nprostata, mammella e pancreas
[46-49]. Oltre alla regolazione della crescita tuaie e della capacita di morire delle
cellule tumorali, stanno sempre piu emergendo nmsga antitumorigenici innescati
dai cannabinoidi su cui i ricercatori hanno foczdito la loro attenzione, fra questi i
processi di neovascolarizzazione, migrazione a#yladesione, invasione e metastasi
[50].

Il potenziale antitumorale di questa classe di costippuo essere molto diverso nei vari
sistemi tumorali e questo dipende dal meccanismatowai cannabinoidi per interagire
con le cellule. L'interazione dei cannabinoidi dativersi tipi di recettori, spesso porta
le cellule allo stesso destino, anche se posss®reattivate diverse cascate di segnali

intracellulari [51].

Pathway apoptotico indotto dai cannabinoidi

L’analisi dei mediatori intracellulari della morggoptotica indotta dai cannabinoidi,
ha portato all'identificazione di alcune molecoldec piu di altre, sembrano
rappresentative della loro azione. Il ceramide @astuna delle prime molecole
individuata come effettore dell’azione dei cannafmn L’incremento dei suoi livelli
puo dipendere, come gia detto, da sintesinovoo dal rilascio di sfingolipidi dalla

membrana in seguito all’attivazione di sfingomiabn

19



In molti pathway indotti dai cannabinoidi, occupa wolo importante I'accumulo di
specie reattive dellossigeno (ROS) che possonociéme un ruolo cruciale
nell'attivazione delle caspasi [52]. Il coinvolginte dei ROS nell’apoptosi indotta dai
cannabinoidi é stato confermato dallimpiego deN-acetil-cisteina, un tiolo
antiossidante che elimina i ROS, o degli inibitdeila NAD(P)H ossidasi, che sono in
grado di attenuare gli effetti dei cannabinoidi. &tudio degli eventi a valle della
generazione dei ROS e di ceramide ha evidenziatoimvolgimento dello stress del
reticolo endoplasmatico come dimostrato dall’auroetdi livelli di specifici mediatori
(p8, CHOP, TRB-3 e GRP-78) che, a loro volta, sasponsabili dell'attivazione della
via apoptotica intrinseca mitocondriale [53,54].

Un altro pathway modulato dai cannabinoidi & rappnéato dalla cascata delle proteine
chinasi attivate dai mitogeni (ERK, JNK e p38/MAPRK)na varieta di dati dimostrano
che I'attivazione di queste chinasi e responsatidke controllo sulla proliferazione e
sopravvivenza gestito dai cannabinoidi [55]

E ben noto che lattivazione dei pathway di montwedessere accompagnata dalla
riduzione dei livelli dei fattori di sopravvivenzéJna via centrale di segnalazione
intracellulare pro-sopravvivenza € rappresentath mithway PI3K/AKT, la cui
importanza in diversi tumori € anche confermatandanerosi studi clinici. Questa
chinasi € il nodo centrale della via di segnalagid3K/AKT/mTOR che attiva
processi cruciali come la sopravvivenza cellulalie, crescita, la proliferazione,
'angiogenesi, la migrazione cellulare e linvakiv[56]. Al contrario, l'inibizione di
PAKT conduce all’arresto del ciclo cellulare cheeggde la risposta apoptotica molto
spesso mediata dal coinvolgimento della via ingtas mitocondrio-dipendente.
L’inibizione di AKT é coinvolta nell'azione antituarale dei cannabinoidi. Nelle cellule
tumorali gastriche umane, e stato visto che glinegjodei recettori dei cannabinoidi
inducono l'arresto del ciclo cellulare, consegueatinibizione di AKT correlata
all'attivazione della via delle MAPK [57].

Pathway autofagico indotto dai cannabinoidi

Numerosi studi recenti hanno evidenziato che i abmoidi possono agire
innescando il processo autofagico in diversi modpkrimentali di cancro. L'inibizione
farmacologica o genica dell’autofagia € in gradopdivenire I'apoptosi indotta dai
cannabinoidi. In piu, é stato dimostrato che ilcolm dell’apoptosi previene la morte ma

non l'autofagia in cellule trattate con i cannal@osuggerendo che l'induzione di
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autofagia & parte del meccanismo attraverso cunnabinoidi agiscono in cellule
tumorali siain vivo chein vitro.

Nelle cellule umane di glioma, il modello principali cancro per lo studio dell’azione
dei cannabinoidi, & stato osservato che il tetom@innabinolo induce morte cellulare
attraverso la stimolazione dell'autofagia [58]. dtidindicano che il THC induce
accumulo di ceramide, fosforilazione di e#2d ER-stress che attiva l'autofagia
attraverso l'inibizione, TRB3-dipendente, dell'ad8&a8/mTOR.

Studiin vivo su carcinoma epatocellulare hanno rivelato chebizione della crescita
indotta dal trattamento con THC viene meno quardotdfagia € geneticamente o
farmacologicamente bloccata. Tutto questo confechl'induzione dell'autofagia é,
probabilmente, un passo chiave nella morte ce#uladtotta dai cannabinoidi [59].

La coesistenza di autofagia e apoptosi in seguitbattamento con i cannabinoidi é
stata confermata da diverse osservazioni: in @tuktarcinoma mammario trattate con
cannabidiolo, l'inibizione della produzione di RO8occa l'induzione di entrambi i
processi e, dall'altra parte 'aumento dei livelélla Beclina-1, marker dell’ autofagia,
gioca un ruolo centrale anche nell'induzione delbptosi mediata dal cannabidiolo

[60].
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Figura 6. Rappresentazione schematica dei pathway indottataabinoidi [51].
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CANNABINOIDI E RECETTORI PPAR

Molti ricercatori hanno focalizzato I'attenziond sapporto che i cannabinoidi hanno
con un’importante famiglia di recettori nucleari, récettori PPAR (Perossisome
Proliferator Activated Receptor)n grado di influenzare il destino cellulare. Saio
norma localizzati nel citosol sottoforma di recettoon attivi-attivabili legati alla
proteina chaperone Hsp90. Una volta attivati dgandi essi eterodimerizzano con |l
recettore X dell’acido retinoico (RARS) e, sottormfa di complesso PPAR-RXR,
migrano nel nucleo dove si legano al promotoregaeii target nella regione PPRE del
DNA costituita da una sequenza ripetuta di nualk&IGGTCA, intervallata da una o
due sequenze di nucleotidi random, denominati DRR2.

In seqguito al legame al DNA, i PPAR possono sievatt che reprimere la trascrizione
del gene target. Poiché ['attivita di tali fatt@riregolata per fosforilazione mediata da
AMPK, ERK1/2 e JNK, il differente esito dell'attizaone dei PPAR potrebbe essere
correlato proprio al tipo, al numero o alla sequedizfosforilazioni che subisce.
Identificati, inizialmente, per il loro ruolo crwade nel differenziamento adipocitario,
recentemente € emerso anche il potenziale coimaelgio dei recettori PPAR
nell’inflammazione e nello sviluppo di patologie rd@vascolari nonché in alcuni
processi neoplastici, soprattutto a carico del'stino e del fegato.

Come altri recettori nucleari, i PPAR hanno unaittira modulare organizzata in
quattro domini funzionali: dominio A/B, dominio @ominio D e dominio E/F. In
posizione ammino-terminale si trova il dominio AdBattivazione ligando-indipendente
(Funzione di Attivazione AF-1), che viene regolger fosforilazione da parte delle
MAP-kinasi. Il dominio C contiene il dominio di laghe al DNA DBD (DNA Binding
Domain) che riconosce gli elementi di risposta ARFPPRE) nel promotore dei geni
target [61]. Il dominio D contiene i siti di recarhento dei cofattori, ed infine il
dominio E/F o “dominio ligando-obbligatorio” (LBDg responsabile della specificita
per il ligando e dell'attivazione del legame al HPRtransattivazione ligando-
dipendente o funzione AF-2 mediata dal reclutameht@ofattori), che incrementa
'espressione dei geni target. Oltre ai ligandtri dattori come il recettore RXR e i

cofattori giocano un ruolo nell’attivazione deltagcrizione.
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Figura 7. Struttura dei recettori PPAR.

Alla superfamiglia PPAR appartengono tre isofoumeé ey.

Il recettore PPAR € localizzato in tessuti metabolicamente attivineoil fegato, il
cuore e il muscolo ed e coinvolto nella regolazideecatabolismo degli acidi grassi e
in processi inflammatori [62].1l recettore PPARconosciuto anche come PPBRe
espresso in maniera ubiquitaria; la sua funziorimasta sconosciuta per parecchi anni,
ma studi recenti lo collocano fra i piu importanggolatori metabolici [63], mentre
PPARy e il recettore PPAR meglio caratterizzato. Sorati shdividuati tre diversi
isotipi di PPAR:. PPAR/1, espresso in maniera ubiquitaria; PRA2Respresso nel
tessuto adiposo; PPAR espresso dai macrofagi [64]

Il recettore PPAR € coinvolto in molti processi cellulari, primo ftatti il programma

di differenziamento degli adipociti, cellule in cujuesto fattore trascrizionale e
altamente espresso [65]. Considerato, infatti, uagolatore fondamentale
dell'adipogenesi, PPAR & coinvolto nella modulazione dei geni necessdri a
differenziamento dei fibroblasti in adipociti, dgeni che codificano proteine coinvolte
nella sintesi dei lipidi e nel loro immagazzinantemegli adipociti stessi. PPARe
stato, inoltre, associato all’attivazione di geoninwolti nella trasduzione del segnale
dell'insulina aumentando la sensibilita delle clella questo ormone: & stato dimostrato
che esso induce la trascrizione dei geni di IRSeldella fosfatidilinositolo-3-chinasi,
'overespressione delle traslocasi GLUT-4, aumeaidahingresso del glucosio nella

cellula; riduce I'espressione di enzimi coinvolélla gluconeogenesi e aumenta i livelli
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di adiponectina. PPAR svolge anche un importante ruolo nella regolazicied
processo flogistico in quanto la sua attivaziondisce il fattore TNk, alcune
interleuchine e i fattori trascrizionali NF-KB, APe STAT e quindi la trascrizione di
geni inflammatori.
Accanto alle risposte metaboliche, I'attivazioneRRARy da parte dei suoi ligandi
naturali, come gli acidi grassi polinsaturi omeg@ABA, DHA ed EPA), arresta il ciclo
cellulare in fase G1 con induzione dei markersiffieknziamento; in alcuni casi la sua
attivazione riduce l'espressione dei geni antiapigt e conseguentemente la sua
inibizione conduce la cellule verso I'acquisiziatiearatteristiche neoplastiche [66,67].
Il dominio di legame al ligando dei recettori PPARdi solito, molto grande e, di
conseguenza, possono essere attivati da ligandtoattura chimica molto diversa.
Poiché i recettori PPAR sono sensori degli acidisgr e gli endocannabinoidi sono
derivati degli acidi grassi, non é sorprendenteictanabinoidi siano anche in grado di

attivare tali recettori e tramite questi espletaddti dei loro effetti biologici.

