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“...Se non puoi essere una via maestra
sii un sentiero.
Se non puoi essere il sole,
sii una stella.
Sii sempre il meglio
di cio che sei.
Cerca di scoprire il disegno
che sei chiamato ad essere,
poi mettiti a realizzarlo nella vita.”

M.L.King
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Riassunto

SCOPO DEL LAVORO E RIASSUNTO

L’indagine principale della seguente tesi di ddator in Neuroscienze, circa la
valutazione di un potenziale farmaco analgesicog¢ giesa possibile in seguito ad una
consolidata collaborazione tra il Dipartimento deuxoscienze e l'azienda farmaceutica
Rottapharm S.p.A (Milano, ltalia). Tale azienda pwntare un ricco ventaglio di farmaci
originali, tra cui la molecola sperimentale ad agi@nalgesica valutata nel progetto di questa
tesi. Tale collaborazione ha permesso di studiakemtuale azione analgesica del CR4056
(noto ligando dei recettori imidazolinici), in unoatelloin vivo di neuropatia dolorosa indotta
da bortezomib. La scelta di tale modello é stafattefata in quanto capace di riprodurre
adeguatamente la sintomatologia clinica present@amenti trattati con bortezomib, in cui
spesso si osserva l'insorgenza di una neuropatiepea dolorosa. Attualmente non sono
conosciuti farmaci in grado di prevenire o curanitomi dolorosi associati a bortezomib,
sebbene cure parziali sono fornite da antideprigsanticonvulsivanti o anestetici locali.
Recenti studi hanno rivelato come farmaci impliaain i recettori imidazolinici siano in
grado di modulare il dolore neuropatico. Nello gfieo, CR4056 e in grado di revertire il
dolore inflammatorio cronico indotto dall'adiuvartempleto di Freud, e di agire sul dolore
neurogenico indotto dalla capsaicina. L'azione gesica di CR4056 é stata inoltre valutata
anche in due modelli di dolore neuropatico assobadh neuropatia diabetica e alla
fibromialgia. Nonostante i recettori imidazolinimdbn siano ancora stati caratterizzati a livello
molecolare, studi farmacologici hanno dimostratazibne inibitoria delle momoamino
ossidasi (MAO), mediata dai ligandi di tali receittdRisulta quindi importante sottolineare
come le momoamino ossidasi, responsabili del céitabo delle monoamine, siano implicate
nel controllo del dolore neuropatico.

L’interesse ad identificare un effetto analgesi® ligando del recettore imidazolinici 12,
CR4056, in un modello di neuropatia dolorosa, ccbadotti all'identificazione di una dose
efficace del farmaco, ed alla sua valutazione gqoawmministrato in trattamento preventivo
elo terapeutico.

Il procedere del lavoro si € quindi articolato arivaspetti:

A. Una fase di studio vivo dell’effetto analgesico di diverse concentrazidei composto
CR4056 al fine di individuare la dose analgesidicate sia in un regime di trattamento
preventivo che curativo.

B. Una fase di valutazionén vitro di interferenza tra I'azione antineoplastica del

bortezomib e I'azione analgesica di CR4056.
-4 -



Riassunto

C. Una fase di caratterizzazione di un meccanismo mbtaeurotossicita indotta da
bortezomib a seguito di una diversa regolaziondattélita del proteasoma nel modello
acuto (singola somministrazione) aronico (8 settimane di trattamento); e uno studio di un
nuovo potenziale meccanismo di neurotossicita taioealla polimerizzazione dedi:tubulina

acetilata, analizzato nel nervo sciatico di ratatato per 8 settimane.

Nella fase di studio in vivgA) e stato indagato l'effetto analgesico del composto
CR4056 in un modello di neuropatia dolorosa giabtioato dal nostro laboratorio, che ha
previsto la somministrazione di bortezomib (0,2 kagtre volte a settimana per 8 settimane.
Grazie a tale modello e stato possibile valutarg wolta insorto il dolore neuropatico, la
capacita e persistenza dell’attivita analgesic&€R#056, testando diverse dosi e tempistiche
di somministrazione (Esperimedt@ 2). Tali studi hanno permesso di individuare la dose
analgesica efficace per tutto il periodo di tratamo, senza instaurare tolleranza. Mantenendo
tale dosaggio anche nello studio combinato di corsmistrazione di bortezomib e CR4056,
e stato possibile valutare sia la condizione diicafia terapeutica che preventiva
dell'analgesico in studio (EsperimeBjo In tutti i protocolli sperimentali eseguiti, éata
valutata sia la tossicita generale dei trattamianthacologici, che la neurotossicita mediante
la valutazione della velocita di conduzione delnnsdg (VDC) lungo il nervo caudale
dell’'animale, e I'analisi delle alterazioni morfgiche del nervo sciatico e gangli della radice
dorsale (DRG) prelevati al termine di tutti gli espnenti. Infine [l'utilizzo di test
comportamentali hanno permesso di valutare l'insozg dello stato allodinico in seguito a
trattamento con bortezomib, osservando una diversposta ad uno stimolo meccanico tra
gli animali trattati e i controlli. Dai risultatitenuti dagli esperimerttie 2 € stato possibile
determinare i 6 mg/kg somministrati giornalmente gae/tre settimane (rispettivamente)
come la dose analgesica efficace, in grado di teselallodinia insorta in seguito a
trattamento cronico con bortezomib al termine délésel. Valutazioni neurofisiologiche
hanno invece evidenziato come il CR4056 non siagiado di agire a livello della
neurotossicita periferica, in quanto rilevazionllele/DC effettuate alla fine della Fase2 di
ciascun protocollo sperimentale, mostrano una réiffea ancora statisticamente significativa
tra il gruppo degli animali trattati con CR4056 leapimali controllo. Il paragone con degli
analgesici noti, come la buprenorfina e la gabapanha evidenziato come il primo farmaco
sia attivo solo dopo il primo giorno di trattamentoentre il secondo ha mostrato un lieve
effetto analgesico fino al terzo giorno di trattantwe seppur senza significativita. Le dosi

maggiori di CR4056 (20-60 mg/kg) sono risultateicaifi subito dopo [I'inizio della
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somministrazione ma hanno perso la loro capaciégasica ancor prima del settimo giorno,
mostrando un effetto di tolleranza. Le dosi min@rb6-2 mg /kg) hanno invece mostrato un
effetto significativo durante le rilevazioni delipoo e quarto giorno, mentre solo la dose
CR4056 6mg/kg € stata in grado di mantenere uwtatianalgesica prolungata fino al
21°giorno di trattamento. Nell'esperimeBtautilizzando la dose di 6 mg/kg indicata dai due
esperimenti precedenti, &€ stata confermata I'effecaurativa del CR4056, ma soprattutto e
stato possibile valutare il regime di trattamenteventivo, co-somministrando il bortezomib
e il CR4056 dall'inizio dello studio. L’'azione agalsica preventiva € stata confermata al
termine delle 6 settimane di trattamento (periodalelvazione del dolore neuropatico) con
una differenza significativa tra gli animali trattaon bortezomib e quelli in cotrattamento
bortezomib/CR4056 dall'inizio dell’esperimento, cipersiste fino al termine delle dieci
settimane complessive dell’esperimento. Non mermomante, risulta essere la conferma che
I'inizio del trattamento con CR4056 nei gruppi diraali trattati con solo bortezomib per sei
e otto settimane, € in grado di revertire immediesate I'allodinia presente per tutta la Fase2

dello studio.

La parte di studin vitro (B) ha previsto una prima fase di valutazione debirione
della crescita cellulare indotta da bortezomib,fink di ottenere la concentrazione di
inibizione del 50% della crescita cellulare {fCda utilizzare nella fase successiva di studio di
non interferenza tra il CR4056 e l'attivita antitorale del bortezomib. L'inibizione della
crescita cellulare causata dalla somministrazianeodezomib é stata studiata utilizzando |l
saggio MTT e tre concentrazioni crescenti di banteib (0.05-250 nM). Da questi risultati &
stato possibile estrapolare che il bortezomib iedu’inibizione concentrazione-dipendente
della crescita cellulare in tutte le linee cellulwstate. Circa la valutazione dell’eventuale
interferenza tra il CR4056 e bortezomib, sono stassi a punto studi in cui le linee di
NSCLC e di mieloma multiplo sono state trattate &®hZ e CR4056 da soli o in co-
trattamento per 72h. Le diverse linee cellularicsstate esposte alla concentraziong, ki
bortezomib da solo o in co-trattamento con tre eatrazioni crescenti di CR4056 (3, 10 e
30uM). Questo studio ha dimostrato che il co-tragato con CR4056 nelle linee RPMI8226
e H929 a tutte le concentrazioni utilizzate, normnégrado di indurre alcuna differenza
significativa nella sopravvivenza cellulare rispedt trattamento con solo bortezomib.

Contrariamente, lo studio effettuato nelle line#utari A549 e H460 ha dimostrato
che le cellule co-trattate con bortezomib e la dosggiore di CR4056 (3(AM), risultano

significativamente diminuite nella sopravvivenzaludare rispetto a quelle trattate solo con
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bortezomb. Tale tossicita risulta pero attribuilzlBelevata quantita di DMSO utilizzato per
sciogliere la dose maggiore di CR4056, la qualpealisé mostra una significativa riduzione

della sopravvivenza cellulare.

Lo studio inerente i meccanismi di neurotossicity fa previsto I'analisi di due
differenti meccanismi indotta da bortezomib, metharanalisi dell’attivita del proteasoma,
meccanismo d’azione principale del farmaco stessealutazione della polimerizzazione e
presenza di marker di stabilita dei microtubuli.

Secondo i risultati ottenuti € stato possibile vedeei PBMC degli animali trattati con
bortezomib, dei valori di inibizione del proteasor®@S maggiori del 90% rispetto agli
animali controllo sia nella tipologia di trattamergcuto che cronica. Contrariamente, sono
stati osservati diversi tempi di recovery tra ihttamento inacuto e quello cronico,
probabilmente dovuti ad una condizione dose-cunvalatell’organo target del bortezomib.
Inoltre anche a livello del nervo sciatico € statssibile osservare una elevata inibizione del
proteasoma > dell’80% al termine delle 8 settimdntattamento, verosimilmente correlata
all'alterazione morfologica riscontrata del nenaasico. A livello dei DRG, e stata invece
riscontrata una bassa inibizione del proteasonesupnibilmente associabile ad una minore
compromissione del ganglio. Nel cervello, infinens stati rilevati bassi valori di inibizione
del proteasoma a conferma della scarsa capacitzhdeioterapico di attraversare la barriera
ematoencefalica.

Gli esperimenti di immunoblotting sul nervo sciatidi animali trattati per 8 settimane con
bortezomib, hanno evidenziato limplicazione del ceeismo di stabilizzazione dei
microtubuli nello sviluppo della neuropatia perifer, effettuando un paragone con altri
chemioterapici noti per il loro meccanismo prindgpadi neurotossicita a carico dei
microtubuli quali epotilone B e paclitaxel. Sucéeamente € stata effettuata una valutazione
guantitativa della percentuale di polimerizzaziol®#ia a-tubulina acetilata (noto marker di
stabilita dei microtubuli), che é stata utile pgevare 'aumento del 30% di tale valore, in

animali trattati con bortezomib rispetto ai conitrol

Questo lavoro e stato in grado di dimostrare affia analgesica del CR4056 in un
modello di neuropatia dolorosa indotta da borteponmdividuando i 6 mg/kg come |l
dosaggio migliore per la valutazione del suo wdiz regime terapeutico e preventivo.

