Relazione Programma di ricerca STM

Nellambito del programma “Short-term mobility” d&@NR, ho sviluppato il progetto di ricerca
“Analisi della citotossicita di farmaci antitumorah epatociti primari umani sahinell’arco di tempo
che va dal 9 al 30 settembre 2015, presso il latwoadi Cell Transplantation and Regenerative
Medicine Department of Laboratory Medicine, Patlyglo F56 Karolinska Institutet Stockholm
Sweden 141-86, diretto dal professor Stephen StDaorante questo periodo ho condotto degli
esperimenti per valutare su epatociti primari unsami la citotossicita di alcuni farmaci e composti
naturali che hanno attivita antitumorali su celldieepatocarcinoma, come evidenziato da studi in
corso presso I'IBIM-CNR di Palermo. Il laboratonspitante del Karolinska Institutet settimanalmente
ha disponibilita di pezzi chirurgici di fegato untada resezione o da espianti. Da questi pezzitéiksu
sono stati isolati gli epatociti, secondo la metodia gia da tempo messa a punto nel laboratorio
ospitante. In breve, i principali vasi epatici veng incannulati e suturati, quindi il tessuto viene
perfuso mediante l'ausilio di una pompa peristaltita perfusione prevede tre fasi caratterizzate
dall’uso di tre soluzioni diverse: Hank’s balanced salt solution (HBSS; senza caltiagnesio, e
rosso fenolo; Lonza), per lavare via le celluleatopoietiche presenti nel tessuto; 2- HBSS
supplementato con EGTA, chelante del Calcio, pedeee piu deboli le giunzioni intracellulari; 3-
EMEM supplementato di collagenase per la complegestione e dissociazione del tessuto.
Successivamente viene eseguita la rottura meccaeictessuto mediante un paio di forbici sterili.
Infine, 'omogenato ottenuto si filtra attraversnaugarza per eliminare i detriti e pezzi tissuteln
dissociati e ottenere una sospensione cellulareramterogenea. L'arricchimento in epatociti Sieok
attraverso tre successive centrifugazioni sequkrazibassa velocita (85-90 x g). La metodica non &
semplice e spesso si osserva una grande variaigliz resa e nella qualita finale degli epatoéitia

fine di ogni isolamento di epatociti viene valutatamediatamente la vitalitd cellulare contando le
cellule in camera di Thoma dopo colorazione conolorante Trypan blue. Dalla vitalita cellulare
dipende anche l'indice di sopravvivenza “in vitrdegli epatociti. Per le successive analisi di
citotossicita dei diversi farmaci/composti, gli &pati purificati vengono piastrati in numero di
80000/pozzetto, in piastre da 96 pozzetti. Dopo@4si sostituisce il terreno di coltura e solo adg

ore € possibile iniziare i trattamenti. Le cellsteno state trattate con sorafenib (inibitore defimasi
Raf), SC66 (inibitore della chinasi AKT), IWR-1 emdinibitore delle tanchirasi), NVP-AUY922
(inibitore della proteina HSP90), ixazomib (inibkkodel proteasoma), oleocanthal (una molecola
naturale isolata dagli olii extravergine di oliveBono stati eseguiti esperimenti di dose- e tempo-
risposta fino a 72 ore di trattamento con i diverditori/composti. In particolare, dopo 24, 482 ore

e stata valuta la vitalita degli epatociti. utilrmlo un saggio luminescente di vitalita cellulare
(CellTiter-Glo®,Promega) che determina il numerocdilule vitali basandosi sulla quantificazione
della ATP intracellulare, un indicatore di celluleetabolicamente attive. | valori di luminescenza
ottenuti sono stati normalizzati sul numero di wellpresenti, il cui valore & dato come quantita di
DNA. In ultimo, infatti, viene eseguito il saggio fluorescenza del PicoGreen per la misurazione del
DNA. | dati ottenuti dopo 24 ore di trattamento gsanostrati negli istogrammi di Figura 1. Come €
possibile osservare i farmaci usati non influenzineitalita degli epatociti, se non in alcuni cafie
concentrazioni piu alte. Fa eccezione il sorafatib invece risulta molto tossico alle concentrazion
superiori a 5 uM.
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Figura 1. Saggi di vitalitéstogrammi della vitalita degli epatociti primasiutata mediante saggio Cell Titer dopo 24
ore di trattamento con Oleocantale (OLC), IWR-1 EDNSorafenib, SC66, Ixazomib ed NVP-AUY922 | datbstrati
sono espressi come percentuale di vitalita cebulpetto al controllo non trattato.

Oltre alla vitalita cellulare é stata anche valtat funzionalita degli epatociti, misurando I'aitih dei
citocromi CYP1A1/1A2 e CYP450.

Gli epatociti vengono incubati con i farmaci sopdhcati e con degli induttori specifici dei citoong
usati come controllo positivo (25 mM b-naphthoflaeaBNF) per i citocromi P450 CYP1Al e 1A2;
10 mM rifampicin (Rif) o 1 mM phenobarbital (PB)peCYP3A4. La misurazione dell’attivita dei
citocromi CYP1A1/1A2 viene eseguita mediante sadggROD, saggio fluorescente che si basa sulla
conversione microsomale della ethoxyresorufin sorefin. L'attivita del citocromo CYP3A4 viene
misurata attraverso il saggio luminescente CYP460#romega). Le attivita dei citocromi sono state
misurate dopo 48 ore di trattamento. | risultat@otiti Sono mostrati nella Figura 2



CYP1AVY1A2 EROD

Fluorescence
(&)
o
o
1

200 -
100-I I I I I I I I
0_

L Q§ Q)gc %Q%% X@Q N \@Q S & Ne)

J
RS
< S & Q @ N S

700 -
CYP 3A4 (Luciferin-ipa)

A o2}

o o

o o
1 1

N

o

o
1

L uminescence (RLU)
N w
o o
o o

=
o
o

IR I —

0
O X & K v N » O L & N B
SHERAE 5 %O <> oﬂ) \Ccp NSIPEN R P
&Q@ % %&X @Qb N N QQ ¥ <

ox

Figura 2. Funzioni metaboliche di epatociti in coltura. tammi della funzionalita metabolica degl
epatociti primari dopo trattamento con i farmacdigati, valutata attraverso la funzionalita dei
citocromi CYP1A1/1A2 (EROD) e del citocromo CYP34BYP 3A4 (Luciferin-ipa).



Come e possibile osservare gli epatociti rispondbeoe allinduzione con BNF incrementando
I'attivita dei citocromi CYP1A1/1A2, e allinduzian con PB e RIF incrementando lattivita dei
citocromi CYP3A4. La capacita di indurre I'espressi di questi CYP e una prova robusta della
capacita delle cellule in coltura di essere piemamdunzionali e di rispondere agli stimoli, con
substrati CYP specifici, aumento il loro metabolksmll trattamento con i vari farmaci non sembra
alterare il metabolismo dei CYP1Al e 1A2, mentr€WP34A risulta stimolato da NVP-AUY922,
ixazomib e dalla combinazione di SC66 con ENDOgefao ipotizzare che questi farmaci siano
substrati del citocromo CYP34A.

In conclusione, sebbene i dati siano preliminasaggi condotti durante questo periodo di attivita
svolta nellambito del programma “Short term mdpilici portano ad affermare che i farmaci e i
composti naturali studiati e in uso come antiturionan risultano essere tossici per gli epatociti
primari isolati da fegato sano. Come gia concoraato il gruppo di Stoccolma altri saggi saranno
condotti per aumentare la casistica ed ovviare \@l@abilita genetica di popolazione dei campioni
analizzati.