Cannabinoidi e PPARy

E’ stato gia ampiamente dimostrato il legame trarinabinoidi e il recettore PPAR
la stimolazione dell’adipogenesi, di cui PPAR protagonista, € accompagnata infatti
da un incremento dei livelli degli endocannabincgdidell’efficienza di legame dei
cannabinoidi ai loro recettori. Sembra, quindi, dretivazione di PPAR possa
influenzare il sistema degli endocannabinoidi, rekonstesso tempo sembra vero anche
il contrario. | cannabinoidi possono legare dimettate PPAR aumentarne la sua
attivita trascrizionale e stimolare il differenziamo di fibroblasti in adipociti.
Inoltre negli ultimi decenni é stata messa in lleceorrelazione tra i recettori PPAR e
l'insorgenza o la regressione dei tumori, pertdatonodulazione dell’attivita di tali
recettori da parte dei cannabinoidi diventa di nole interesse.
Il fatto che il recettore PPARe iperespresso in molti tipi di cancro, suggerisice la
sua regolazione possa influenzarne la patogenegavia, il ruolo della sua attivazione
€ ancora controverso [68].
Studi recenti hanno dimostrato il ruolo chiave aethodulazione di PPAR nel
determinare l'inibizione della proliferazione invdrsi tumori sia in vivo che in vitro
attraverso meccanismi che portano all’arresto debacita, all’apoptosi e all'induzione
del differenziament{69,70].
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Il gruppo di ricerca in cui ho svolto il mio progetdi tesi ha dimostratbefficacia del
cannabinoide sintetico WIN555,212-2 nell'indurre neoper apoptosi in cellule di
epatocarcinoma umano HepG2 [Ti]cui il WIN agisce determinando incremento dei
livelli di alcuni fattori pro-apoptotici e riduzien dei fattori di sopravvivenza.
L’apoptosi indotta dal WIN e accompagnata da urevae incremento del livello di
PPARy che sembra essere responsabile degli effetti tindat cannabinoide, infatti
l'aggiunta di antagonisti di PPARontrasta efficacemente la citotossicita del WIN.
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Obiettivo della tesi
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Questa progetto si € posto I'obiettivo di studiglieeffetti di differenti cannabinoidi
e in particolare del WIN, un cannabinoide sintetiagando dei recettori CB1 e CB2, in
cellule di carcinoma colorettale e osteosarcomanama coltura e di valutarne il
meccanismo molecolare di azione. In studi precédendotti nel laboratorio presso cui
ho svolto il dottorato di ricerca era stata gia aktnata lI'efficacia del WIN nel
sensibilizzare le cellule di epatocarcinoma umanep®R all’'apoptosi indotta da
TRAIL. Il WIN agisce determinando stress del refiicendoplasmatico, incremento dei
livelli di alcuni fattori pro-apoptotici e riduzi@n di fattori di sopravvivenza [54].
Sempre in cellule di carcinoma epatocellulare, di@psi indotta dal WIN si
accompagna a un notevole incremento dei livelREIARy [71].
| promettenti risultati ottenuti nelle cellule gpaocarcinoma ci hanno indotto a valutare
gli effetti del WIN anche su altre linee di cellulemorali. Abbiamo, quindi, intrapreso
un nuovo studio utilizzando come modello sperimiente cellule di carcinoma
colorettale HT29, HCT116 e Caco-2, e le cellulesteosarcoma umano MG63.
Il carcinoma del colonretto (CRC) € il tumore matigche rappresenta la quarta piu
comune forma di cancro nei paesi occidentali. lideoza nei due sessi hon mostra
differenze per quanto riguarda la localizzazionkcap mentre a livello rettale sembra
essere leggermente piu frequente nel sesso maskhilgedi piu colpite sono il retto
(50% dei casi) ed il sigma (20% dei casi), il colmstendente ed il trasverso con la
flessura splenica sono interessati rispettivameatel6% e nell’8% dei casi. Le cause
esatte di questo tumore non sono ancora ben ctudiaeia la componente genetica e
preponderante, solitamente, infatti, queste cellilmorali possiedono mutazioni
ereditate o acquisite nel corso della vita a camicogeni coinvolti nella via di
trasduzione del segnale Wnt, e/o nella replicazieneparazione del DNA. Fermo
restando che in genere la predisposizione primariguesto cancro e solitamente
genetica, altri fattori possono influenzare il higc di contrarre questa malattia
soprattutto in persone geneticamente predisposteaniente il CRC colpisce soggetti
con eta inferiore ai 50 anni e i casi che colpiscbgiovani sono associati a condizioni
di predisposizione familiare. Sono predisponentiha&nia presenza di polipi nel colon, il
fumo, fattori ambientali, la presenza di procesgiammatori cronici dell'intestino,
come il morbo di Crohn e la rettocolite ulcerosa.
L’'osteosarcoma e costituito da cellule mesenchimraiigne che si differenziano in
senso osteoblastico, ossia che tendono a prodostanza ossea. Il tumore si sviluppa

nelle zone con piu attiva neoformazione e rimareeggnto dell’osso e, per tale motivo,
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la piu alta incidenza della malattia si ha in uascfa di etd composta da adolescenti e
giovani adulti [72]. Le cause dell'insorgenza dstieosarcoma sono tuttora sconosciute.
La correlazione con l'eta adolescenziale e la cosapdel tumore, nella maggior parte
dei pazienti, in coincidenza con il periodo di massaccrescimento osseo, individuano
nelllaumentata attivita osteoblastica ed osteogemneun fattore predisponente
all'insorgenza della neoplasia [73]. L'unica reda® certa di causa-effetto esiste per
I'esposizione a radiazioni. L'altro fattore perqilale sia stato accertato un sicuro
coinvolgimento nellinsorgenza dell'osteosarcomanosole anomalie genetiche
(mutazioni e/o delezioni) a carico di geni oncoseppori p53e RB1, responsabili
anche della comparsa di altri tipi di cancro. Nglémesi di osteosarcomi non ereditari
sono anche state chiamate in causa anomalie deicgerregolano il ciclo cellulare
come CDK4, p16, INK4a, CICLINA D e MDM2 [74].
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Colture cellulari

Le linee cellulari utilizzate in questo studio sostate: cellule di carcinoma
colorettale HT29, HCT116 e Caco-2 e cellule di oséecoma MG63. Le cellule HT29
e Caco-2 sono state coltivate in terreno RPMI 1&4éntre le cellule HCT116 e MG63
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). | teni sono stati sempre
supplementati con siero bovino fetale (FBS) al Ip#ecedentemente inattivato a 56°C
per 30 minuti), L-glutamina 2 mM e una soluzioneaditibiotici e antimicotici (100
U/ml penicillina, 100pg/ml streptomicina and 250 ng/ml amfotericina Bg tellule
sono state coltivate in fiasche da 75°cuove aderiscono disponendosi su un
monostrato.
Al fine di valutare gli effetti indotti dai compastle cellule, dopo distacco con la
soluzione di tripsina-EDTA (2.5 mg/ml di tripsinalemg/ml di EDTA), sono state
seminate in piastre da 6 pozzetti o da 96 pozzetseconda degli esperimenti da
effettuare. In seguito al piastramento, le celkdagono lasciate ad incubare per circa
24 ore. Il giorno successivo le cellule sono statttate con i composti a concentrazioni
e a tempi variabili.
Nel caso degli studi condotti impiegando i cannatlaiin 4-6 h prima dei trattamenti, il
mezzo di coltura & stato rimosso e sostituito @reho fresco contenente FBS al 2%,
cosi come riportato da molti autori. Per ogni espento viene effettuata parallelamente
una prova controllo costituita da cellule trattaten il solo mezzo in cui sono stati

solubilizzati i composti.

Saggi di vitalita

La vitalita cellulare é stata analizzata con défer saggi. Uno di questi & una tecnica
che si basa su un dosaggio quantitativo colorieetche utilizza il sale MTT (3-(4,5-
dimetthylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium brode), un sale tetrazolico di colore
giallo che, in seguito a riduzione da parte ded@bgenasi mitocondriali delle cellule
vitali, forma un precipitato di colore blu-violett¢formazan) la cui intensita e
direttamente proporzionale alla vitalita cellulagsidua.
Le cellule sono state incubate in piastre da 9& iz trattate con i composti e, al
termine, incubate con 20ul di una soluzione di MIT mg/ml di PBS) per pozzetto
per circa 2 ore a 37°C. Successivamente, il teréestato rimosso e le cellule sono state
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lisate con una soluzione ottenuta solubilizzand® & 20% in dimetilformamide al
50% (pH 7.4).

La valutazione spettrofotometrica e stata effetuaediante lettore per micropiastre
ELISA (OPSYS MR, Dynex Technologies), che misuralifferenza tra I'assorbanza
alla lunghezza d’onda di 570 e 630 nm.

| dati sono riportati come percentuale di vitalieggsidua rispetto al controllo in cui la
capacita di riduzione del sale viene considerat@dl% di vitalita.