Inoltre ha confermato a livello cellulare la noneifierenza del CR4056 con l'attivita

antineoplastica del bortezomib. Grazie allo stutbomeccanismi di neurotossicita indotti dal
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chemioterapico, questi risultati hanno conferm&ndamento dell’attivita del proteasoma in
faseacuta come riportato nella pratica clinica, approfondea studio con la valutazione
dell'inibizione cronica del proteasoma. Infine € stato in grado di vearkc/|'effetto della
somministrazione di bortezomib a livello molecolameservando I'aumento dellatubulina
acetilata nella frazione polimerizzata di nervi atici degli animali trattati con |l

chemioterapico rispetto agli animali controllo.

Tali risultati non appaiono importanti solo persihgolo studio dell’analgesico in
guestione, ma permettono di comprendere la temalméa neurotossicita indotta da
bortezomib cosi da permettere I'identificazionespiecifici target su cui sviluppare successivi
analgesici e farmaci neuroprotettori. La possibilitoltre di valutare il regime preventivo del
CR4056, ci permettera in futuro di valutare lagdoidita di fornire I'analgesico in soggetti
maggiormente predisposti allo sviluppo di dolorenopatico da bortezomib, al fine di evitare
fenomeni di allodinia debilitante per la qualitavita dei pazienti.



Introduzione

INTRODUZIONE

1. CLASSIFICAZIONE DELLE NEUROPATIE PERIFERICHE

Con il termineneuropatia perifericasi intende una patologia che si sviluppa a carico
del Sistema nervoso Periferico (SNP), ovvero di m&eme di strutture nervose nelle quali i
neuroni ed i loro prolungamenti periferici intersgpno con le cellule periferiche satelliti o
cellule di Schwann. Poiché attualmente non e andalisponibile una soddisfacente
classificazione delle neuropatie, € possibile fdezimento ad una prima suddivisione clinica
basata sulla distribuzione del deficit neurologieviferico, distinguendo in: mononeuropatie,
multineuropatie, e polineuropatie.
Le mononeuropatie neuropatie focali, si riferiscono ad un danncafizzato di un singolo
tronco nervoso, limitando la sintomatologia aliterio di innervazione del nervo leso; sono
spesso conseguenza di una lesione traumatica,adicompressione locale o di processi i
inflammatori o ischemici.
Le multineuropatie 0 mononeuropatie multiple, si caratterizzano péareressamento
multifocale, simultaneo o in tempi successivi, ded piu nervi periferici non contigui.
Le polineuropatie infine, sono caratterizzate da un deficit bilatere simmetrico di nervi
periferici, generalmente dovute a fattori ereditariad agenti eziologici che agiscono

diffusamente sul SNP.

In mancanza di precisi criteri generali, € possiblassificare le neuropatie del SNP in base ai
fattori eziopatologici piu evidenti, di seguito \gEmo riportate le categorie maggiormente
rappresentative:

NEUROPATIE GENETICHE la cui insorgenza € legata a disordini di tipo &eem, e
recentemente identificabili attraverso impiego aeajenetica molecolare, che ha permesso
I'identificazione di numerosi geni responsabili gpecifici quadri clinici. Tali tipologie di
neuropatie possono essere ulteriormente classificat

Forme sensitivo-motorietra cui la malattia di Charcot-Marie-Tooth (didip e 1)

caratterizzate da un deficit periferico distale,die Dejerine-Sottas (di tipo I1lI)
abitualmente associata a mutazioni puntiformi regii gger due proteine mieliniche, la
PMP-22 (DSD A) e la PO (DSD B) (Chance and Reil§94);

-9-
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Forme motorie purecaratterizzate da progressiva atrofia muscolareogena, in

assenza di disturbi sensitivi;

Forme ereditarie sensitive (NES) 0 sensitivo-autaiche caratterizzate da preminente

degenerazione o atrofia del 1° neurone sensitigo @ratterizzano per un selettivo
deficit delle sensibilita superficiali

NEUROPATIE ASSOCIATE A MALATTIE SISTEMICHE
Neuropatia diabeticacon sintomatologia prevalentemente a carico deirameu

sensitivi, caratterizzata da iperglicemia che taselssere la principale causa del danno
nervoso, unitamente a disturbi del metabolismogieote lipidico.

Neuropatie associate a neoplagéerminate da un’infiltrazione diretta da parétiel

cellule tumorali o compressione tumorale di unoiw mervi periferici (“neuropatia
paraneoplastica”) (Henson and Urich, 1982), o itedat seguito a trattamento con
chemioterapici.

Deficit nutrizionali e deficit di vitaminéra cui B12, B1,B6 e E che possono causare

polineuropatie dovute a degenerazione assonalavitaminosi sono disturbi legati ad
un regime dietetico inadeguato o a problemi di dsswento dell'apparato gastro-
intestinale (Singleton et al., 2005).

NEUROPATIE INFETTIVE E AUTOIMMUNITARIE  Neuropatie infettive sia motorie che

sensitive possono essere causate sia da agettivinfegali quali ad esempio il virus
dell’'Herpes Zoster, dell’HIV o del Citomegalovirusa da infezioni batteriche come
la malattia di Lyme, la lebbra e la difterite, spesssociate ad una polineuropatia
dolorosa, che si manifesta spesso entro pochensekti dopo l'infezione.
Le neuropatie autoimmuni, invece, derivano daagitni inflammatorie evocate dal
sistema immunitario, spesso dovute alla produzairanticorpi specifici per antigeni
presenti sui neuroni periferici. Alcuni esempi sdaoSindrome di Guillain-Barré
(GBS) legata ad infezioni batteriche o virali cheucono la produzione di anticorpi
che generano demielinizzzione (Kuwabara, 2004) molaeuropatia demielinizzante
inflammatoria cronica (CIDP) nella quale la reasoautoimmunitaria colpisce la
guaina di mielina o addirittura I'assone.

NEUROPATIE TOSSICHE causate da:

Alcool dovuta ad un’azione tossica diretta dell’etanoldtreoche alle carenze

alimentari e vitaminiche proprie dell’alcolismo aico

-10 -
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Metalli pesantiquali ad esempio il piombo, capace di determinara neuropatia

motoria; l'arsenico e il mercurio che causano imvaea neuropatia sensitiva
(Monforte et al., 1995)
Farmacitra cui: composti antineoplastici (quali cisplatinvincristina), antimicotici

(clorochina, isoniazide), cardiovascolari (amiodhegperexilina), e altri farmaci.

2. NEUROPATIA INDOTTA DA CHEMIOTERAPICI

CIPN (chemotherapy-induced peripheral neuropathgyesenta come una neuropatia
tossica che si instaura a seguito di un dannotdisel SNP, ad opera del trattamento con un
chemioterapico. Tale condizione, spesso, risulsgresinvalidante per la qualita di vita del
paziente, al punto da richiedere la sospensionératghmento farmacologico o la riduzione
della dose somministrata, relativamente alle devdéesnpistiche di insorgenza degli effetti
neurotossici. Alcuni dei farmaci antitumorali camsal nervo dei lievi danni, che assumono
rilevanza solo quando combinati con altri farmaeunmotossici o in pazienti con altre
comorbidita che predispongono o causano neuropktidconoscimento della CIPN puo
essere valutato mediante un’indagine clinica e oh@mato in modo quantitativo mediante
tecniche strumentali, quali ad esempio I'elettrangrafia (Eng). La problematica maggiore
si evidenzia nell'individuare la gravita della nepatia, in quanto a volte la percezione
riportata del paziente mostra delle discrepanzel’amalisi clinica. Negli ultimi anni é stata
consolidata una scala di riferimento comune a iitistudi sulla CIPN con lo scopo di
uniformare lo spettro d’'indagine ed essere in gidideifettuare delle comparazione (Cavaletti
et al., 2003). A seconda delle differenti categdriéarmaci antineoplastici presenti in clinica,
e possibile riscontare diversi tipi di lesioni aica del SNP. Nello specifico ritroviamo:

v' Farmaci platino-derivati (agenti alchilantipaci di indurre principalmente un danno

a carico del corpo cellulare del neurone sensitfweuropatia pura sensitiva),
interferendo con la sopravvivenza e con il tragpodi sostanze utili alla
sopravvivenza del neurone stesso. Un esempio e dktaisplatino, il quale si
accumula nei neuroni sensitivi dei gangli dordalimando addotti sul DNA causa di
apoptosi, e generando una CIPN sensitiva sevenaeeeisibile (McDonald and
Windebank, 2002)
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v' Farmaci anti-microtubulinic{taxani, alcaloidi della vinca, epotiloni) assdiced una

lesione dell’assone (neuropatia sensitiva-motodiag, interferiscono con il fisiologico
processo dei microtubuli cellulari, alterando ilrretto fenomeno di migrazione
cellulare, organizzazione citoscheletrica e traspotracellulare delle macromolecole

v' Farmaci inibitori del proteasoma (bortezojnibppresentano una classe di farmaci di

nuova generazione, aventi come target terapeutianddulazione del metabolismo
proteico, fenomeno il cui squilibrio funzionale pugortare a carcinogenesi.
L’inibizione del sistema ubiquitina-proteasoma aheoccupa della degradazione di
proteine coinvolte nel ciclo cellulare e nell’ apof regolano la morte della cellula
maligna. Il danno neuropatico indotto da tali faomasulta a carico dei neuroni
sensitivi del ganglio e dei nervi periferici, indunclo principalmente una neuropatia di

tipo sensitiva (Cavaletti et al., 2007).

3. BORTEZOMIB
3.1 Inibitori del proteasoma

Il proteasoma € un complesso enzimatico intra@ubdibito alla degradazione delle
proteine ubiquitinate, in grado di regolare i livgroteici interni alla cellula. Dal momento
che possiede questo importante ruolo nel mantenorail’'omeostasi cellulare, regolando |
livelli di molte proteine necessarie per le nornfiahzioni cellulari, non risulta inattesa la sua
rilevante azione terapeutica (Ruschak et al., 2081)di preclinici effettuati in differenti
modelli murini mostrano come recenti inibitori d@loteasoma posseggano un’importante
efficacia clinica nel trattamento del mieloma npllii e sono tuttora in esame per il loro
utilizzo nella terapia di altre patologie (Chauleral., 2010). Inoltre, studn vitro mostrano
come gli inibitori del proteasoma siano in gradoimiurre la morte cellulare di cellule
tumorali in maniera piu selettiva rispetto le cldlsane (Voorhees et al., 2003). Sebbene le
basi biologiche di tale fenomeno non siano anctate spienamente descritte, € possibile
vagliare alcune ipotesi (Kisselev and Goldberd@)120/o0orhees et al., 2003) tra cui:

- maggiore sensibilita delle cellule in rapida pmi#zione
- migliore internalizzazione dei farmaci all'interdella cellula tumorale
- minore efficacia e rapidita nel metabolizzare gibitori del proteasoma
Altre teorie focalizzano I'attenzione sulle diverfsinzioni del sistema ubiquitina-proteasoma

durante la trasformazione maligna della cellulaghd Dou, 2000).
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Il 26S proteasoma & un complesso cilindrico diN@a composto da 44 polipeptidi (Adams,
2003), costituito da una sub-unita principale 208Lii risiede il centro catalitico che idrolizza
il substato peptidico, e da due complessi regola8s responsabili per il riconoscimento, la
deubiquitinazione e il trasloco nel core 20S déisstato.
Prima della degradazione, la proteina bersaglimevimarcata su uno specifico residuo di
lisina (K48) con una catena poliubiquitina. Talegasso si articola come di seguito descritto
(Figura 1):
- attivazione dell’'ubiquitina mediante I'enzima E1£éna di attivazione);
- trasferimento dell’'ubiquitina attivata al residusteinico del sito attivo dell'enzima
E2 (enzima transferasi), con formazione di unstiees;
- catalizzazione del legame c-terminale dell’ubigquatad un residuo di lisina ad opera
dell’ enzima E3 (enzima ubiquitina-ligasi)
Tale substrato € infine riconosciuto e degradatgdateasoma in piccoli peptidi (Kropff et
al., 2006). Se la degradazione proteica vienermita; si genera una accumulo di proteine
cellulari che altera lo svolgimento di funzioni iorpanti per la sopravvivenza cellulare
(Mitsiades et al., 2002).