La vitalita cellulare € stata analizzata ancheaa#rso colorazione con ioduro di
propidio (PI), un colorante che normalmente vierelwso dalle cellule vitali perché
non riesce ad attraversare la membrana plasmdtieacellule vitali risulteranno
negative a questo composto, mentre le cellule chseptano la membrana cellulare
danneggiata risulteranno positive al fluorocromoegdetteranno fluorescenza rossa.
Maggiore e la positivita delle cellule allo iodud propidio, maggiore sara la
percentuale di morte cellulare. Per l'analisi lellute, dopo tripsinizzazione e
centrifugazione, sono state risospese in PBS (5¥élule/500pl di PBS) e colorate
con 2 pg/ml di una soluzione isotonica di iodur@udipidio per 8 minuti a 4°C.

Dopo l'incubazione le cellule sono state analizzatézzando un citofluorimetro Epics
XL (Beckman Coulter) dotato di software Expo32.dtidriportati in figura sono |l
risultato della media S.D. di quattro esperimenti indipendenti condattiriplicato.

Infine, la vitalita e stata valutata anche attrawerolorazione con arancio di acridina ed
etidio bromuro (AO/ET). Le cellule sono state piatt in multiwell da 96 pozzetti,
trattate con i composti e colorate con una soleimrmposta da 50g/ml di arancio di
acridina e 5Qug/ml di etidio bromuro. Le cellule sono state esate utilizzando un
microscopio a fluorescenza Leica DM IRB, sfruttandidtri FITC e Rodamina. Le
cellule vitali appaiono uniformemente colorate drde, mentre le cellule morte e che
presentano addensamenti cromatinici presentano reget. Le immagini sono state
ottenute utilizzando una fotocamera collegata arosicopio (Leica DC300F). | dati
riportati in figura rappresentano la medi&5.D. di quattro esperimenti indipendenti

condotti in triplicato.

Analisi citofluorimetrica del ciclo cellulare
Per analizzare la distribuzione delle cellule lutgdasi del ciclo proliferativo, dopo
trattamento con i composti, le cellule sono stéecate e risospese in una soluzione

ipotonica contenente 5@y/ml di ioduro di propidio, 0.1% sodio citrato, 0% Nonidet
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NP-40 and 1Qug/ml di RNasi per almeno 2 ore a 4°C. L' analisstata effettuata
utilizzando un citofluorimetro Epics XL (Beckman @ter) dotato di software Expo32.
La popolazione di detriti e aggregati € stata escldall’analisi La percentuale di
cellule in fase sub-G0O-G1 e considerata indiceallule morte che presentano DNA
frammentato. | dati riportati in figura rappresemdda mediat S.D. di almeno quattro

esperimenti indipendenti.

Valutazione del potenziale di membrane mitocondriad

La dissipazione del potenziale di membrana mitodatel (Agm) e stata misurata
usando 3,3-dihexyloxacarbocyanine (DiOC6) un flgoomo lipofilo carico
positivamente che emette fluorescenza verde quasidaccumula nella matrice
mitocondriale. Le cellule che mostrano una bassardlscenza sono cellule in cui é
avvenuta dissipazione del potenziale che causa inoreningresso del fluorocromo.
L'analisi & stata effettuata utilizzando un citaftuimetro Epics XL (Beckman Coulter)
dotato di software Expo32 in presenza di un colatrgbositivo, il CCCP
(Carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone) 50 mM chesa completa dissipazione

del potenziale di membrana mitocondriale.

Valutazione della permeabilizzazione della membranisosomale (LMP)

La permeabilizzazione della membrana lisosomaletaga svalutata attraverso
colorazione con arancio di acridina (AO). L’AO é fluoroforo metacromatico in grado
di emettere fluorescenza rossa quando si accuneuleompartimenti acidi della cellula
e fluorescenza verde quando e libero nel citopladdeumento della permeabilita
lisosomale viene monitorata come incremento debiéorazione verde diffusa o
decremento degli spot rossi. La tecnica utilizzs#a questa valutazione e stata quella
della rilocalizzazione dell’acridina.

Le cellule piastrate sono state colorate con uh&gme di arancio di acridina jsg/ml

per 15 minuti a 37°C. Le cellule sono state lacate PBS e trattate con le droghe per 5
ore. Alla fine del trattamento, le cellule sono tetasservate al microscopio a
fluorescenza equipaggiato con filtri FITC e Rodaanm analizzate al citofluorimetro.
Questa tecnica permette di saggiare le alterazimgoci della membrana lisosomale.
Tutte le tappe sono state effettuate al buio guitati riportati sono una media di quattro

diversi esperimenti.
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Analisi dell'autofagia

La formazione di organelli vescicolari acidi € atanalizzata anche attraverso
colorazione con monodansilcadaverina (MDC). Le utell sono state colorate,
direttamente in piastra, con MDC 0,05 mM in PBS p@rminuti a 37°C al buio e
analizzate al microscopio a fluorescenza usanfiltrd DAPI.
L’autofagia e stata analizzata anche colorandcelrile con arancio di acridina (AO)
(1pg/ml in PBS) a 37°C per 15 minuti al buio. Le imnmagono state visualizzate al
microscopio a fluorescenza usando i filtri FITC eodBmina. Per quantificare
'emissione di fluorescenza rossa e verde le a@Boino state staccate, risospese in PBS
ed analizzate al citofluorimetro. L'incremento defluorescenza rossa é indicativo di

aumento del numero di autofagosomi.

Analisi dei livelli proteici per immunoblotting

Gli estratti proteici sono stati preparati lavanto cellule in PBS e lisandole
utilizzando un buffer di lisi contenente un cock#ii inibitori di proteasi. Dopo aver
sonicato ciascun campione per tre cicli da 10 s#icahcontenuto proteico é stato
guantizzato utilizzando il metodo di Bradford. Dapdosaggio, campioni di 4Qg di
proteine sono stati caricati su gel di poliacrilaien(SDS-PAGIE per la separazione
delle proteine. Terminata la corsa elettroforetlegproteine sono state trasferite su un
filtro di nitrocellulosa attraverso la tecnica dakttroblotting. I filtri sono stati incubati
con anticorpi specifici per le proteine di nostrieresse. La visualizzazione finale e
stata effettuata attraverso un sistema colorineetric attraverso un sistema
chemiluminescente. Il controllo di caricamentoaafatto sfruttando sia la colorazione
con rosso Ponceau, sia la rilevazione dell’actimadensita relativa delle bande é stata

valutata utilizzando il software Image J e Quarntye.

Silenziamento genico attraverso la tecnica deRNA interfering

Gli small interfering RNA(SIRNA) utilizzati sono stati rivolti verso il meaggero
delle proteine CHOP, PPARe Beclina-1. Per tutti gli esperimenti sono steifizzati
anche desiRNA scrambleome controllo negativo.
Le cellule sono state piastrate in piastre da &gttize il silenziamento e stato effettuato
guando queste avevano raggiunto circa il 50% dilgenza. Glismall interferingRNA
sono stati trasfettati nelle cellule utilizzando edwliversi agenti trasfettanti, |l
Metafectene persiRNAdi CHOP e PPARe la Lipofectamina 2000 persiIRNAdella
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Beclina-1. La trasfezione e avvenuta in terrengqdi siero e di antibiotici. Dopo circa
6 ore dall'inizio della trasfezione il terreno eatst rimpiazzato con terreno fresco
completo. Le cellule sono state trattate con i costipdopo circa 24 ore dal blocco della

trasfezione.

Valutazione di GRP78 di superficie
Valutazione qualitativa al microscopio a fluoreszan

Per la valutazione di GRP78 di superficie le cellsbno state piastrate in piastre da
96 pozzetti, trattate per 16 ore, fissate utiliziaformaldeide al 3,7% per 5 minuti e
incubate con l'anticorpo primario contro GRP78 peta la notte a 4°C. La piastra e
stata lavata con PBS e incubata per 1 ora al lmnaua anticorpo secondario specifico
coniugato con il fluorocromo FITC. Dopo l'incubamim le cellule sono state lavate, i
nuclei sono stati colorati con Hoechst vitale elianate al microscopio a fluorescenza,
usando i filtri FITC e DAPI.
Valutazione quantitativa al citofluorimetro

Per quantizzare I'espressione di GRP78 sulla sigperfe cellule sono state staccate
attraverso tripsinizzazione, risospese in PBS cmmte albumina allo 0,1% e incubate
con l'anticorpo specifico per GRP78 o con un cdidresotipico per 30 minuti. Al
termine, le cellule sono state lavate per rimuoVerzesso di anticorpo e incubate con
I'anticorpo secondario coniugato con FITC. Dopond@uti trascorsi al buio e a 4°C, le

cellule sono state risospese in PBS e analizzatiéodlliorimetro.
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Effetti del WIN su cellule di carcinoma colorett&id@?29

EFFETTI DEL CANNABINOIDE SINTETICO WIN SULLA VITALITA DI CELLULE DI

CARCINOMA COLORETTALE

Effetti del WIN sulla vitalita di cellule HT29, HCT16 e Caco-2

Lo studio sull’azione del cannabinoide sinteticoN&5,212-2 (WIN), un potente
agonista dei recettori dei cannabinoidi, in cellwmorali in coltura, € cominciato con
la valutazione dei suoi effetti sulla vitalita iellwle di carcinoma colorettale HT29,
HCT116 and Caco-2 attraverso il saggio MTT.

Come mostrato in figura la il WIN 3tM causa una riduzione della vitalita cellulare.
L'effetto ha un andamento tempo- e dose-dipendedté gia evidente dopo 8 ore di
trattamento e raggiunge il massimo dopo 48 orendmida vitalita residua, nelle cellule
HT29, che risultano le piu sensibili al trattamergodi circa il 25% rispetto al valore
controllo.

Gli effetti del WIN sulle cellule HT29 sono statorfermati anche attraverso analisi
citofluorimetrica dopo colorazione con ioduro dppidio isotonico che evidenzia un
progressivo incremento della fluorescenza, indicatili una progressiva perdita di
integrita della membrana plasmatica dopo lunghiopedi trattamento (figura 1b).

Per valutare se gli effetti citotossici indotti d&lIN fossero associati all'induzione di
apoptosi, abbiamo valutato l'attivita delle caspasi gruppo di proteasi di cui & stato
ampiamente dimostrato il coinvolgimento ed il rudiondamentale nel processo
apoptotico [75]. Dopo 36 ore di trattamento abbiareservato attivazione della caspasi
effettrice-3, evidenziata come riduzione della farpro-enzimatica. L'attivazione della
caspasi-3 e stata confermata dal concomitante ggiva della poly(ADP-
ribosio)polimerasi (PARP), evidente solo nelle wellHT29 e HCT116. PARP e una
proteina coinvolta nei meccanismi di riparazioné [AINA soprattutto in condizioni di
stress e la sua degradazione, operata dalla c&pasiinattiva la funzione separando |l
dominio di legame al DNA N-terminale dal suo domieiatalitico C-terminale (figura
1c).
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Figura 1. Il trattamento con WIN induce riduzione della \itzlcellulare.(a)Effetti del WIN

sulla vitalita di cellule HT29, HCT116 e Cacdrattate con il cannabinoide alla concentrazione
e per il tempo indicato. La sopravvivenza cellulstata valutata attraverso saggio MTT, come

descritto in Materiali e Metodi, ed é stata espgassme percentuale di vitalita residua rispetto
alle cellule controllo. (b) Valutazione citofluoretrica della vitalita di cellule HT29 trattate per
36 ore con WIN 1M e colorate con ioduro di propidio come descrittdateriali e Metodi.
(c) Analisi di western blotting dei livelli di Caapi-3 € PARP in cellule di carcinoma
colorettale. Dopo trattamento per 36 ore con il VLINUM i lisati cellulari sono stati analizzati
attraverso immunoblotting come descritto in Mater&a Metodi. Il blot dell'actina é stato
inserito come controllo di caricamento.
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Effetti del WIN su cellule HT29

Poiché le cellule HT29 si sono mostrate le piu dd@hsal trattamento con WIN
abbiamo scelto di continuare le nostre valutazgniquesta linea cellulare. In queste
cellule, analisi di western blotting hanno mostrésdtivazione della caspasi-9, che
consiste nella marcata riduzione della forma proreatica e nella comparsa del
frammento attivo a piu basso peso molecolare @@a). Poiché questo risultato ci ha
suggerito un possibile coinvolgimento del mitocaadnel meccanismo molecolare
indotto dal WIN, abbiamo valutato la variazione debtenziale di membrana
mitocondriale Aym) attraverso l'uso di un saggio citofluorimetriohe sfrutta la
capacita di uno specifico fluorocromo lipofilo,MiOCs, di attraversare la membrana
mitocondriale e di accumularsi nella matrice in madversament@roporzionale alla
dissipazione del potenziale. Come mostrato in &t nella condizione controllo la
percentuale di cellule a bassa fluorescenza e nainiintrattamento delle cellule HT29
con WIN 10puM causa caduta del potenziale di membrana mitocaledrl catione
lipofilo entra in misura minore e di conseguenzerementa la percentuale di cellule
confinate nella regione del grafico a piu bassaréacenza. Questo risultato ci ha

confermato l'attivazione del pathway intrinsecol'dplbptosi.

- + 10 uM WIN
T Untreated cells 10 uM WIN

S - pro-Casp-9

33
a3

c c
- Cleaved Casp-9 12.3% 1 31.0%

\ - Cleaved Casp-9

FiTC FiTe

Figura 2. Il WIN induce dissipazione del potenziale di mennaramitocondriale. (a) Western
blotting rappresentativo della Caspasi-9. Dopo 86 d trattamento con WIN le cellule HT29
sono state lisate e analizzate attraverso immuttotgaitilizzando un anticorpo specifico, come
riportato in Materiali e Metodi. Il blot dell’actin & stato riportato come controllo di
caricamento.(b) Determinazione della caduta del potenziale dmirane mitocondriale in

HT29 trattate per 16 ore con WIN. Agm é stato quantificato citofluorimetricamente in
presenza del catione lipofilo DiIOC6.
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Effetti del WIN su cellule HT29

In ultimo, abbiamo voluto valutare se il decremedédia vitalita cellulare a seguito del

trattamento con il cannabinoide fosse associat@aramzioni nella distribuzione delle

cellule lungo le fasi del ciclo proliferativo.

L’analisi del ciclo cellulare effettuata attraversibtometria a flusso dopo colorazione

con ioduro di propidio, ha evidenziato una variaeiaella distribuzione delle cellule

HT29 nelle fasi del ciclo cellulare. In particolardopo 36 ore di trattamento la

percentuale di cellule confinata in fase pre-G0-fa@de in cui si accumulano cellule con

DNA frammentato, raggiunge il 36% (figura 3).
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Figura 3. Effetti del WIN sulla distribuzione delle celluleT29 lungo le fasi del ciclo

Y

proliferativo. L'analisi citofluorimetrica e stataffettuata dopo colorazione con ioduro di
propidio ipotonico in cellule trattate per 16 e& con WIN 1QuM.
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Effetti del WIN su cellule HT29

Il trattamento con il cannabinoide induce ER stressl attiva il processo autofagico

E’ stato dimostrato che i cannabinoidi possono ilirelustress del reticolo
endoplasmatico (ER stress) in cellule tumorali [#]che questo evento € spesso
associato all'induzione di autofagia, un pathwag ¢uo portare a differenti destini
cellulari in accordo alle diverse caratteristichelecolari delle cellule e al momento in
cui tale meccanismo si innesca.

In questo studio, dopo aver valutato gli effetti d@nnabinoide sulla vitalita cellulare,
abbiamo voluto approfondire il meccanismo mole@lardotto dal trattamento con
WIN e, a tale proposito, abbiamo rivolto I'attenzéoalla possibile induzione di stress
del reticolo endoplasmatico e del percorso autotagitraverso lo studio dei livelli dei
principali markers dell ER stress, GRP78/Bip, CH@PTRB3 e dell'autofagia,
Beclina-1, LC3 e p62.

GRP78, chaperon molecolare presente nel reticalomasmatico, € in grado di legarsi
alle proteine nascenti favorendone il folding. Httbre di trascrizione CHOP
(CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homologpustein) &€ considerato uno dei
principali sensori dello stress del reticolo endspiatico. La sua attivazione avviene
come tappa finale dellUPRurffolded protein response sembra essere essenziale per
l'induzione del processo apoptotico mediante Vattione di TRB3 [77]. TRB3 &,
invece, un regolatore negativo di AKT, una sermeaftina chinasi ampiamente
riconosciuta come mediatore chiave della sopravwagecellulare [78] e inibitore del
processo autofagico.

Analisi di western blotting hanno mostrato chevelii dei tre sensori dello stress del
reticolo endoplasmatico incrementano significatieate dopo trattamento con WIN
nelle tre linee di carcinoma colorettale analizzaébbene gli effetti sono piu evidenti in
cellule HT29 e HCT116. L'incremento € tempo-dipamdee raggiunge il massimo
dopo 16-36 ore di trattamento (figura 4a).

Per valutare la possibile induzione del procesdofagico abbiamo analizzato i livelli
di espressione dei principali markers, Beclina-C3Le p62. | livelli della Beclina-1
(conosciuta anche come ATG6), una molecola coiavadtla fase iniziale del processo
autofagico, non sono stati modificati dal trattatoezon WIN mentre i livelli di p62, un
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Effetti del WIN su cellule HT29

marker della fase finale della degradazione prateitsultano incrementati sia nelle
cellule HT29 che nelle cellule HCT116, tale ristdt@otrebbe indicare un blocco del
flusso autofagico [79].

La proteina LC3 (microtubule-associated proteirhtlighain 3) € un componente
dell'autofagosoma, la sua forma solubile citosol{t&£3-1) &€ processata, lipidata e
reclutata sulla membrana dellautofagosoma (LC3-turante le fasi finali
dell'autofagia. Analisi di immunoblotting, utilizedo un anticorpo che riconosce
entrambe le forme della proteina, hanno rivelatocbiaro incremento dei livelli di
espressione soprattutto della forma a piu basso pesdecolare (LC3-11) (figura 4b).
Nelle cellule HT29 gli effetti su p62 e LC3 sononi@o-dipendenti e raggiungono il
massimo dopo 36 ore di trattamento (figura 4c).

Per escludere il coinvolgimento della Beclina-1I'aatofagia indotta dal WIN in
cellule HT29, abbiamo condotto esperimenti di silamento della Beclina-1 e, dopo
averne confermato I'abbattimento, abbiamo valutaieelli di LC3, proteina a valle
della Beclina-1. Analisi di western blotting hanmaostrato che LC3 continua ad
incrementare anche nelle cellule silenziate edimatton WIN. Questo risultato ci ha
suggerito che il WIN attivi un percorso autofagttictipo Beclina-indipendente (figura
4d).

Per confermare l'attivazione del processo autofagighiamo valutato anche i livelli di
AKT, la chinasi inibitrice del processo autofagid@nalisi di immunoblotting hanno
mostrato che i livelli della forma fosforilata diKA decrementano in maniera tempo-

dipendente nelle cellule HT29 trattate con WIN (fig 4c).
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Effetti del WIN su cellule HT29
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Figura 4. Il WIN induce incremento dei markers dellER stresdell’autofagia. In figura (a) e
(b) sono riportati i livelli dei principali markedellER stress e dell'autofagia in cellule HT29,
HCT116 e Caco-2 trattate per 36 ore con WINuUM. (c) Analisi di western blotting di LC3,
p62 e pAKT in cellule HT29 trattate per i tempi iicati con WIN 10uM. (d) Effetti del
silenziamento della Beclina-1 sui livelli di LC3lutati prima e dopo il trattamento con WIN 10
uUM. Nelle figure il blot dell’actina é stato ripottacome controllo di caricamento.