// // 3 '.- -r i
Peptidi PAel= il

. Proteasoma 268
Figura 1: Processo di degradazione proteica, E1 enzimdidazabne; E1 enzima transferasi;

E1 enzima ubiquitina-ligasi; CP=regione core; R€gione regolatoria; Ub= ubiquitina)
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3.2 Farmacodinamica di Bortezomib

Il bortezomib (Velcade) e il primo ed unico inibkodel proteasoma approvato nel 2003 dalla
Food and Drug Administration per il trattamento laelorma recidiva e refrattaria del
mieloma multiplo, e recentemente utilizzato pefdama recidiva del linfoma a cellule del
mantello (Richardson et al., 2003; Fisher et24lQ6; Kane et al., 2007). Inoltre é in grado di
aumentare lattivita di molti agenti chemioterapicimodelli di mieloma multiplo, leucemia
acuta, tumore al polmone e pancreatico (Boccadoah,e2005). Infine riesce ad oltrepassare
o revertire la chemioresistenza e aumentare lailsktas di specifici agenti antitumorali,

inclusi doxorubicina, mitoxantrone e dexametasdties{ades et al., 2003).

0
N
N N
o8
Z
N

Figura 2: Formula di struttura di bortezomib

Bortezomib & un inibitore competitivo dell’enzimaldproteasoma che lega in maniera
reversibile il sito chimotripsinico del proteasomella subunitg35 della subunita principale
20S (Figura 3a) formando addotti tetraedrici chpa&gno essere sufficienti per bloccare la

proteolisi delle proteine ubiquitinate.

a Sup (y b T APOPTOSL
Uy ) p53, Bid, Bax
195 RP stabilizzazione
AN 1 APOPTOSL '
[ \ - TAPOPTOSI
) e ng S
y Mel-1
' ,[\ ) ;! TINK ‘%@ clivaggio
(Y g ‘_‘ FE% loos cp / \ @ ~
L G | ot p-ring Ros = / T APOPTOSI
a-ring
. & i | NF-kB =1 PROLIFERAZIONE
195 RP _— ~ 2, | ANGIOGENESI
slagillizl;zione . \ I Molecole di
/ adesione
PROLIFERAZIONE
Cayeolina-1
/ stabilizzazione
/\
1 MIGRAZIONE

Figura 3: a) Sito d’azione di bortezomib CP= regione c®®&= regione regolatoria; Ub=
ubiquitina; sub = substrato) b) Pathway cellularprdteine coinvolte nell'inibizione da parte

di bortezomib
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L'inibizione del proteasoma esplicita la sua atéiviantitumorale attraverso differenti
meccanismi, tra cui agire come segnale d’arresita geogressione del ciclo cellulare,
'induzione di apoptosi, inibizione della prolif@iane e dell'attivita anti-angiogenica
(Boccadoro et al., 2005)(Figura 3b). Nello speoifastacolando il processo di degradazione
proteica, si provoca I'accumulo di diverse proteiegolatrici importanti, come l'inibitore IkB
associato alla molecola NFkB ( nuclear factor-kappta), il gene di soppressione tumorale
p53, gli inibitori della chinasi ciclo-dipendentRp e p27, e le proteine proapoptotica Bax
(Almond and Cohen, 2002) e NOXA (Chen et al., 20Di)rante questo processo vengono
quindi alterate varie vie di signaling, tra cuirmipalmente ilpathwaydi NF«B. Nel caso
specifico delle cellule di mieloma, I'azione di beromib e quella di inibire la proliferazione
di tali cellule, indurre l'apoptosi e impedire laescita tumorale paracrina, mediante
I'alterazione dell'interazione delle cellule stroima delle citochine secrete in maniera NFkB
dipendente (Cavo, 2006). Si ottiene mediante :

- induzione dell'apoptosi mediante blocco dell\ztione di NFkB;

- una diminuzione dell'aderenza delle cellule dielmima alle cellule stromali del midollo
osseo mediante la down regolazione dell’espressieiie molecole di adesione sulle cellule
di mieloma;

- inibizione della secrezione di citochine, quahg;

- diminuzione dell’attivita angiogenica.

Da diversi studi effettuati su cellule tumorali,nsostati ipotizzati altri meccanismi di
apoptosi, tra cui l'induzione dello stress delaetio endoplasmatico (Fribley et al., 2004;
Nawrocki et al., 2005), la regolazione da parterdaocondri (Pei et al., 2004), I'attivazione
delle heat shock protein (Mitsiades et al., 2008gke caspasi 8 e 3 (Chauhan and Anderson,
2003).

3.3 Farmacocinetica di Bortezomib

Dopo una singola somministrazione in bolo per vida¥enosa, la concentrazione plasmatica
del farmaco a livello vascolare declina in manigfasica con una rapida fase di distribuzione
nei tessuti (emivita inferiore ai 10-15 minuti)gsia da una fase terminale di eliminazione di
oltre 40 ore (Pekol et al., 2005). La fase di disizione ai tessuti non coinvolge alcuni organi
come annessi encefalici che non sono raggiuntfastailaco (in quanto protetti dalla barriera
ematoencefalica) e testicolare (Velcade report4R0@ una caratterizzazione di un modello
murino mediante marcatura del bortezomib con itjCé stato possibile studiare la

distribuzione del farmaco agli organi, osservanda lenta eliminazione della radioattivita
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nel 65-85% della dose totale dopo 6 giorni dallmsnistrazione (Adams et al, 1999).
L’inibizione massima del proteasoma avviene entro 1h con recupero dell'azione
proteolitica entro 72-96 h dalla somministrazioBehwartz and Davidson, 2004). Le vie di
eliminazione valutatén vitro, dimostrano che il bortezomib & primariamente inaiazato
da una reazione di deboronazione ossidativa a enhdu® enantiomeri inattivi che vengono
successivamente processati ed eliminati dal remsla bile (Schwartz and Davidson, 2004).
Altri studi dimostrano, infine, che il bortezomibrige da substrato per molti isoenzimi del
citocromo P450 (CYP3A4 e CYP 2C19), i quali risnoiaessere i principali enzimi

responsabili del metabolismo del farmaco (Kand.e2@03).

3.4 Studi clinici

| primi studi circa la selettiva attivita antineaptica ed efficacia del bortezomib sono stati
effettuati dall’Istituto Nazionale del Cancro n€l19b mediante analisi precliniche effettuate
vitro su 60 diverse linee cellulari derivate da tumouitipli (Adams et al., 1999) e in seguito
conformate da modelli dienotrapiantoin topi nudi, iniettati con tumori del colon, ptata
umana e cancro al polmone (Teicher et al., 1999).

Successivi studi di fase | hanno dimostrato I'efti@ di bortezomib nel mieloma multiplo
aprendo rapidamente la strada a trial di fase lll €ivolti a dimostrare la tollerabilita e
I'attivita di bortezomib come singolo agente neflalattia in forma recidiva e refrattaria
(Aghajanian et al., 2002; Orlowski et al., 2002) Ischema di trattamento utilizzato
raccomandava 1,3 mgfndellarea di superficie corporea da somministrarevolte la
settimana, per 2 settimane (nei giorni 1, 4, 8 g 4dguita da un periodo di sospensione del
trattamento di 10 giorni (giorni 12-21). Fra la somistrazione di due dosi consecutive di
farmaco devono trascorrere almeno 72 ore per ptraell recupero delle funzioni del
proteasoma nei tessuti sani (Aghajanian et al.2R0Gli studi di fase Il SUMMIT (Study of
Uncontrolled Multiple Myeloma Managed with Proteaso Inhibition Therapy) e CREST
(Clinical Response and Efficacy Study of Bortezonaibd the Treatment of Relapsing
Multiple Myeloma) hanno fornito la prima dimostrage che il bortezomib costituiva una
efficace terapia di salvataggio per circa un teéazoleta dei pazienti con mieloma multiplo e

suggeriva l'esistenza di una relazione dose-rigpostivo (Richardson et al., 2003).

Sulla base di questi favorevoli risultati il borvezib ricevette nel 2003 la rapida approvazione
per uso clinico nelle fasi avanzate di mieloma ipldtda parte della FDA (Food and Drug
Administration) americana e successiva approvazidae parte dellEMEA (European

Medicines Agency) nel 2004. L'uso consentito fuziaimente verso pazienti con mieloma
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multiplo che avessero ricevuto almeno due precetleae di terapia e che avessero malattia
progressiva durante il loro ultimo trattamento. égsito di questi studi fu iniziato un nuovo
studio di fase Il APEX (Assessment of Proteasoniebition for Extending Remissions) che
comparava il bortezomib come agente singolo verssaetasone ad alte dosi nei pazienti
con mieloma multiplo recidivato, dimostrandone lapexiorita in termini di remissioni
parziali e di tempo di sopravvivenza (Richardsonakt 2005). Successivi studi furono
sviluppati con lo scopo di combinare I'effetto aetbplastico di bortezomib ad altri agenti
chemioterapici. Un esempio €& dato dallo studio inma linea di bortezomib e
melfalan/prednisone (trial di fase 11l VISTA), imid’effetto sinergico di bortezomib risultava
molto piu efficace in termini di tempi rapidi di glioramento e aumento della soglia di
sopravvivenza (San Miguel et al., 2008). Ancor maentemente bortezomib e stato usato
sempre come farmaco di prima linea per il mielomi@ come singolo agente che in
combinazione con altre standard ed emergenti ®repulla base di questi incoraggianti
risultati bortezomib é stato associato a desamegasdenalidomide (Richardson et al., 2010).
In questo studio di fase I, 100% dei pazientioisgeva al trattamento farmacologico, e ben il
57% di essi presentava una risposta totale. Alidiscombinati con bortezomib sono tuttora
in atto, tra i piu recenti troviamo melfalan, prestme e talidomide oppure desametasone,

ciclosforamide e lenalidomide (Kumar et al., 20R8Jumbo et al., 2010).

Il profilo di tossicita di bortezomib é stato bearatterizzato da diversi studi, e riportando vari
effetti collaterali, tra cui nausea, diarrea, trawitopenia, fatica e neuropatia periferica
(Jagannath et al., 2004; Lonial et al., 2005). karapatia periferica (prettamente sensitiva),
che costituisce il fattore dose-limitante nell’irago clinico del farmaco, si presenta in circa
un terzo dei pazienti ed € spesso associata acamdizione dolorosa. Tale condizione si
appare essere un effetto collaterale dose-cumalatie diventa rilevante dall’inizio del 5°
ciclo di trattamento (Cavaletti and Nobile-Oraz907). In caso di severa neuropatia, €
richiesta la modifica della dose utilizzata o atdira I'interruzione del trattamento stesso
(Tabella 1). Infine, la condizione neuropatica @iado di regredire in una buona percentuale
di pazienti trattati, sebbene siano necessari alowesi (Richardson et al., 2006). Da
letteratura emerge inoltre un’ importante condigiah dolore neuropatico che si associa alla
presenza di neuropatia indotta da bortezomib (@#vehnd Nobile-Orazio, 2007). Tale
sintomo appare raramente riportato come totalmehsabilitante per il paziente, ma

comunque rilevante e limitante.
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Severita della neuropatia Aggiustamento della posologia
Grado 1(parestesia, debolezza e/o
perdita di riflessi) senza dolore o Nessun intervento

perdita di funzionalita

Grado 1 con dolore o Grado 2
(interferenza con la funzionalita, mz
non con lo svolgimento delle attivité
guotidiane)

155

Riduzione a 1,0 mg/mz?

=

Sospensione del trathento con bortezomib fi
alla risoluzione della sintomatologia. Una V¢
ﬁ:ﬁl}iminata la tossicita, riprendere la somminisivag
fiducendo la dose a 0,7 mg/m2 e modificand
schema terapeutico ad una somministraz
settimanale

Grado 2 con dolore o Grado 3
(interferenza con lo svolgimento de
attivita quotidiane

Grado 4(neuropatia disabilitante o
neuropatia motoria che mette in

pericolo la vita | che porta a paralisi)
e/o grave neuropatia autonomica

Interruzione del trattamento con bortezomib

Tabella 1. Modifiche delle dosi raccomandate in caso di doloeairopatico e/o di neuropatia
sensoriale periferica correlato alla somministragidi bortezomib (indicazioni fornite da Millennium

Pharmaceuticals)

3.5 Modelliin vivo di neuropatia periferica da bortezomib

Al fine di meglio caratterizzare gli effetti tossidel bortezomib sul sistema nervoso
periferico, negli ultimi anni sono stati messi anfmu specifici modelli animali in grado di
riprodurre efficacemente i danni riscontrati nepaatica clinica. Grazie ai modelli di
neuropatia dolorosa ottenuti, &€ stato possibiletefare un preliminare studio di un farmaco
analgesico attualmente in fase sperimentale, meuceessivi studi di neuroprotezione
saranno effettuati successivamente. Il primo moddillneuropatia e stato sviluppato in ratti
Wistar femmine nel 2007 dal gruppo di Cavalettiadleghi (Cavaletti et al., 2007). Gli
animali sono stati trattati per via endovenosa lworezomib 0.08,0.5,0.20 e 0.30 mg/kg per
2 0 3 volte la settimana, per 4 settimane. Il aragnto ha determinato la riduzione della
velocita di conduzione (VDC) dell'impulso nervoso imodo dose-dipendente gia dopo 2
settimane di somministrazione. A livello morfologie stata osservata una demielinizzazione
del nervo sciatico. Itarget preferenziale di bortezalnsembra infatti colpire le cellule di
Schwann nelle fibre nervose periferiche e le celkatelliti nel ganglio della radice dorsale
(DRG). Il successivo modello € stato sviluppatoglalppo di Meregalli e colleghi, nel 2010
(Meregalli et al., 2010). Le somministrazioni satate effettuate per 8 settimane alla dose di

0.15 e 0.20 mg/kg 3 volte a settimane, seguiterdpaniodo di osservazione di 4 settimane. |
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dati ottenuti sono risultati parzialmente similimbdello precedente del 2007, evidenziando
una severa riduzione delle VDC negli animali ttat@on bortezomib ed una evidente
assonopatia nelle fibre mieliniche e amieliniché mErvo sciatico. Tuttavia non sono state
evidenziati danni a carico dei DRG contrariameng@i@anto avvenuto nel modello precedente.
Tale esito, probabilmente € motivabile secondootiési dell’esistenza di alcuni meccanismi
compensatori messi in atto dalla cellula per catéra la cronica inibizione del proteasoma
ad opera di bortezomib (Fuchs et al., 2008). Infina non meno importante, & stato possibile
caratterizzare per la prima volta in fase precéinia sintomatologia dolorosa della neuropatia
periferica indotta da bortezomib, mediante I'aasdi test comportamentali (Meregalli et al.,
2010).

Nel 2009 un altro modello di citotossicita e stefodotto ad opera di Casafont e colleghi,
con lo scopo di caratterizzare le alterazioni ratlenei neuroni dei DRG indotte da
trattamento con bortezomib (Casafont et al.,, 201®)questo studio il farmaco é stato
somministrato via endovenosa in ratto Sprague-Datstando in primis una singola dose in
acuto di 0.5 mg/kg, e successivamente riproducemdmodello cronico in cui bortezomib e
stato fornito con dosi ripetute di 0.34 mg/kg 3ted settimana per 1 o 2 settimane. | risultati
ottenuti utilizzando tale modello mostrano un poigsi meccanismo addizionale di
neurotossicita, dato da alterazioni della riorgaazzone della polyA RNA, con una severa
disfunzione del processo nucleare, del traspomdeione della traslazione dell’ mRNA.

Solo recentemente e stato sviluppato il primo modeltopo ad opera del gruppo di Bruna e
colleghi (2010) con lo scopo di analizzare le altewni elettrofisiologiche, funzionali ed
istologiche nel modellan vivo. Topi femmina Swiss OF1 sono stati trattati copetute
somministrazioni sottocutanee alla dose di 1 mglkg volte a settimana per 6 settimane,
seguiti da 4 settimane di washout. Questo modedi@mi® in grado di evidenziare lo sviluppo
di una neuropatia assonale, e solo secondariarfeeptesenza di alterazioni demielinizzanti.
Test comportamentali e valutazioni istopatologibla@no rivelato 'aumento di dolore negli
animali trattati con bortezomib, in accordo comlkerazioni funzionali delle fibre amieliniche
(Bruna et al., 2010).

Infine & stato sviluppato un recente modello inotggd opera di Carozzi e colleghi, in
previsione di uno studio combinato dell’attivitatiaroplastica e della neurotossicita di
bortezomib, nello stesso contesto animale. Questdics ha previsto I'utilizzo di vari
chemioterapici, quali cisplatino, paclitaxel e leadmib in topi balb/c. Nello specifico
bortezomib & stato somministrato alla dose di 0@.8& mg/kg 2 volte a settimana per 4

settimane. | risultati neurofisiologici hanno dinraso come la somministrazione di
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bortezomib sia in grado di indurre una piu sevétazione della VDC caudale rispetto alla
misura della VDC digitale, in cui solo la dose attabortezomib causa una significativa
riduzione delle VDC. Lo studio istopatologico haeelato, infine, una degenerazione assonale

nel nervo sciatico e dei neuroni sensoriali e telbatelliti dei DRG (Carozzi et al., 2010).

3.6 Dolore neuropatico indotto da bortezomib

La neuropatia sensitiva dolorosa correlata allarsonstrazione di bortezomib in clinica,
rappresenta il fattore limitante per la vita gazienti affetti da mieloma multiplo. Molti
pazienti riferiscono di un dolore con intensitardaderata a severa, con un valore di media
della scala VAS (Scala Analogica Visiva). Valutagioquantitative sensitive (QST:
Quantitative Sensory Test) hanno permesso di exidencondizioni di dolore neuropatico
causate da disfunzioni in tutte e tre i maggiqm ¢i fibre ( AB, Ad, e C) del nervo sensitivo
(Cata et al., 2007). Nello specifico, il doloreeunopatico risulta una condizione cronica che
affligge milioni di persone nel mondo. E’ caratrzato da anomalie sensoriali, quali
un’insorgenza spontanea o/e sensazione di caloeenittente, un’esagerata risposta agli
stimoli nocivi ed una sensazione dolorosa in riggasstimoli innocui. Il dolore neuropatico é
descritti dai pazienti come “formicolio, scossatteiea, ....” | fattori caratterizzanti sono
I'allodinia e liperalgesia. La prima viene destaicome una sensazione dolorosa in seguito
ad uno stimolo generalmente non doloroso, mentre ségonda € definita come
un’incrementata sensibilita a uno stimolo normalteedoloroso. Poiché i meccanismi di
induzione e mantenimento del dolore neuropaticalltaso di difficile approccio e
caratterizzazione, non e sorprendente il fatto att@almente i farmaci conosciuti risultino
inefficaci e producano, invece, indesiderati eiffetbllaterali. La comprensione dei
meccanismi molecolari del dolore neuropatico pdiespermettere un miglioramento delle
conoscenze circa i trattamenti attualmente in lisneccanismo principale di sensitizzazione
del neurone in seguito al danno del nervo perifeg@icaratterizzato da un abbassamento della
soglia per l'attivazione del potenziale d’azionereaumentata risposta agli stimoli dati. Oltre
a tale meccanismo e risaputa I'implicazione di camienti nell’espressione ed funzione dei
recettori, enzimi, e canali ionici voltaggio dipemdi, nei nervi periferici, neuroni dei DRG, e
sinapsi nel pathway nocicettivo nel sistema nervosntrale (Scholz and Woolf, 2007;
Reichling and Levine, 2009). In seguito al danhmervo, i neuroni dei DRG risultano
danneggiati e diventano piu eccitabili, esibend@ttinita spontanea anormale (Devor, 2009;

Wu et al., 2001), in grado di contribuire ad inéuermodulare il dolore.
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Nello specifico, in seguito ad un danno al nervofgeco nei modelli animali si osserva una
down-regolazione della maggior parte dei canalisdelio voltaggio dipendenti (Wang et al.,
2011) escludendo un ruolo nell'induzione del dglarentrariamente a quanto accade nei
pazienti in cui somministrando dei bloccanti denala del sodio si inibisce una varieta di
sindromi neuropatiche dolorose (Priest and Kaczekgw2007).

Attualmente per la cura del dolore neuropatico rdtthmento predominante consiste
nell'utilizzi degli antidepressivi triciclici (TCA), gli anticonvulsivanti (es: gabapentina, o
carbamazepine) e gli anestetici locali (lidocaidd)CA agiscono principalmente inibendo il
re-uptake della serotonina e della norepinefrinoele corna dorsali; gli anticonvulsivanti,
invece, sono implicati nella stabilizzazione deflembrane.

Ad esempio Gabapentina aumenta i livelli extradatiudell’acido gaba-amino butirrico
(GABA), causandone il rilascio dalle cellule gliaier i farmaci che invece agiscono come
anestetici locali, e ipotizzabile che perpetuintib effetto analgesico bloccando i canali del
sodio.