Una ulteriore conferma dell'induzione del processotofagico si € avuta dalle
osservazioni al microscopio a fluorescenza in degua colorazione con

monodansilcadaverina (MDC), una molecola fluoreszehe evidenzia la presenza di
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Effetti del WIN su cellule HT29

organelli vescicolari acidi [80]. | dati presentati figura 5a (pannello superiore)
mostrano una fluorescenza puntata verde nelleledidi29 trattate per 16 ore con il
cannabinoide, rispetto alla fluorescenza verdeusifosservata nelle cellule controllo.
L’accumulo di autofagosomi viene revertito dalllizizo della 3-metiladenina (3-MA),
un inibitore degli stadi precoci dell’autofagia [8L'aggiunta di 3-MA al WIN riduce
significativamente il numero di spot verdi brillaet parallelamente aumenta gli effetti
citotossici della droga (pannello inferiore). Comepossibile osservare in figura, le
cellule mostrano, in maniera ancora piu evidemtéipiche caratteristiche di cellule non
vitali, risultano con membrane dai contorni irregggltondeggianti, in numero ridotto e
staccate dal substrato.

| risultati sono stati confermati da analisi citaftimetrica in seguito a colorazione con
ioduro di propidio. | dati riportati in figura 5bastrano che I'aggiunta della 3-MA alle
cellule trattate con WIN induce un ulteriore inceamto della percentuale di cellule

morte.
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Figura 5. Il trattamento con WIN causa formazione di orgkmwelscicolari acidi. (a) Effetto del
WIN e dell'inibitore dell'autofagia, 3-metiladening-MA), utilizzato alla concentrazione 5
mM, sulla formazione di autofagosomi. Dopo 16 orérattamento le cellule HT29 sono state
incubate con 0,05 mM di MDC per 15 minuti a 37°@ralizzate usando un microscopio a
fluorescenza come descritto in Materiali e Metdhl). Effetti della 3-MA sulla tossicita indotta
dal WIN in cellule HT29. Le cellule sono state tage per 16 ore con WIN in presenza o
assenza di 3-MA. La percentuale di cellule mortstata valutata citofluorimetricamente in
seguito a colorazione con ioduro di propidio isatorcome riportato in Materiali e Metodi.
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Effetti del WIN su cellule HT29

I WIN riduce i livelli proteici di PPARy

Uno studio precedentemente condotto nei nostriredbo aveva dimostrato che |l
WIN incrementa i livelli di PPAR e ne aveva evidenziailoruolo nell’apoptosi indotta
dal WIN in cellule di epatocarcinoma umano HepG2][Per tale motivo, abbiamo
voluto valutare se il pathway di morte indotto dahnabinoide in cellule HT29 fosse
accompagnato, anche in questo caso, da una vamade livelli di questa proteina e se
guesto evento potesse essere responsabile defiordu di stress del reticolo
endoplasmatico e del blocco del flusso autofagico.

Dati bibliografici riportati da Tsukahara et al.2J8ndicano che le cellule HT29 sono
caratterizzate da elevati livelli di PPARspetto ad altre linee di carcinoma colorettale
e che tale caratteristica le rende meno respoadlavéerapia farmacologica.
Differentemente dalle cellule di epatocarcinomaaliandi western blotting effettuate in
seguito a trattamento con WIN hanno messo in ex@ehe, in cellule HT29, i livelli di
PPARy decrementano in maniera tempo-dipendente; I'effetevidente gia dopo 8 ore
di trattamento (figura 6a).

Per capire se ldown-regulationdi PPARy abbia un ruolo chiave nel meccanismo di
morte indotto dal WIN in cellule HT29, abbiamo is#ato due diversi antagonisti di
PPARy, GW9662 e TO0O7 impiegati da soli o in combinazioas il WIN.

Come mostrato in figura 6b, dopo 36 ore di trattatme&on GW9662 o TO07, la vitalita
delle cellule HT29 é ridotta di circa il 30%; inupil'aggiunta degli antagonisti di
PPARy alle cellule trattate con il WIN incrementa, in mexa significativa, gli effetti
del cannabinoide. Gia dopo 16 ore di trattamentatidita cellulare si riduce del 75%
rispetto al 45% osservato in presenza del solo WIN.

Gli effetti degli antagonisti di PPARsulla vitalita cellulare sono stati confermati aac
da analisi di microscopia ottica. Le cellule tregtaon il WIN appaiono isolate e
mostrano restringimento citoplasmatico, questotteffeiene potenziato in presenza del
GW9662.

In piu, I'analisi dei livelli di PPAR ha mostrato che il trattamento con GW9662 oltre a
bloccarne l'attivita € in grado anche di regolamegativamente I'espressione (figura
6C).
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Effetti del WIN su cellule HT29

In accordo ai dati ottenuti sulla vitalita cellwdaiil trattamento con gli antagonisti di
PPARy potenzia gli effetti indotti dal WIN sulla dissipane del potenziale di
membrana mitocondriale e sulla percentuale di leelbon DNA frammentato indotta
dal solo WIN (Tabellal).

Untreated cells WIN

a =
£
8 16 36 h §
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=]
i\"/
z
g
>
3
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-+ - - - GW9662
- -+ - - 4 TO007
Ctrl WIN
Tabella 1
C
Loss of mitochondrial Fragmented DNA
transmembrane (sub GO/G1 phase
+ - + 10 uM WIN potential (Aym) of cell cycle)
- 60 UM GW9662
T Untreated cells
I bpary o7 D 39 o
R A 203 * 1.5 93 + 16
- Actin 60 M GW9662 131+ 19 63 % 12
WIN + GW9662 31 t20 193+ 23
25 uM T007 125 18 6.8 + 1.7
s e 32 t22 18.1 ¢ L5

Figura 6. Gli effetti del WIN sono mediati dalldown-regulationdi PPAR/.(a) Analisi di
western blotting dei livelli di PPARIn cellule HT29 trattate per 8, 16 e 36 ore corNVID
pUM. (b) Effetti degli agonisti di PPARGW9662 (60 uM) e TOO7 (25 uM) usati da soli o in
associazione con WIN per 16 e 36 ore. La vital@futare & stata valutata attraverso saggio
MTT come descritto in Materiali e Metodi. A destnamagini rappresentative della morfologia
cellulare valutata attraverso microscopia a lucettdi. (c) Analisi di western blotting dei livelli
di PPARy in seguito al trattamento con GW9662 da solo asisociazione con WIN. In (a) e (c)
il blot dell’actina & stato riportato come contooltli caricamento. (Tabella 1) Valutazione
citofluorimetrica della dissipazione del potenzidlenembrana mitocondriale dopo colorazione
con DiOC6 e della percentuale di cellule in fade-&0-G1 del ciclo cellulare dopo colorazione
con ioduro di propidio come descritto in MatereMetodi.
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Effetti del WIN su cellule HT29

La caduta dei livelli di PPARé responsabile dell'induzione di ER stress e dekcbo

del flusso autofagico

Recentemente e stata riportata la correlazioneintduzione di ER stress e
espressione di PPARS83]. Per studiare tale relazione nel nostro modelloispatale
abbiamo condotto esperimenti di silenziamento gensta dell’espressione di CHOP
che dell’espressione di PPARIN un primo set di esperimenti, dopo aver silatwi
CHOP e averne confermato l'efficienza di silenziatog abbiamo valutato i livelli di
espressione di PPARI dati presentati in figura 7a mostrano che lérsziamento di
CHOP non ha alcun effetto sull’espressione di PRARUuI livelli non si modificano
rispetto alle cellule non silenziate. Come aspetiatece, i livelli di GRP78 e TRB3 si
abbassano nelle cellule silenziate e trattate cdN Wpetto a quelle trattate con il
cannabinoide in presenza del siRNA scramble.

In altri esperimenti abbiamo valutato gli effettield silenziamento di PPAR
sull’espressione di CHOP e degli altri markers 'H&l stress. Il silenziamento di
PPARy induce incremento dei livelli basali di CHOP, iadjincrementano ancor di piu
nelle cellule silenziate e trattate con WIN. Effetinili sono stati osservati per GRP78 e
TRB3 (figura 7b). Poiché i risultati sembrano iradE una dipendenza diretta di CHOP
dai livelli di PPARy, ci siamo chiesti se ci fosse anche una relaziemd®?PAR/ e
l'autofagia.

Per confermare l'ipotesi della relazione inversal&rdown-regulationdi PPARy, I' ER
stress e l'autofagia, abbiamo valutato i piu imaotit marker di tali processi in cellule
trattate con GW9662, antagonista farmacologicoRARY.

Come mostrato in figura 7c, le bande corrisponda@HOP, LC3 e p62 incrementano
in maniera significativa dopo trattamento con GWAG&imando gli effetti del WIN.
Infine, abbiamo analizzato gli effetti del silemn@nto di CHOP o PPARsulla vitalita
cellulare. Come riportato in figura 7d, il silenmianto di CHOP riduce gli effetti
citotossici del WIN, mentre il silenziamento di PRApotenzia gli effetti citotossici
indotti dal cannabinoide ad indicare che la dimiooe dei livelli di PPAR é

funzionale agli effetti citotossici indotti dal WIN
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Figura 7. La caduta di PPAR é responsabile dell'induzione di ER stress e detdw
dell’autofagia. (a) Analisi di western blotting deielli di CHOP, PPAR, GRP7/8 e TRB3 in
cellule HT29 silenziate per CHOP e trattate con VEINUM per 16 ore. (b) Analisi di western
blotting dei livelli di PPAR, CHOP, GRR8 e TRB3 in cellule HT29 silenziate per PPAR
trattate con WIN 1QuM per 16 ore. (c) Analisi di western blotting divelli di CHOP, p62 e
LC3 dopo trattamento per 16 ore con WIN 10l e/o GW9662 6QuM. In (a),(b) e (c) il blot
dell’actina é stato inserito come controllo di camento. (d) Saggio di vitalita cellulare MTT in
cellule HT29 silenziate per CHOP o PPARtrattate con WIN 1QM per 36 ore.
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Effetti del WIN su cellule HT29

Come gia detto, dati bibliografici riportano chadtumulo di p62 e indice di un blocco
del flusso autofagico nella fase finale di degrao@z proteica [76]. L'incremento di
guesta proteina nelle cellule trattate con il sG¥/9662 ci ha fatto ipotizzare una
relazione anche fra il decremento di PRA&RIl blocco del flusso autofagico. Poiché
guesto evento € spesso associato ad un aumengo pigtheabilita lisosomale, per
confermare la nostra ipotesi abbiamo valutato &ostlella membrana dei lisosomi,
attraverso l'utilizzo dell’arancio di acridina, siacellule trattate con il solo WIN che in
cellule trattate con I'associazione WIN/GW9662.