4. MODELLI PRECLINICI DI DOLORE NEUROPATICO DA CHEM IOTERAPICO

La valutazione del dolore neuropatico negli esserani risulta di difficile approccio a
causa della troppa invasivita nelle pratiche diagide, che sono in grado di indurre danni
irreversibile. Per questo motivi si é resa necésdarvalidazione e facile riproducibilita dei
modelli animali di dolore neuropatico volti allamprensione dei meccanismi implicati nella
genesi del dolore e la valutazione dei potenzialalgesici per il trattamento di tale
sintomatologia. In letteratura sono riportati difieti modelli animali di neuropatia dolorosa
indotta da chemioterapici distinti a seconda deexdi farmaci utilizzati, tra cui derivati dei
platini, i taxani, e alcaloidi della vinca. Un egamdi tabella riassuntiva & presente di seguito,
dove mostrati a titolo rappresentativo le moltdpiombinazioni di modelli animali gia

sviluppati (Tabella 2).
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| ANIMALI | SCHEDULA DURATA | MS | DC
VINCRISTINA
Ratti maschi SD, 250-300gr | 0.1mg/kg7d, 5d/wk 12d \% 1
Ratti maschi SD, 180-200gr | 0.075mg/kg/d 10d \% 0.75
Ratti maschi SD, 300-400gr | 0.1mg/kg/d 14d IV per infusione | 1.4
Ratti maschi SD, 160-180gr | 0.15mg/kg/2d 10d IV 0.75
Ratti maschi SD, 200-300gr | 0.05mg/kg/d 10 IP 0.5
Ratti maschi SD, 250-300gr | 0.1mg/kg7d, 5d/wk 12d IP 1
Topi maschi CD1, 30-35¢gr 1.7mgl/kg, 2wk 10w IP 34
Topi maschi C57BL/6 6w 0.1mg/kg x1 14d IP 0.1
Topi maschi ICR, 22-30gr 0.1mg/kg/d 14d IP 1.4
Topi maschi ICR, 20gr 0.125mg/kg, 2/wk 6wk IP 15
PACLITAXEL
Ratti femmine Wistar , 250gr | 8mg/kg/wk; 16 mg/kg/wk | 5wk IP 40; 80
Ratti femmine SD, 320-450gr| 18mg/kg/d 0 ed 3 ad \Y 36
Ratti maschi SD, 180-200gr | 16mg/kg/wk; 32mg/kgx1l 5wk IP 80;32
Ratti maschi SD, adulti 2mg/kg/2 d 7d IP 8
Ratti maschi SD, 280-300gr | 1mg/kg/d, 5 d/wk 2wk IP 10
Topi femmine C57BL/6, 8wk | 60mg/kg/2 d 7d \% 180
Topi 10mg/kg x 1 1d IP 10
Topi maschi C57BL/6, 6wk 5mg/kg x 1 14d P 5
Ratti maschi Fisher, adulti 10mg/kg, 1/qw 4wk \Y 40
CISPLATINO
Ratti femmine Swiss, 10wk 2mg/kg, 2/wk 4.5wk IP 18
Ratti maschi SD, 150-175gr | 2 o 1mg/kg/3d 4wk IP 15
Ratti maschi SD, 150-175gr | 3mg/kg, 1/wk 5wk IP 15
Ratti maschi Wistar, 280gr 2mg/kg, 1/wk 5wk IP 10
Ratti maschi SD, 175-225gr | 0.5mg/kg/d 3d IP 15
Ratti maschi SD, 220-250gr | 2mg/kg x 1 5d \Y 2
Topi femmine Swiss, 10wk 5mg/kg, 1wk 8wk IP 40
Topi maschi CD1, adulti 6mg/kg ogni3 wk 15 SC 30
Topi maschi C57BL/6, 14wk | 2.3mg/kg, 5 d/5 d rest/5d | 2wk IP 23
OXALIPLATINO
Ratti maschi SD, 175-200gr | 2mg/kg, 2/wk 4wk IV 16
Ratti maschi SD, 175-200gr | 6mg/kg x 1 30hr IP 6
Ratti maschi SD, 220-250gr | 2mg/kg x 1 5d \% 2
Topi maschi C57BL/6, 6wk 3mg/kg x 1 10d IP 3
Topi maschi C57BL/6, 14wk | 3mg/kg, 5 d/5 d rest/5d 2wk IP 30

Tabella 2 modelli animali di neuropatia dolorosa da Vindniat Paclitaxel / Docetaxel/
Cisplatino/ Oxaliplatino; DC dose cumulativa (mgékgmale); MS modalita di
somministrazione; d giorno; hr ora; IP intraperdale; IV intravenosa; SC sottocutanea; wk

settimana

Per quanto riguarda invece lo studio del modellodaliore neuropatico da bortezomib é
possibile fare riferimento all’articolo di Meregadt al., 2010, in cui il modello viene ben
caratterizzato sotto I'aspetto elettrofisiologigstologico e comportamentale. L'utilizzo di
tale modello ha permesso lo studio di un farmaagasico in fase sperimentale (CR4056)

che risulta essere il tema principale di questia tes
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5. RECETTORI | 2 IMIDAZOLINICI

5.1 Descrizione e localizzazione dei recettor |

Due decadi di studi circa l'indagine sulla funzibt@a e la natura molecolare dei
recettori imidazolinici non sono stati sufficieper stabilire I'effettivo ruolo degli stessi. lisit
di legame delle imidazoline, conosciuti come rexettdelle imidazoline (IRs), sono
ampiamente distribuiti nelle cellule del sistemavonso centrale (CNS) e periferico (PNS),
nel fegato, rene e cuore (Gentili et al., 2006)gINaltimi anni, vari studi hanno portato
all'identificazione di tre classi di tali recettoril (recettori imidazolinici che mediano
I'azione simpato-inibitoria nel diminuire la presse del sangue)2 (recettori che sono un
importante sito di legame allosterico per le monoanossidasi -MAQOs-) e I3 (recettore
che lega le secrezioni d’'insulina delle cell@iedel pancreas). Nonostante i molti studi
effettuati al fine di meglio caratterizzare talcettori, solo nel caso della classe I1 e stato
possibile individuare la funzione dello stesso, liogto nell’attivita ipotensivalonidina-like
I 12Rs sono localizzati principalmente esternameiite membrane dei mitocondri dei tessuti
periferici e centrali (Tesson and Parini, 1991 eividono in 12a e 12b a seconda del loro
grado di affinita con l'amiloride, alto o bassospettivamente (Parini et al., 1996).
Contrariamente lo studio molecolare dei recettorcldsse 12 presenta ancora molti punti
sconosciuti, seppur esistono molte evidenze spatatiecirca la loro capacita di modulare a
livello funzionale I'attivita delle MAQOs, enzimi racondriali implicati nella deaminazione
ossidativa dei neurotrasmettitori (Raddatz et28lQ0 e Eglen et al., 1998). Risulta importante
sottolineare che grazie agli studi preliminari digé e colleghi, & stata dimostrata la presenza
di enzimi relativi al metabolismo delle catecolamiMAO) in una sottopopolazione di
neuroni sensoriali primari nei gangli della radd@sale (DRG) (Vega et al., 1991). Risulta
quindi probabile un’azione diretta dei ligandi detettore 12 con i siti di legame del recettore
stesso, localizzati sulle monoamine ossidasi (€atal., 2006; Adams et al., 1999). Infine,
risulta ormai consolidato in letteratura la presedei I2Rs nelle aree cerebrali implicate nella
percezione e nella risposta agli stimoli doloréliggiero et al., 1998).

L’importanza fisiologica dei ligandi dei recettamidazolinici risulta sufficiente per spiegare
la probabile implicazione di I12R in diverse patatdKennedy et al., 2010; Lenz, 2003).
Infatti, recentemente € stato possibile studiareeco recettori di classe 11 e 12 mostrino un

ruolo importante nella proliferazione cellulare, gotazione del grasso corporeo,
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inflammazione e alcune malattie psichiatriche céemdepressione. Altre analisi, inoltre, sono
stati in grado di evidenziare I'efficacia di alcuagenti affini per le imidazoline, nel campo
dei tumori, dello stress, dell’adesione cellulawire che nel dolore neuropatico e

inflammatorio (Head and Mayron, 2006).

5.2 Recettori b, e dolore neuropatico

La neuropatia periferica dolorosa risulta essera noto effetto collaterale dose-limitante
associato ai trattamenti con chemioterapici (Aleg &evine, 2002), come vinca alcaloidi,
taxani, e composti platini derivati. Nonostant®ti progressi nello sviluppo di nuovi farmaci
analgesici, € sempre piu viva la necessita di ifieate agenti terapeutici in grado di bloccare
le anormali sensazioni di dolore, senza intaccaneedjolarita della trasmissione del segnale
doloroso. Recenti studi sono stati effettuati cifcdaerazione di alcuni ligandi endogeni dei
recettori 12 con il sistema degli opioidi. In padiare e stato dimostrato in roditori, come
I'azione dellAgmatina un agonista endogeno dei recettori delle imidaeglsia in grado di
modulare effetto analgesico della morfina, blocaa@danche lo sviluppo di tolleranza (Lione
et al., 1998). L'implicazione del pathway noradmgmeo potrebbe avere una rilevanza

importante nel controllo della sensitizzazione @atattraverso i nocicettori spinale.

5.3 CR4056: nuovo ligando del recettore;|

In un recente studio condotto dal gruppo di ricedcaerrari e colleghi (2011), e stato
possibile caratterizzare I'effetto farmacologicoudi nuovo ligando di,R (CR4056) e testare
I'ipotesi che questo composto sia in grado di inedlum effetto analgesico in due differenti

modelli sperimentali di dolore (Ferrari et al., 201

Figura 4: Formula di struttura chimica del CR4056 [2-phemft6i-imidazol-1yl)]
quinazoline, con formula molecolare C17H12N4 e pastecolare di 272.30).
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Dallo studio preliminare condotto dalla ditta faceatica RottapharmS.p.A, Monza (MB) si
evince come il valore di affinita di legame {§cdi CR4056 con i recettorp imidazolinici
(596 +76 nM), ottenuto mediante I'inibizione corradioligando specifico®H]2-BFI, risulti
coerente con altri composti presenti in letteratUsaiccessivamente e stato dimostrato
mediante studi di affinita e funzionalita con i sit MAO, che CR4056 e in grado di inibire
sia il legame che I'attivita enzimatica di MAO-A maniera molto piu significativa rispetto
I'enzima MAO-B.

Studi di farmacologia sono stati effettuati circattivita analgesica di CR4056 mediante
I'utilizzo di due modelli animali: il dolore neuregico indotto da caspaicina e il dolore acuto
indotto dal freddo. Tali test hanno dimostrato cdiimeerazione diretta con i Sitp Irisulti un
essere una fondamentale necessita per conseruitingtd analgesica; inoltre grazie al primo
modello citato € stato possibile notare una sietta CR4056 e la morfina, possibile in
guanto CR4056 non presenta affinita per i recetippioidi (Ferrari et al., 2011). Nonostante
I'effetto di CR4056 sui livelli di catecolamine avéllo centrale, CR4056 non induce
cambiamenti del comportamento generale degli animalla loro attivita di locomozione, e
sulla coordinazione motoria, verificato mediantst somportamentali quali Irwin, Rotarod e
open-field test (dati non pubblicati). Grazie adsti farmacocinetica inoltre e stato possibile
valutare un rapido assorbimento del farmaco dopsolaministrazione orale del farmaco,
mostrandone un completo assorbimento e un’efficatttaversamento della barriera
ematoencefalica, in accordo con l'effetto analgesiato a livello centrale.

Inoltre, in seguito ad un singolo trattamento oraleatti Wistar femmine con un dosaggio di
20 mg/kg, e stato possibile rilevare un signifieataumento dei livelli di norepinefrina (NE)
nel cervello e solo una tendenza di aumento dicaiecolamina nel midollo spinale, mentre il
trattamento cronico con CR4056 di quattro giornccassivi ha indotta un aumento
significativo di NE in entrambi i tessuti. Tale uisato ha permesso di confermare i dati
presenti in letteratura circa il ruolo della NE rmntrollo spinale e sopraspinale della

modulazione del dolore (Jasmin et al., 2003; Baangt al., 2009).
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6. CHEMIOTERAPICI ANTITUBULINICI

Gli agenti antitubulinici sono prevalentemente noole di origine naturale, derivati da
piante ed organismi marini. | primi composti digine vegetale, utilizzati efficacemente in
clinica, furono glialcaloidi della vincaestratti da Catharanthus roseusartire dagli anni ‘50.
Nei decenni successivi € stata messa in risaltthheai@azione deitaxani una classe di
molecole provenienti da estratti di Taxus brevéoli
La scoperta di un target farmacologico nella cweatamori, quale la tubulindya dato il via
alla ricerca di nuove molecole aventi lo stessadglio d’azione. Tali molecole sono state
genericamente classificate come agenti stabilizzanicrotubuli; tra questi i piu promettenti
sono la discodermolide, la eleuterobina e gli égoiti In particolare questi ultimi hanno
dimostratoin vitro di essere maggiormente competitivi rispetto allifza®! dimostrando
elevata affinita per la tubulina e suggerendo $&siza di un comune sito di legame sul
bersaglio (Ojima et al., 1999).