L’'arancio di acridina (AO) e un fluoroforo metacratito che si accumula nei
compartimenti acidi della cellula, dove, essend®ladata concentrazione, emette una
fluorescenza rossa se eccitato. In seguito a péihzzazione della membrana
lisosomale il colorante viene rilasciato nel ciegpha dove il suo spettro di fluorescenza
cambia da rosso a verde. Come mostrato in figural'8aalisi citofluorimetrica
effettuata dopo la colorazione con AO mostra umiBativo incremento della
fluorescenza verde, indicativa di rottura della rbesma lisosomale, sia nelle cellule
trattate con WIN che in quelle trattate con I'asaspone.

L'incremento della permeabilita dei lisosomi e gtatanche confermato
dall'osservazione attraverso microscopia a flueesza; le cellule controllo mostrano
una fluorescenza puntata rossa indice di lisosomaiti; nelle cellule trattate, invece,
prevale una fluorescenza verde diffusa indice ditat®lizzazione lisosomale (figura
8b). Questo risultato, ottenuto anche in presengl sdlo GW9662, ci ha fatto
concludere che il trattamento con WIN e in particella caduta dei livelli di PPARé

responsabile del blocco del flusso autofagico.

48



Effetti del WIN su cellule HT29

AO staining
Untreated cells WIN WIN/GW9662
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EVENTS
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Figura 8. Il WIN causa permeabilizzazione della membrana stsgale. (a) Studio
citofluorimetrico della permeabilizzazione della miana lisosomale (LMP) in seguito a
colorazione con arancio di acridina (AO) e valutag dell'incremento di emissione di
fluorescenza verde (FL1) rispetto alle cellule colid. Per I'esperimento le cellule sono state
colorate con arancio di acridinapg/ml per 15 minuti prima di essere trattate peré eon i
composti. Il picco grigio pieno indica cellule caoito, la linea nera indica la fluorescenza di
cellule trattate con WIN e la linea tratteggiatdiaa la fluorescenza di cellule trattate con WIN
e GW9662. (b) Valutazione di microscopia a fluoezsta dellLMP in seguito a colorazione
con AO e trattamento con WIN 1M e GW9662 6QuM.
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Effetti del WIN su cellule di osteosarcoma MG63

EFFETTI DEL CANNABINOIDE SINTETICO WIN SU CELLULE DI OSTEOSARCOMA
UMANO MG63

Valutazione degli effetti del WIN sulla vitalita diellule MG63

Nella seconda fase di sviluppo del mio progetttesi ho voluto studiare se gli effetti
del WIN fossero simili anche in altri modelli spagntali tumorali, quali le cellule di
osteosarcoma MG63.

A tale scopo, sono stati analizzati gli effetti #&IN a diversi tempidi trattamento.
L’analisi, effettuata attraverso saggio MTT, mettevidenza una riduzione del numero
cellulare evidente gia dopo 8 ore di trattamento.
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Figura 9. Il trattamento con il cannabinoide sintetico WINdime un rallentamento
proliferativo nelle cellule MG63(a) Le cellule MG63 sono state trattate per 8,1&38 ore
con dosi crescenti del composto (5,10,&0). La vitalita e stata valutata attraverso sadgior
come descritto in Materiali e Metodi.
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Effetti del WIN su cellule MG63

In seguito, per capire se la riduzione del numetltulare fosse associata all'induzione
di morte cellulare abbiamo colorato con arancioadridina ed etidio bromuro.
Differentemente da quanto osservato nelle cellulecatcinoma colorettale, come
mostrato in figura 10a le cellule appaiono unifonme@te colorate in verde diffuso e
soltanto in una piccola percentuale i nuclei mostrapot rossi indicativi di morte
cellulare. L'assenza di induzione di morte é svafatata anche attraverso 'analisi della
distribuzione delle cellule lungo le fasi del cigiooliferativo dopo colorazione con
ioduro di propidio. In seguito al trattamento conNAhon si modifica in maniera
significativa la percentuale di cellule confinatefase sub GO-G1 dove si ritrovano le
cellule con DNA frammentato. Significativa e, ineecla percentuale di cellule
confinata in fase G2-M del ciclo cellulare (tabélla Questo dato giustifica la riduzione
del numero cellulare osservata attraverso il sadgidr; il trattamento con WIN &
responsabile, quindi, di un blocco della prolifeoaz.

L’analisi al microscopio ottico mostra anche impott modifiche morfologiche indotte
dal trattamento; le cellule trattate con WIN mastrauna forma piu poligonale, con

nuclei rigonfi e citoplasma fortemente vacuolizzdigura 10Db).

Untreated cells 5 uM WIN

Table 2
Sub G0-G1 ~ G0-G1 G2-M
co 1.2% 89.9 % 84 %
b
5 uM WIN 5.7% 60.0 % 26.7%

Figura 10. Effetti morfologici e citotossici indotti dal canbiaoide sintetico WIN in cellule
MGG63. (a) Immagini di microscopia a fluorescenza dopo traéiato per 36 ore e colorazione
con arancio di acridina ed etidio bromuro. La fesmenza verde é indicativa di cellule vive, gli
spot rossi indicano cellule con DNA frammentato). alutazione degli effetti morfologici
indotti dal cannabinoide dopo 36 ore di trattame(f@bella 2). Valutazione citofluorimetrica
del ciclo cellulare dopo trattamento con il WIN @& ore e colorazione con ioduro di propidio
come descritto in Materiali e Metodi.

51



Effetti del WIN su cellule MG63

Il trattamento con WIN induce stress del reticolmdoplasmatico e autofagia in
cellule MG63

Come osservato nelle cellule HT29, anche in eIMIG63 il WIN € in grado di
indurre stress del reticolo endoplasmatico, infattme mostrato in figura 11a, il WIN 5
MM induce un progressivo incremento dei livelli delire proteine marker di tale
processo, CHOP, GRP78 e TRB3. Gli effetti sonoewiidgia dopo 8 ore di trattamento
e raggiungono il massimo dopo 36 ore.

Poiché molti dati bibliografici indicano una relame tra I'ER stress e la
vacuolizzazione citoplasmatica [84], abbiamo vatutgli effetti del silenziamento di
CHORP, principale sensore dello stress del reticaltia morfologia cellulare in seguito
a trattamento con il WIN. Il silenziamento di CH@Pstato in grado di contrastare la
formazione delle strutture vacuolari indotta dalNWhelle cellule silenziate infatti, la
morfologia cellulare torna ad essere molto simitpuella delle cellule controllo (figura
11b). Inoltre, dal momento che la vacuolizzazioiteptasmatica € spesso associata
all'incremento della concentrazione di calcio, @b utilizzato il BAPTA-AM, un
chelante del calcio intracellulare, per dimostdareorrelazione tra la vacuolizzazione
citoplasmatica e concentrazionecdicio.

| dati riportati in figura 11b mostrano che il BARE in grado di contrastare gli effetti
morfologici indotti dal cannabinoide e, nello stskempo, di contrastare anche
'incremento dei livelli di CHOP e di GRP78, confeando la dipendenza dell’ER stress

dalla concentrazione del calcio intracellulareyfey11c).
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Figura 11. 1l WIN causa ER stres¢a) Effetti del trattamento con WINIBM e TRAIL 5 ng/ml

sui livelli proteici di CHOP, GRP78 e TRB3 dopol®, e 36 ore di trattamento. L’analisi e stata
effettuata dopo western blotting come descrittdviateriali e Metodi. (b) Effetti morfologici
dell'aggiunta del BAPTA-AM in cellule silenziatermn per CHOP. La vacuolizzazione ¢é stata
analizzata al microscopio a luce diretta dopo Zddirtrattamento con WIN M e/o BAPTA

10 pM. (c) Analisi di western blotting dei livelli di BOP e GRP78 dopo 36 ore di trattamento
con WIN 5uM e/o BAPTA 10uM. In (a) e (c) il blot dellactina & stato ripottacome
controllo di caricamento.

Successivamente abbiamo analizzato il possible volgimento del pathway
autofagico. L’analisi dei livelli della proteina I3C marker degli autofagosomi, ha
mostrato un significativo incremento della proteinaseguito al trattamento con WIN;
nessuna variazione € stata osservata, anche itagiie=a cellulare, nei livelli della

beclina.
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L’'analisi di p62, marker dellandamento del flussotofagico, mostra invece un
progressivo decremento dei livelli proteici, indida il completamento del flusso

autofagico con la degradazione del contenuto agwstamale (figura 12).

8 16 36 h

= 5 = + = = +  5ng/ml TRAIL
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Figura 12. 1l WIN induce l'incremento dei marker autofagititfetti del trattamento ped, 16 e
36 ore con WIN 5uM sull’espressione dei principali marker dellaw#gfa. L'analisi € stata
effettuata dopo western blotting come descrittMateriali e Metodi. Il blot dell'actina e stato
riportato come controllo di caricamento.

La risposta autofagica al trattamento con WIN dastalutata anche in seguito a
colorazione con monodansilcadaverina (MDC). Comestrato in figura 13a, il
trattamento delle cellule MG63 con WIN per 16 orausa un incremento della
fluorescenza puntata verde indicativa di formaziascicolari acide. Gli organelli acidi
(AVOs), sono stati visualizzati anche in seguitooéorazione con arancio di acridina
(AO) che emette fluorescenza rossa quando si adauafllinterno di compartimenti
acidi. L'incremento della fluorescenza rossa € anotonfermato dall’analisi
citofluorimetrica. Il grafico in figura 13b evideiazlo spostamento verso destra del

picco relativo alla fluorescenza rossa.
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| risultati ottenuti mediante analisi di microscapi fluorescenza e citofluorimetrica, che
confermano l'incremento di strutture autofagosomialdotte dal WIN, vengono

contrastate dall’'utilizzo della 3-metiladenina,pill importante inibitore del processo
autofagico.
WIN/3-MA