Il meccanismo d’'azione degli antitubulinici coneistella loro capacita di interferire con i
microtubuli, coinvolti nella costruzione del fusatatico durante la fase M del ciclo cellulare,
rallentando notevolmente la crescita tumorale.gni @aso, sebbene nelle cellule proliferanti
guesta sia la loro principale funzione i microtuqudssono essere implicati anche in altre
funzioni cellulari come la migrazione, I'emissiomkel cono di crescita neuronale ed il

trasporto assonale di macromolecole.
6.1 Struttura dei microtubuli

La struttura cellulare del citoscheletro & costityirincipalmente da:

« filamenti di actina costituiti da due subunita diverse che interamscformando una
serie di fasci paralleli di sostegno meccanico lpemembrana cellulare, necessari
soprattutto nelle divisioni cellulari

* microtubuli, costituiti dal’assemblaggio di subunitae p e implicati in numerosi e
importati processi quali: rasporto intracellulare di macromolecole, la sggréone
cromosomica durante la divisione cellulare, il neamnmnento della morfologia
cellulare, il differenziamento e I'apoptosi (Mardreand Horwitz, 1984; Wang et al.,
1999; Jordan and Wilson, 2004).

» filamenti intermedi costituiti da subunita fibrose che si uniscondoamare una
struttura a cordone, agendo da supporto struttusaj@attutto nelle cellule sottoposte

a resistenza meccanica
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| primi due componenti del citoscheletro presentam@ dinamicita nel fenomeno di
associazione e dissociazione delle subunita diepretglobulari che li costituiscono. Nella
struttura del citoscheletro sono inoltre presetiti apecie proteiche accessorie in grado di
legare i filamenti tra loro, e strutture di movin@nameboide o delle ciglie, come la

membrana plasmatica.

6.2 Funzionalita biologica e formazione dei microthuli

I microtubuli presentano un meccanismo di polingEaizone e depolimerizzazione necessario
per il mantenimento della dinamicita degli steséittando I'energia ottenuta dall’idrolisi di
GTP (Jordan and Wilson, 2004). Tale meccanismoeatewna fase denucleazioneed
elongazionedurante i quali la formazione di un corto nucleoséguita dall’aggiunta
all'estremita positiva di dimeri di tubulina congkemi non covalenti. Evidenze pregresse
hanno dimostrato la polarita intrinseca dei midooly dovuta alla disposizione della
tubulina. Infatti le subunita della tubulina risnb orientate tutte nella stessa direzione dirette
verso la stessa estremita del microtubulo, detemaio cosi una differenza strutturale e
chimica tra le due estremita. Da recenti studivitro € stato dimostrato che una bassa
concentrazione di tubulina libera € in grado divimd un lento accorciamento di entrambe le
subunita positiva e negativa, che rallenta ultenemte (fino al punto di equilibrio dinamico)
una volta che la concentrazione di tubulina vieleeementata. Andamento contrario, invece,
viene evidenziato se le concentrazioni di tubulibara sono elevate; infatti in questo caso si
ha una formazione spontanea dei microtubuli sehbessagno di alcuna proteina iniziatrice
quale la tubulinay, come invece avviene fisiologicamente nella callal partire dal
centrosoma. La cellula quindi mantenendo bassaraentrazione di tubulina, € in grado di
modulare la dinamicita tipica dei microtubuli, résymentandone la formazione. Il fenomeno
di polimerizzazione all'interno della cellula viem@ganizzato da strutture adibite, quali i
centri di organizzazione dei microtubuln grado di fungere da base per il loro allungaine

Il principale centro conosciuto € il centrosomastitaito dai cetrioli (una coppia di cilindretti
cavi) la cui parete é formata da nove triplettendcrotubuli. Dai centrioli si organizzano
quindi i microtubuli che danno origine al fuso nito, necessario per indirizzare i

cromosomi ai due poli della cellula in divisione.
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Il meccanismo di dinamicita risulta infine regolasmche da altre proteine associate ai
microtubuli, tra cui: leproteine associate ai microtubu{MAPS) che convertono la rete

instabile di microtubuli in una ossatura relativanteepermanente, e la presenza di proteine

che incapsulano I'estremita crescente della tubulimpedendone la depolimerizzazione.

6.3 Meccanismo d’azione dei farmaci antitubulinici

| farmaci antitubulinici sono riconosciuti tali, uanto in grado di modulare I'equilibrio di
polimerizzazione della tubulina, stabilizzando onmea formazione dei microtubuli e
regolandone il ciclo cellulare. Dal momento checdlrretto movimento dei cromosomi e
I'appropriata segregazione nelle cellule figliehrede una costante dinamicita, la mitosi
risulta un processo altamente sensibile all’azibgifarmaci attivi sui microtubuli.
In letteratura sono attualmente presenti princigalt® due classi di farmaci antitubulinici:

» farmaci in grado di prevenire la depolimerizzazide#a tubulina (taxani ed epotiloni)

» farmaci in grado di prevenire la polimerizzaziordal tubulina (vincristina) (Wang et

al., 1999).

In entrambi i casi, la disorganizzazione dei migbelli comporta I'induzione dell'apoptosi in
cellule tumorali attraverso la fosforilazione e myii inattivazione di bcl-2 (Haldar et al.,
1995).
Le conseguenze che gli agenti antitubulinici prashec sulla funzione cellulare sono
complessi in quanto coinvolgono differenti pathvegopptotici di trasduzione del segnale, tra
cui: c-Raf-1/Ras/Bcl-2, p53/p21WAF1/CIP1, Proteimnasi A e MAPK/p34cdc2-ciclina A e
B kinasi. Inoltre la destrutturazione dei microtlibcausata dagli agenti antitubulinici si
concretizza nell’induzione delbmor-soppressop53, nell'inibizione delle chinasi cicline-
dipendenti, nella attivazione e inattivazione dietlse protein chinasi associate direttamente o
indirettamente con la fosforilazione di bciRasu and Haldar, 1998).
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MATERIALI E METODI

1. STUDI IN VIVO : modello animale
1.1  SVILUPPO DEL MODELLO ANIMALE

Per gli studiin vivo sono stati utilizzati ratti Wistar femmine (formie Harlan Italia,

Corezzana, Italia) del peso corporeo iniziale casprtra i 195 ed i 200 g. La scelta del ceppo
e del sesso e stata fatta in accordo con dati igigepti in letteratura riguardanti i modelli
animali di neuropatia periferica insorta a segutiotrattamenti cronici con bortezomib
(Cavaletti et al., 2007; Meregalli et al., 2010).

Per lintero periodo della sperimentazione gli aalimvengono stabulati 3 per gabbia, in
opportuni locali di stabulazione caratterizzatiusiaciclo di luce-buio artificiale di 12 ore e da
temperatura e umidita di 22+2°C e 55+10% rispettgate che vengono mantenute
controllate e costanti. Per tutta la durata dgléesnento gli animali dispongono di cibo ed
acquaab libitume giornalmente viene valutato lo stato di salubemessere dell’animale.

Le procedure di trattamento e cura degli animalosstate messe a punto in conformita con la
legislazione nazionale (D.L. n. 116azzetta Ufficiale della Repubblica Italiarsyppl. 40,
Feb. 18, 1992) e le disposizioni e le linee guidk@rnazionali (direttiva del Concilio CEE
86/609, OJ L 358, 1, Dec.12, 19&3uide for the Care and Use of Laboratory AnimalsS.

National Research Council, 1996).

1.2 PREPARAZIONE DELLE SOLUZIONI

Il bortezomib (venduto da LC Laboratories, Wobuktd) € una polvere pura, priva di

eccipienti,che viene conservata a -20°C; la buprenorfina (Tesiecg® 0.3mg/ml) e venduta
sotto forma di soluzione iniettabile mentre il CR80e la gabapentina (entrambe polveri)
sono gentilmente fornite dalla ditta farmaceuticat&harm-Madaus (Monza, Italia).

Per gli studiin vitro sia il bortezomib che il CR4056 vengono prepanaimediatamente
prima dell’'uso sciogliendoli in DMSO e diluendoklrmedium di cultura.

Per i diversi esperimenin vivo la soluzione iniettabile di bortezomib viene prgpa fresca

al momento dell’'utilizzo attraverso la risospensigraduale della polvere con 5% Tween 80
e, successivamente con 5% etanolo 100%. A quektai@®e, mantenuta in ghiaccio, viene
aggiunta lentamente una soluzione fisiologica feedd NaCl 0.9% immediatamente prima

della somministrazione.
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Il bortezomib viene somministrato per via endovenosella vena caudale dell’animale
mediante previo riscaldamento della coda in un bagntermostatato a 42°C al fine di
vasodilatare la vena e renderla turgida e visddileperatore.

I CR4056, risospeso in 5% metilcellulosa e misitetaediante I'impiego di un potter, viene
somministrato giornalmente per via orale attravérgdizzo di un catetere alloggiato su una
siringa da insulina. Sia la gabapentina che le dngfina sono entrambe sciolte in acqua
iniettabile sterile, e somministrate oralmente labapentina e per via sottocutanea la

buprenorfina.

1.3 MODALITA’ DI SOMMINISTRAZIONE
Nell’'esperimentd (studio pilota di dose-finding) le dosi di bortezib, buprenorfina e

CR4056 sono selezionate sulla base di precededii gt presenti in letteratura (Meregalli et
al., 2010; Canta et al., 2009a, Ferrari et al.,120thentre nell’esperimeri®ole tre dosi di
CRA4056 sono state ricavate a seguito dei risudtegnuti dall’esperimento di dose-finding. La
dose di gabapentina e stata scelta da dati drdaita (Kusunose et al., 2010). Infine per
I'esperiment@, e stata utilizzata un’unica dose di 0,6 mg/kguiaiata dai due esperimenti
precedenti, in quanto ritenuta opportuna per cdirgenna corretta valutazione dell’effetto
terapeutico e preventivo dell’analgesico CR4056.

1.3.1 Esperimento 1

Come rappresentato nel flow-chart riportato in By, I'esperimenta, per il quale sono stati
impiegati 70 ratti Wistar femmina, consta di dueifdella durata di 8 e 2 settimane
rispettivamente. All'inizio della Fasel gli anima&ono stati randomizzati in due gruppi: un
gruppo di animali di controllo non trattati (CTRIb=20) e un gruppo trattato per via
endovenosa con bortezomib alla dose di 0.2mg/kglté Va settimana per 8 settimane (BTZ,
n=50). Al termine della Fasel, il trattamento camtézomib & stato interrotto e gli animali
sono stati ri-randomizzati in gruppi omogenei sbidese dei risultati ottenuti con il Dynamic
test. 1 20 animali di controllo, che non sono steditati con bortezomib durante la Fasel,
sono stati divisi in un gruppo di controllo (CTRi510) e un gruppo che inizia il trattamento
orale con CR4056 alla dose di 60mg/kg (CR4056 §Q0h

Gli animali che erano stati trattati con bortezonmbece vengono divisi in 5 sotto-gruppi: 3
gruppi iniziano il trattamento orale con CR405& albsi di 6, 20 o 60mg/kg rispettivamente
(BTZ+CR4056 6; BTZ+CR4056 20; BTZ+CR4056 60, n=H) piascun gruppo), 1 gruppo

inizia il trattamento sottocutaneo con buprenorfaia dose di 28,8 pg/kg (BTZ+Bupre,
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n=10) e il restante gruppo non riceve piu alcuméago (BTZ-fu, n=10). Sia il CR4056 che la
buprenorfina vengono somministrate giornalmentd’peera durata della Fase2.

1.3.2 Esperimento 2

Come rappresentato nel flow-chart riportato in B, I'esperimentd, per il quale sono stati
impiegati 72 ratti Wistar femmina, consta di dueifdella durata di 8 e 3 settimane
rispettivamente, seguite da una settimana di fellpwAll'inizio della Fasel gli animali sono
stati randomizzati in due gruppi: un gruppo di aaindi controllo non trattati (CTRL, n=12)
e un gruppo trattato per via endovenosa con bartdr@lla dose di 0.2mg/kg 3 volte la
settimana per 8 settimane (BTZ, n=60). Al termiefladFasel, il trattamento con bortezomib
e stato interrotto e gli animali sono stati ri-ramdzzati in gruppi omogenei sulla base dei
risultati ottenuti con il Dynamic test. | 12 animdl controllo della fase 1 continuano a non
essere trattati (CTRL, n=12) mentre gli animali advano stati trattati con bortezomib
vengono divisi in 5 sotto-gruppi: 3 gruppi iniziaiidrattamento orale con CR4056 alle dosi
di 0.6, 2 o 6 mg/kg rispettivamente (BTZ+CR4056; B8 Z+CR4056 2; BTZ+CR4056 6,
n=12 per ciascun gruppo), 1 gruppo inizia il tnakt@to orale con gabapentina alla dose di
100 mg/kg (BTZ+Gaba, n=12) e il restante gruppo riceve piu alcun farmaco (BTZ-fu,
n=10). Sia il CR4056 che la gabapentina vengononsaistrate giornalmente per l'intera
durata della Fase2.

1.3.3 Esperimento 3

Come rappresentato nel flow-chart riportato in BG, I'esperimentd, per il quale sono stati
impiegati 76 ratti Wistar femmina, consta di dueifdella durata di 6 e 4 settimane
rispettivamente. All'inizio della Fasel gli animalono stati randomizzati in quattro gruppi:
un gruppo di animali di controllo non trattati (CIRn=10), un gruppo trattato per via
endovenosa con bortezomib alla dose di 0.2mg/kgl& Ma settimana (BTZ, n=36), un
gruppo trattato per via orale con CR4056 alla dpsmaliera di 6mg/kg (CR4056, n=10), un
gruppo co-trattato per via endovenosa con bortdzoatia dose di 0.2mg/kg 3 volte la
settimana e CR4056 alla dose giornaliera di 6m¢@AiZ+CR4056, n=10). Al termine della
Fasel gli animali sono stati ri-randomizzati ingguomogenei sulla base dei risultati ottenuti
con il Dynamic test. Al termine delle 8 settiman@esmentali, sono stati sacrificati: n=4
animali CTRL, n=6 animali trattati con BTZ, n=4 arali trattati con CR4056, n=10 animali
co-trattati. Gli animali rimasti invece proseguofiwo alla decima settimana: CTRL (n=6)
proseguono senza alcun trattamento, BTZ (n=10)egomno la somministrazione con
bortezomib 0.2mg/kg 3 volte la settimana, CR4056 §h proseguono a prendere CR4056,
BTZ+CR4056 (n=10) proseguono il cotrattamento.
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Infine, n=10 trattati fino nella 1 fase con BTZ,nh@ iniziato ad essere co-trattati con
BTZ+CR4056, mentre altri n=10 hanno raggiunto Ilse8imane di trattamento con BTZ, e
solo per le ultime 2 settimane dell’esperimentoosstati co-trattati (BTZ+CR4056).

Exp1 Fase 1 Fase 2

(8 settimane) (2 settimane)

Inizio frattamento CR4056

Y

Controlli non trattati (CTRL, n=20) - CTRL (r=10)

CR4056 60mg/kg (CR405660,1=10)

Stop trattamento Bortezomib
Inizio frattamento CR4056

Bortezomib 0.2mg’kg (B1Z, n=50) Nessun traftamento (Bl2-fu , n=10)
CR4056 60mg/kg (B12+CRA05660, n=10)
CR4056 20mg/kg (B1£+CRA056 20, n=10)

CR4056 6mg'ke (BTZ+CR40356 6, n=10)

A — Buprenorfina 28.8 pug’kg (BTZ+Bupre, n=10)
Fxp2 Fase 1 Fase 2
(8 settimane) (3 settimane)

Controlli non trattati (CTRL, n=12)

CTRL (n=12)

Stop trattamento Bortezomib
Inizio tratiamenia CR4058

Bortezomib 0.2mg'kg (BIZ, n-60) \l./ Nessun trattamento (BTZ-fu , n=12)
]
CR4036 0.6mg’kg (BTZ+CR4056 0.6 1=12) Dc;
=
CR4056 2mg’kg (B1£+CR40562,n=12) =
CR4036 6mg’kg (BI£+CR40566,1=12) ?g
B — Gabapentina 100mg’kg (BTZ+Geba, n=12)_| +
Exp 3 Fase Fase 1 Fase 2
(6 settimane) (4 settimane)
Settimana 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gruppi
l an= 4 NANNANNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNN S
lb n:G /\I\/\I\/\I\/\I\I\/\I\/\/\I\/\/\I\/\I\I\I\/\I\/\AA/\AA/\I\/\/W\/\A/\/\A/\AI\/\AA/\AI\/\AAAAI\AAI\/\AI\/\AS
2an=4 S
2b n=6 S
3an=10 +++++++++++++ -+ S Legenda:
3b n=10 B o B llalalalehababalala A
IS i —esan vatameto
n= °°° = CR4056 6mg/kg
4a n=10 S +++ =BTZ Ong/kg
4b n=10 S ¥* = BTZ + CR4056
C S = sacrificio

Figura 5A,B,C: Flow-chart degli esperimenti 1,2 e 3
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14 METODI DI VALUTAZIONE
Per tutti gli esperimenti, durante il periodo dattamento e al termine di questo sono stati

valutati diversi parametri che sono indice di upasicita generale (quali mortalita, peso
corporeo, analisi ematologiche ed ematochimichdi) reeurotossicita periferica associata alla
comparsa di dolore neuropatico (quali velocita @hduzione nervosa, analisi istopatologica
del nervo sciatico e gangli della radice dorsale@)Rest comportamentali) indotti dal

trattamento cronico con bortezomib.

1.4.1 TOSSICITA' GENERALE E PESO CORPOREO

La valutazione giornaliera del benessere dell’ateneda variazione dell’incremento del peso

corporeo durante il periodo di trattamento vengompiegati per stimare la tossicita generale
indotta dal farmaco. La variazione ponderale dii@mmale viene effettuata all'inizio della
sperimentazione e bisettimanalmente. La bilancipiegata (Adventurer SL, Ohaus, Pine

Brook, NJ, USA) fornisce il peso dell’animale camiaccuratezza pari al decimo di grammo.

1.4.2 NEUROTOSSICITA’: VELOCITA’ DI CONDUZIONE NERVOSA
La valutazione della velocita di conduzione nervesdilizzata nella gran parte degli studi di

neurotossicita come indicatore dell’azione tossieafarmaco in esame a livello del sistema
nervoso periferico. In letteratura, diversi stugdortano infatti un decremento della velocita di
conduzione in ratti trattati con diversi chemiofecatra i quali il bortezomib stesso (Cavaletti
et al., 2007). | vantaggi dell'impiego di questatoakca &€ che non risulta essere invasiva, non
necessita l'utilizzo di anestesia in quanto nonna procedura dolorosa per I'animale e
soprattutto puo essere ripetuta nel tempo duradinterb studio senza danneggiare la coda
dell’'animale.
La misurazione, effettuata in condizioni standand ambiente a temperatura e umidita
controllate ( 22+2°C e umidita del 55+10% ), viesseguita lungo il fascio di nervi caudali
della coda dell’animale, mediante [l'utilizzo di #tedi ad anello rispettivamente di
registrazione e stimolazione. Tale misura vienauteéh determinando la differenza della
latenza dei potenziali d’azione evocati, a segditona stimolazione dell'intensita di 80mA e
della durata di 100msec, registrati impiegando compia di elettrodi posizionati sulla parte
distale della coda.
L’elettrodo stimolatore & posizionato a 10 cm (bdska coda) e a 5cm rispettivamente dagli
elettrodi di registrazione localizzati prossimaligeriLa latenza, ossia il tempo che il nervo
caudale impiega per condurre lo stimolo nervoso léradue posizioni di stimolazione
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(calcolato come differenza tra i due picchi delepaiale d'azione) viene utilizzato per
calcolare la velocita di conduzione del nervo steatiraverso I'apparecchiatura ed il software
Mytoll (EBN Neuro, Firenze). Vedi Fig. 6

WOC Sersitiva  : : i coduratte

Chi

Ch Hoooidfoend
imy

ol | | R

P
=
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!

‘ Contmllo : : : - Traltalo
Figura 6: Misurazione della velocita di conduzione nervosaihgo il fascio di nervi caudali.
Esempio di misurazione della latenza (L) e d'ond&x@ a picco del nervo caudaile un ratto di
controllo e in un ratto trattato con chemioterapi&cseguito del trattamento con il chemioterapico s

osserva un aumento della latenza associata adduzsone della velocita di conduzione.

1.4.3 NEUROTOSSICITA’: ANALISI MORFOLOGICA DEL NER/O SCIATICO E DEI
GANGLI DELLA RADICE DORSALE (DRG)
Al termine dello studio, gli animali vengono sadti mediante inalazione di GBeguita da

dislocazione cervicale e vengono prelevati campibmiervo sciatico e i DRG L4-L5. | nervi
sciatici vengono fissati per immersione utilizzangioa soluzione di glutaraldeide al 3%
mentre i DRG in una soluzione composta da parafioeide 4% e glutaraldeide 3%,
entrambe preparate in tampone fosfato 0,12M e gH 7.

Dopo 3h di fissazione sia i campioni di nervi ch®BG vengono lavati in tampone fosfato e
post-fissati in una soluzione di tetrossido di astflo in tampone cacodilato 0,12M.

In seguito, i campioni vengono sottoposti ad ursiddatazione progressiva per immersione in
etanolo a concentrazioni crescenti e inclusi imegespossidica.

Al termine del processamento, mediante ['utilizzouh microtomo (Leica RM2265) si
ottengono delle sezioni semifini di nervo e/o di®HRello spessore di 1,5um che vengono
successivamente colorate con blu di toluidina j@siservazione al microscopio ottico Nikon

Coolscope (Nikon Instruments, Calenzano, Italia).
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1.4.4_TEST COMPORTAMENTALIDYNAMIC E PLANTAR TEST
Al fine di valutare nei nostri modelli sperimentédi comparsa di dolore neuropatico sotto

forma di allodinia e algesia, € stato impiegatdyinamic Aesthesiometer Test (modello
37400, Ugo Basile Biological Instruments, ComeNayese, Italia) e Plantar test ( modello
37370, Ugo Basile Biological Instruments, Come¥arese, Italia). Il Dynamic test si basa su
una stimolazione meccanica non dolorosa sotto falhpaessione esercitata da un filamento
metallico di 0,5mm di diametro; tale filamento es@& una pressione crescente (intensita di
stimolo) in un dato intervallo di tempo (rampa) chengono impostate dall’operatore
all'inizio di ogni nuovo protocollo sperimentale.eNb specifico, nei diversi esperimenti
descritti € stata scelta un’intensita di stimolei @a50gr che vengono raggiunti in 20sec. |l
plantar test, invece, si basa su di uno stimolomslb con una fonte termica che irradia con
un’ intensita costante di 40 IR.