WIN

— Untreated cells
— WIN
——— WIN/3-MA

Untreated cells

MDC

Acridine orange

Aia A

Figura 13. 1l WIN induce la formazione di autofagosora) Valutazione dei vacuoli autofagici
indotti dal trattamento per 16 ore con WIN da solen combinazione con 3-metiladenina 5
mM. Dopo il trattamento le cellule sono state catercon MDC 0.05 mM (pannello superiore)
e arancio di acridina (AO) @gg/ml (pannello inferiore) per 15 minuti a 37 °C mabzzate al
microscopio a fluorescenza come descritto in Malieei Metodi. (b) Analisi citofluorimetrica
dell’emissione di fluorescenza rossa dopo colorezion AO per 15 minuti a 37 °C.
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Il trattamento con WIN € in grado di sensibilizzare cellule MG63 all’apoptosi

indotta da TRAIL attraverso un meccanismo che coohye GRP78 e PAR-4

Poiché in un lavoro precedente abbiamo dimosttatccapacita del WIN di
sensibilizzare cellule di epatocarcinoma HepG2apiptosi indotta da TRAIL [54],
abbiamo voluto valutare se I'aggiunta di TRAIL atlellule MG63 trattate con il WIN
potesse condurre queste cellule a morte. Saggi NANNo evidenziato che le cellule
MG63 risultano resistenti a TRAIL, mentre l'aggiantli basse concentrazioni di
TRAIL (5ng/ml) alle cellule trattate con WIN e inraglo di innescare il pathway
apoptotico e ridurre la vitalita fino a circa I'8086po 24 ore di trattamento (figura 14a).
La riduzione della vitalita in seguito al trattar@icombinato €& stata confermata anche
da analisi microscopica. Le immagini mostrate igufa 14b (pannello superiore)
evidenziano la comparsa della tipica morfologia paptica, le cellule appaiono
tondeggianti e dai contorni irregolari, staccaté slébstrato e flottanti nel mezzo di
coltura, mentre analisi citofluorimetriche hanno nfemato I'incremento della
percentuale di cellule confinate in fase sub G0dGfio 24 ore di trattamento combinato
WIN/TRAIL ad indicare cellule con DNA frammentatpannello inferiore).

Il trattamento con z-VAD, un inibitore generale |ddtivita delle caspasi, alla
concentrazione di 10QuM, e in grado di contrastare la citotossicita indotal
trattamento combinato WIN/TRAIL infatti, dopo 24epta percentuale di cellule vitali &
paragonabile a quella delle cellule trattate caoib WIN.

Per meglio capire quale fosse il contributo detidagia nel meccanismo di morte
indotto dal trattamento combinato abbiamo anal@zaiche gli effetti dell’aggiunta
della 3-metiladenina, inibitore del percorso augidfa, sulla vitalita di cellule MG63
trattate con l'associazione WIN/TRAIL. Il risultatda noi ottenuto mostra che
l'inibizione dell’autofagia € in grado di ridurreli geffetti citotossici del trattamento

combinato (figura 14c).
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Effetti del WIN su cellule MG63

WIN/TRAIL

"

3

Sub G0-G1 1,4%
G0-G1 79,8%
G2-M 12,7%

Sub G0-G1 4,0%
GO0-G1 61,7% GO0-G1 75,0%

G2-M  25,0%

Sub G0-G1 33,7%
GO0-G1 42,9%
G2-M 11,0%

Figura 14 A. Il WIN sensibilizza le cellule MG63 all’apoptosidotta da TRAIL.(a) Effetti del
cannabinoide sintetico WIN e di TRAIL sulla vitalidi cellule MG63. Le cellule sono state
trattate per 24 ore con i composti alle concentrazindicate. La vitalita & stata valutata
attraverso saggio MTT come descritto in MaterialiMetodi. (b) (pannello superiore)
Valutazione degli effetti morfologici indotti dalrattamento con WIN, TRAIL o la
combinazione dei due composti in cellule MG63. (o inferiore) Analisi citofluorimetrica
della distribuzione delle cellule lungo le fasi d&llo proliferativo. Le cellule sono state tragtat
per 24 ore con i composti alle concentrazioni iathce colorate con ioduro di propidio come

descritto in Materiali e Metodi.
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Figura 14 B. Il WIN sensibilizza le cellule MG63 all’apoptosi dotta da TRAIL. (c)
Valutazione degli effetti dell'aggiunta di z-VAD Q@M e 3-MA 5 mM sulla vitalita di cellule
MG63 trattate con WIN o con 'associazione WIN/TRAder 36 ore. La vitalita e stata valutata
mediante saggio MTT come descritto in Materiali etddli.

Le analisi di western blotting dei livelli delle sj@asi, confermano l'attivazione di un
percorso di morte di tipo apoptotico caspasi-digenel. Il risultato riportato in figura
15 mostra che il trattamento con WIN induce sotiama leggera riduzione della forma
pro-enzimatica delle caspasi-8 e -3, mentre itdraénto per 24 ore con l'associazione
WIN/TRAIL porta alla riduzione delle forme pro-enztiche a piu alto peso
molecolare ed alla comparsa dei frammenti attiyiia basso peso molecolare della
caspasi-8. L’attivazione della caspasi-3 € conféamanvece, dall'analisi dei livelli
della Poly-(ADP-ribose) polimerasi (PARP), uno geincipali target della caspasi-3
attiva. Questi risultati evidenziano che il tratemto con WIN e in grado di

sensibilizzare le cellule MG63 all'apoptosi indaodiza TRAIL.

58



Effetti del WIN su cellule MG63

. +  + S5ngmlTRAIL
+ o+ - 5uMWIN

- pro-Caspase-8

- p4l1/43

- cleaved Caspase-8
- pro-Caspase-3

PARP
cleaved PARP

Figura 15. I WIN sensibilizza le cellule MG63 all’apoptosidotta da TRAIL.Analisi di
western blotting dei livelli di espressione di @sigB, -3 e PARP in cellule MG63 trattate per
24 ore con WIN e/o TRAIL. Il blot dell’actina e steriportato come controllo di caricamento.

Meccanismo d’azione del WIN

Poiché nelle cellule HT29 avevamo dimostrato l'artanza del decremento di
PPARy nel meccanismo d’azione del WIN, abbiamo voluttutzae i livelli di questo
fattore di trascrizione anche in cellule MG63 doprattamento. Esperimenti di
immunoblotting hanno pero mostrato che, in questdetio sperimentale, il WIN non
induce alcuna variazione sui livelli della proteip&rtanto abbiamo cercato altri attori
molecolari in grado di mediare gli effetti del cabmoide.

8 16 36 h
+ -+ -+ 35uMWNN

- Actin

Figura 16. Il trattamento con WIN non modifica i livelli di P#Ry. Analisi di western blotting
dei livelli di PPARy dopo trattamento per 8, 16 e 36 ore con WINM Il blot dell’actina &
stato riportato come controllo di caricamento.
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Effetti del WIN su cellule MG63

Nel tentativo di trovare una relazione tra I'induzé di ER stress e la sensibilizzazione
delle cellule MG63 agli effetti di morte indotti d&RAIL, studi bibliografici ci hanno
suggerito una possibile correlazione tra GRP78pett reticolare marker dello stress
del reticolo e PAR-4Rrostate Apoptosis Responsecdnosciuta anche come PAWR).
Alcuni recenti lavori, infatti, mostrano che lI'orsmppressore PAR-4 € in grado di
attivare il pathway apoptotico estrinseco interalgencon GRP78 a livello
citoplasmatico e mediandone la sua traslocaziolte siembrana plasmatica. GRP78 di
superficie agirebbe da recettore per fattori sdiluitracellulari in grado di indurre
apoptosi [85]. Per valutare il possibile coinvolgmio di questo pathway nel nostro
sistema sperimentale, per prima cosa, abbiamozaa#di i livelli di espressione di
PAR-4 in seguito al trattamento con WIN e/o TRACome mostrato in figura 17a, i
livelli della proteina incrementano soprattutto ddi6 ore di trattamento con WIN e si
mantengono elevati anche nella condizione WIN/TRAEr valutare s meccanismo
proposto dagli autori che per primi hanno parlagtiadtraslocazione di GRP78 sulla
superficie cellulare fosse lo stesso anche nelrmcsistema sperimentale, abbiamo
valutato i livelli di espressione di GRP78 sulla mieana attraverso analisi di
immunofluorescenza e citofluorimetrica. L'utilizzdi un anticorpo specifico per la
porzione c-terminale di GRP78 e la non permealaiine delle cellule ci ha permesso
di valutare lincremento di espressione della pgnatesulla membrana cellulare in
seguito al trattamento con WIN (figura 17b).

Infine, per analizzare la relazione tra 'ER stresk espressione di PAR-4, abbiamo
analizzato i livelli della proteina PAR-4 nelle kg silenziate per CHOP. Come
mostrato in figura 17c, nelle cellule silenziate G&1OP i livelli di PAR-4 si abbassano,

indicando una possibile dipendenza dell’incremeht®AR-4 dall'attivita di CHOP.
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8 16 36 h
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= - + +  5SuMWIN

s el - === - PARA4

W - Actin

Untreated cells

siScr siCHOP
-+ -+ 5UMWIN

e e - PAR-4

SER sl

B . — - - A Ctin

events

-
.

i ‘« 13.2% 31.4%

FL1 LOG FL1 LOG

Figura 17. 1l WIN induce incremento dei livelli di PAR-4 e @RP78 sulla superficie cellulare.
(a) Analisi tempo-dipendente degli effetti del taatento con WIN e con WIN/TRAIL sui
livelli della proteina PAR-4. Dopo il trattamentarc i composti usati alle concentrazioni
indicate, i lisati cellulari sono stati analizzattraverso immunoblotting usando un anticorpo
specifico per la proteina PAR-4 come riportato iatbfiali e Metodi. Il blot dell’actina & stato
riportato come controllo di caricamento. (b) Effetel WIN sull’espressione di GRP78 sulla
superficie cellulare. (Pannello superiore) Le delgono state trattate per 16 h con WINNS,
incubate dapprima con un anticorpo contro GRP7&iecpn un secondario coniugato con
FITC, infine sono state analizzate al microscopituarescenza come descritto in Materiali e
Metodi. (Pannello inferiore) Analisi citofluoriméta dell'incremento di epressione di GRP78
sulla superficie in seguito al trattamento con WIRistogramma vuoto indica il controllo
isotipico, I'istogramma pieno indica I'espressiatieGRP78 nelle cellule non trattate e trattate
con WIN. (c) analisi dei livelli di PAR-4 in cellalsilenziate per CHOP. Le cellule silenziate
sono state trattate con WIN e dopo il trattamentwsstate analizzati i livelli di espressione di
PAR-4 attraverso immunoblotting usando un anticapecifico per la proteina PAR-4 come
riportato in Materiali e Metodi. Il blot dell'actin € stato riportato come controllo di
caricamento.
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In questi ultimi anni la ricerca di farmaci in goadi arrestare la crescita tumorale ha
visto lidentificazione di numerosi composti ad @z antiblastica e, fra questi,
recentemente sono stati inseriti anche i cannathimoaltre molecole di sintesi in grado
di interagire con i recettori dei cannabinoidi. Rae motivo, molti studi sono rivolti
alla valutazione del meccanismo d’azione di quesinposti su differenti modelli di
cellule tumoralin vivo ein vitro.

In questo studio, svolto durante il triennio di @oato di Ricerca in Oncobiologia
Sperimentale, ho rivolto la mia attenzione agletifdei cannabinoidi su linee tumorali
di carcinoma colorettale e di osteosarcoma umano.

Da questo studi®@ emerso, da una parte che gli effetti indotti ttattamento coi
cannabinoidi nelle diverse linee cellulari tessa@o simili, dall’altra il coinvolgimento
di differenti attori molecolari e, talvolta, il rlm diverso di uno stesso pathway nei
differenti modelli.

Nella prima parte del nostro lavoro abbiamo stwdilt effetti del trattamento con |l
cannabinoide sintetico WIN in cellule di carcinog@orettale e abbiamo analizzato il
ruolo chiave del fattore di trascrizione PPAR questo pathway. Il nostro studio ha
messo in evidenza che il WIN e in grado di induwire marcato effetto citotossico,
accompagnato da disfunzione mitocondriale e aitiveez del pathway apoptotico
(figura 18a).

Nella seconda parte del nostro lavoro abbiamo azwtl gli effetti del cannabinoide
sintetico WIN, su cellule di osteosarcoma MG63.gliresto modello sperimentale e
emerso che il WIN induce soltanto un rallentametgbciclo proliferativo che pero non
si accompagna a morte cellulare (figura 18b). Irigaare, e stato molto interessante
verificare che il WIN induce una chiara vacuolizoaz citoplasmatica visibile al
microscopio a luce diretta.

| dati riportati nel presente studio evidenzianmmanque, nelle diverse linee cellulari
testate, un meccanismo d’azione dei cannabinomilesisolo per certi aspetti. In
particolare, nei modelli sperimentali utilizzati, tiattamento con WIN e in grado di
indurre ER stress come dimostrato dall'incremergbpill importanti marker GRP78,
CHOP e TRB3. Il coinvolgimento di questo pathway meccanismo d’azione dei
cannabinoidi, era stato da noi dimostrato ancheniprecedente lavoro svolto su cellule
di epatocarcinoma HepG2 [54].

L’'induzione di stress del reticolo endoplasmatiauirgbbe essere responsabile della

successiva attivazione del pathway autofagicoyatii nelle differenti linee cellulari
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testate, e della vacuolizzazione citoplasmaticacroasa nelle cellule MG63. La
relazione tra la vacuolizzazione citoplasmaticBRI'stress e il WIN e stata oggetto di
studio di un lavoro condotto su cellule di linforf86]. L'incremento dei livelli di
CHOP, TRB3 e GRP78 nelle cellule MG63 trattate WdiN evidenzia il ruolo del’ER
stress e del calcio nella vacuolizzazione citopktgra, infatti il silenziamento di CHOP
o l'utilizzo del chelante del Gaprevengono la formazione di strutture vacuolatbite
dal WIN.

| nostri studi hanno evidenziato una sequenzidiiga I'induzione di ER stress e
I'attivazione del pathway autofagico, caratteripzdall'incremento dei livelli di LC3II

e dalla comparsa di organelli vescicolari acidi.

Come € noto, l'autofagia puo avere differenti reobeconda del contesto in cui questo
pathway viene attivato. Nei nostri modelli sperinadinabbiamo potuto apprezzare le
diverse sfaccettature di questo meccanismo molexoldautofagia pud contrastare
insulti cellulari, come lo stress del reticolo epldsmatico, favorendo la sopravvivenza,
oppure pud promuovere la morte cellulare, inneseadpoptosi classica o
sostituendosi ad essa.

Nelle cellule di adenocarcinoma colorettale HT28utbfagia indotta in seguito al
trattamento con il WIN sembra avere un ruolo prpraevivenza, quindi I'attivazione
di questo percorso €& stata da noi interpretata cogposta, da parte delle cellule
tumorali, al trattamento con la droga. Questo @atmnfermato dal fatto che l'utilizzo
della 3-metiladenina, il maggiore inibitore dellpaay autofagico, non soltanto non € in
grado di contrastare gli effetti del WIN ma piuttmdi incrementa. Il tentativo di
sopravvivenza della cellula al trattamento conaihtabinoide viene superato grazie al
fatto che la droga riesce a bloccare il flusso fagioo e favorire I'evento di morte. Il
blocco dell'autofagia, confermato dallaccumulo ldelproteina p62 e dalla
permeabilizzazione della membrana lisosomale, aevieella fase di degradazione
finale, quando gli autofagosomi dovrebbero fondeosi i lisosomi.

| risultati ottenuti nelle cellule MG63 hanno indio, invece, che l'autofagia innescata
in seguito al trattamento con WIN, contribuisce ipeemente agli effetti citotossici
indotti dal cannabinoide. Infatti il trattamentonc8-metiladenina contrasta, in parte gli
effetti della droga.

Il nostro studio suggerisce un ruolo chiave di PiRARIla morte cellulare indotta dal
WIN in cellule HT29. Abbiamo dimostrato che il Witecrementa i livelli di questo

fattore di trascrizione, probabilmente inducendlandegradazione. L'importanza della
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riduzione dei livelli di PPAR nella morte indotta dal WIN e stata confermata
dall'utilizzo di GW9662 e T0O07, due antagonistiRiPARy, e dalla riduzione dei livelli
di PPARy attraverso silenziamento genico. Questi trattams&mto stati in grado di
mimare gli effetti del WIN quando impiegati singotente e hanno amplificato gli
effetti citotossici quando impiegati in associaaaon il cannabinoide.

| nostri risultati tuttavia sono in disaccordo cstudi recenti che associano gli effetti
citotossici di molte droghe alla incremento di PRA&?]. Noi stessi avevamo
dimostrato che l'apoptosi indotta dal WIN in cedludi epatocarcinoma HepG2 era
legata all'incremento dei livelli di PPARS54]. Comunque e stato dimostrato che in
cellule tumorali PPARpu0o comportarsi in maniera ambigua, talvolta dapsegsore
tumorale, talvolta da promotore. Questa ambiguitd gipendere dalla sua capacita di
agire sia come attivatore che come soppressor&igiasale. In piu Tsukahara [82] ha
dimostrato una significativa correlazione tra elivdi espressione basale di PPAR
differenti modelli cellulari e la capacita prolitgiva delle cellule. In particolare,
I'overespressione di PPARnibisce la proliferazione in quelle cellule chenha bassi
livelli endogeni di tale fattore, mentre le HT2%iecsono caratterizzate da livelli basali
alti di PPARy, appaiono piu resistenti all'inibizione della creaciLa nostra ipotesi e
che ladown-regulationdi PPARyabbia un ruolo strategico per l'induzione di morte
cellulare, perché e responsabile sia dell'induzidingtress del reticolo endoplasmatico
che del blocco dell'autofagia di sopravvivenza. paugotesi € confermata dal fatto che
il blocco di PPAR sia attraverso I'uso dei suoi antagonisti cheuladown-regulation
tramitel'utilizzo di un siRNA specifico e in grado di care I'accumulo della proteina
p62 e aumentare i livelli di CHOP. Infine, il silramento di PPARo la sua inibizione
farmacologica sembrano confermare l'importanza’asattimento dei suoi livelli
negli effetti citotossici indotti dal WIN e nel daorigine adun intricato interplay tra
autofagia e apoptosi mediata dall'ER stress.

Se i livelli di PPARy sono importanti per gli effetti del WIN sulle adik HT29, cio non
vale per le cellule MG63. In questa linea cellujandatti, il trattamento con WIN non e
in grado di modificarne i livelli e come gia dettopn € in grado di indurre morte
cellulare. Solo l'aggiunta di basse dosi di TRAIlleacellule trattate con WIN €& in
grado di ridurre la vitalita cellulare di circa 080 rispetto alle cellule non trattate.
Questo evento di morte € associato all’attivazidingn pathway apoptotico classico sia

da un punto di vista morfologico che biochimico. Biportante sottolineare che
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laggiunta di TRAIL alle cellule trattate con alttannabinoidi (anandamide e
metanandamide) non e stata in grado di modificdreeffetti esercitati di soli
cannabinoidi.

Dopo aver stabilito che la sensibilizzazione a TRAI legata all’azione del WIN,
abbiamo identificato la proteina PAR-4 come prolealnediatore chiave di questa
sensibilizzazione. In un lavoro pubblicato Gell [88], gli autori hanno proposto un
meccanismo che correla 'ER stress all'attivazideepathway estrinseco dell’apoptosi
attraverso PAR-4 e GRP78 di superficie.

Nelle cellule MG63 noi abbiamo osservato un maraatcemento di PAR-4 in seguito
al trattamento con WIN e in piu abbiamo valutatmdfemento di GRP78 sulla
superficie cellulare oltre che a livello intracédite. L'incremento di PAR-4 é correlato
all’ER stress indotto dal WIN e sarebbe responeatslla traslocazione di GRP78 sulla
superficie cellulare. Una volta sulla membrana, GRRingerebbe da recettore sia per
lo stesso PAR-4 secreto che per altri ligandi, cOfRAIL, in grado di attivare |l
pathway estrinseco dell’'apoptosi.

Sebbene i risultati riportati in questa tesi siarteriormente da approfondire, noi
riteniamo che questi dati diano un importante dbuato allo studio sulla relazione tra
stress del reticolo endoplasmatico e autofagiapnetessi cellulari, sul meccanismo

d’azione dei cannabinoidi e sul loro potenzialetantorale.
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Figura 18. (a) Schema rappresentativo del meccanismo d'azioneWd®&l in cellule di
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cellule di osteosarcoma umano MG63.
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