Nell’esperimenta il Dynamic test e stato effettuato prima dell’ioizdel trattamento degli
animali con bortezomib (valori basali) e successeate dopo 8 settimane di trattamento
(Fasel). Durante la Fase2 il test e stato ripedofo 1,3,7 e 14 giorni di trattamento con
CR4056 e buprenorfina. Mentre il plantar test,aoseffettuato solo nel primo esperimento,
al termine delle 8 settimane di bortezomib e dopgiofni di trattamento con il CR4056.
Nell’esperiment@, durante la Fasel, il dynamic test é stato eseglibasale e alla fine delle
8 settimane di trattamento con bortezomib, mentrartte la Fase2 e stato ripetuto dopo
1,4,14 e 21 giorni di trattamento con CR4056, gaehtipa e al termine del periodo di follow-
up. Nell’esperimentd, durante la Fasel, il dynamic test é stato esegliibasale e alla fine
delle 8 settimane di trattamento con bortezomibtreeturante la Fase2 e stato ripetuto dopo
1,4,14, 21 e 28 giorni di trattamento con CR4056.

In tutti e tre gli esperimenti il dynamic test veeeseguito 1 ora dopo il trattamento con
CR4056 e 30 minuti dopo la somministrazione di gabbéna e buprenorfina. Mentre il
plantar test € stato effettuato 1h dopo il dynatest.

Al basale, prima di effettuare i test comportamintdi animali vengono sottoposti ad un
periodo di training di tre giorni durante i quakngono alloggiati all'interno di opportune
gabbie di contenzione senza ricevere alcuna staiuria e lasciati ambientare per un periodo
di 10 minuti al giorno. Questo training &€ necessaer far abituare 'animale allo strumento,
alla presenza e manipolazione dell'operatore a fiin non creare situazioni di stress per

I'animale e per minimizzare I'errore nella lettudelle misure durante la fase di test.
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Il giorno delle misurazioni, I'unitd operativa chapporta il filamento (dynamic) o la fonte di
calore (plantar), viene posizionata rispettivamest¢to una griglia o piano di plexiglas
satinato, sul quale vengono sistemati gli animar pp studio, ciascuno alloggiato in
un’opportuna gabbia di contenzione. Dopo un perididacclimatamento di circa 10 minuti,
lo stimolo viene posizionato sotto la superficiarhre della zampa posteriore dell’animale.
Nel caso del dynamic test, I'unita di controllo Idestrumento rileva i grammi di risposta
dell'animale allo stimolo esercitata dal filamenteetallico; il plantar, invece, registra il
tempo che intercorre tra l'inizio dello stimolo dabso e il momento in cui 'animale toglie la
zampa dalla fonte di calore. Nel caso del dynamaicstimolazione viene effettuata su
entrambe le zampe posteriori dell'animale, altewaatente per un totale di tre letture per
zampa facendo intercorrere un tempo di 2 minututra lettura e quella successiva, mentre
per il plantar vengono sempre rilevate sei misor&,solo quattro sono utilizzate per il valore
medio. Il valore ottenuto calcolato come mediaudtet le misure effettuate per il singolo
animale rappresenta il tempo/grammi di risposta stilmolo.

Il dispositivo € dotato di un meccanismo di probe® automatica che previene una
esposizione potenzialmente istolesiva al testtrieptutte le procedure vengono eseguite da
un singolo operatore, in condizioni di sicurezzagleanimali impostando un periodo di cut-

off di 30 sec per il dynamic test e di 20 sec ppfantar.

Plantar test Dynamic test

Gabbia di contenzioneg

s ~ <«+—— Griglia metallica
Piano plexiglas»
Unita operativa

Unita di controllo

Figura 7: Strumentazione del Dynamic e Plantar Test
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1.4.5 EMATOLOGIA ED EMATOCHIMICA
Da tutti gli animali controllo e trattati a fineattamento é stata effettuata la raccolta dei

campioni di sangue dall’aorta addominale previastesa. | parametri ematologici tra cui
I'ematocrito, vengono determinati su campioni digze intero analizzati con lo strumento
PENTRA 60 C+ (Horiba ABX). L'analisi di ematochinai@ stata effettuata mediante sistema
automatico MIRA PLUS (Horiba ABX) su siero ottenygieevia centrifugazione del campione
di sangue a 2500 g per 15 minutia 14 ° C.

I metodi impiegati per la valutazione dei divggarametri sono stati:

o Creatinina metodo cinetico Jaffé al picrato alcalino sengprdteinizzazione
o Urea metodo enzimatico UV Ureasi-GLDH

o ALT: metodo UV ottimizzato secondo IFCC senza piridtiesfato

o AST: metodo UV ottimizzato secondo IFCC senza piridiesfato

15 ANALISI STATISTICHE

Alla fine delle analisin vivo, i dati raccolti sono stati comparati tra loroueds essi sono stati

svolti test statistici mediante “ANOVA test” e Tuke Multiple Comparison Test, fissando
una soglia di significativita a p <0.05, e validanth significativita dei risultati ottenuti
attraverso il software Prism (GraphPad Software $an Diego, Ca, USA).
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2. STUDI IN VITRO: LINEE CELLULARI

Le linee cellulari tumorali umane impiegate pepstni studi sono: la linea NCI-H460 (H460)
del tumore al polmone a cellule piccole (NSCLC)Jiteea di adenocarcinoma A549 e due
linee di mieloma multiplo RPMI8226 e H929.

Le linee H460 e A549 sono mantenute in cultura cédmenolayer’” a una temperatura di
37°C in un ambiente contenente il 5% di £© conservate in fiasche da 75c@orning,
New York, NY) nel terreno di crescita RPMI conteteeh-glutammina 2mM e addizionato di
FBS10%, penicillina e streptomicina.

La linea RPMI8226 viene mantenuta in cultura inpgosione nel terreno di crescita RPMI
contenente L-glutammina 2mM e addizionato di FBS1péicillina e streptomicina.

La linea H929 viene anch’essa mantenuta in culinraospensione nel terreno di crescita
RPMI contenente L-glutammina 2mM ma addizionatd-BS10%, streptomicina, 1.5¢g/l di
bicarbonato di sodio, HEPES 10mM, sodio piruvatdvLen2-mercaptoetanolo 0.05mM.

2.1 REAGENTI CHIMICI
L’'RPMI-1640, la penicillina (100U/ml), la streptoama (100ug/ml) e I' HEPES, sono stati
acquistati da Euroclone (Pero, Italia), il sierwibo fetale (FBS) da Hyclone (Logan, UT), il

sodio bicarbonato e il 2-mercaptoetanolo da GIB@arlsbad, CA) il sodio piruvato da
Lonza (Verviers, Belgio). | restanti reagenti chiirsono stati acquistati da Sigma (St.Louis,
MO).

2.2 COLTURE ORGANOTIPICHE DEI GANGLI DELLE RADICI DORSALI

In seguito a studi gia precedentemente effettuadada neurotossicita indotta da bortezomib

(e non riportati in questo lavoro), si sono restassari ulteriori test volti allo studio di un
eventuale presenza di citotossicita indotta dal @84 A tal fine sono state allestite colture
organotipiche dei gangli delle radici dorsali edés con un range di valori tra i 10-881. Le
dosi testate sono state suggerite dal gruppo R@tap che hanno gia effettuato precedenti
studi su altre linee cellulari. Per I'allestimerdotali colture i DRG sono stati prelevati in
condizioni di sterilita da embrioni di ratti SpragiDawley al 15° giorno e piastrati su dish
collagenate del diametro di 35 mm. | DRG sono pati sncubati per due ore a 37°C e al 5%
di CO2 in terreno AN2 contenente MEM addizionatm ¢@alf Bovine Serum al 10%, 50

mg/ml di Acido Ascorbico, 1.4 mM di L-Glutammina@ucosio allo 0.6%. A tale terreno
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sono poi stati aggiunti Nerve Growth Factor (NGHyleroxuridine (Fudr) rispettivamente
alle concentrazioni di 5 ng/ml e 10-5 M con la fiome di rimuovere le cellule di supporto
(Scuteri et al., 2006). Al termine delle due ore, gtudiare gli effetti neurotossici del CR4056
sull’allungamento del neurite, i DRG sono statittaa con differenti concentrazioni del
farmaco per 24 e 48 ore usando i DRG trattati tsolo terreno AN2 addizionato con NGF
come controllo.

| DRG sono stati fotografati attraverso un micrgsoca contrasto di fase 24 e 48 ore dopo
I'aggiunta del farmaco e la neurotossicita e stalatata misurando la lunghezza del neurite
maggiore in ciascun DRG attraverso il software ledagNIH, Bethesda, Md, USA). La
variazione della lunghezza del neurite, comparatpella controllo tramite una griglia di
calibrazione fotografata nelle stesse condiziongne espressa come percentuale del
decremento rispetto alla lunghezza dei neuritiedetilture controllo. Sui risultati ottenuti e
stata svolta un’analisi della varianza (ANOVA), cui e stato poi svolto il Test di Tukey
come post-test, con il software Prism (GraphPatn&oé Inc, San Diego, Ca, USA).

2.3 SAGGIO DI CITOTOSSICITA’
L'inibizione della crescita cellulare nelle diver$ieee tumorali indotta da BTZ, € stata
studiata utilizzando il saggio MTT [3-(4,5-Dimei@zolo-2-yl)-2,5-difeniltetrazolo bromide].

Per tale saggio, le cellule sono state piastratenultiwells” da 96 pozzetti (Corning, New
York, NY) alla concentrazione di 3000cellule peagira per le linee A549 e H460 e ad una
concentrazione di 20000cellule per piastra per RB226 e H929.

Dopo 24h, le cellule sono state trattate con camaeioni crescenti di BTZ (0.05-250 nM)
per 72h al termine delle quali sono state inculsate MTT ad una concentrazione finale di
0.5mg/ml. | cristalli di formazan formatisi vengopoi disciolti in dimetilsulfossido (DMSO)
per le linee A549 e H460 o in HCI 1N isopropanoés | linee RPMI 8226 e H929 ed ¢ stata
poi valutata la densita ottica a 540nm.

L’inibizione della crescita viene valutata come gagrtuale dell’assorbanza del controllo
(cellule trattate con il veicolo) rispetto all’'assanza prima dell’aggiunta di BTZ.

La concentrazione di inibizione del 50% della citascellulare (IGy) € stata calcolata
mediante l'utilizzo del programma GraphPad PrisniG8aphPad Software Inc., La Jolla,
CA).
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2.4 STUDIO DI NON-INTERFERENZA
Al fine di valutare se il trattamento con CR405Gg3se interferire con I'azione antitumorale

del BTZ, sono stati messi a punto studi di nonkfetenza in cui le linee di NSCLC e di
mieloma multiplo sono state co-trattate con BTZR4056 da soli o in co-trattamento per
72h. Le diverse linee cellulari sono state espakdeconcentrazione Kgdi BTZ (ottenuta dal
saggio di citotossicita precedentemente descritte) solo o in co-trattamento con tre
concentrazioni crescenti di CR4056 (3, 10 e 30dMltre, le cellule sono state trattate anche
con CR4056 alle tre diverse dosi da solo o corokedlta di veicolo (DMSO).

L’inibizione della crescita cellulare € stata pestita mediante I'impiego del saggio MTT
descritto nel paragrafo precedente.

2.5. _ANALISI STATISTICHE
Alla fine delle analisin vitro, i dati raccolti sono stati comparati tra loroueds essi sono stati

svolti test statistici mediante “ANOVA test” e Tuke Multiple Comparison Test, fissando
una soglia di significativita a p <0.05, e validankh significativita dei risultati ottenuti

attraverso il software Prism (GraphPad Software $an Diego, Ca, USA).
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3. EFFETTO FARMACODINAMICO DI BORTEZOMIB
SULL’ATTIVITA’ DEL PROTEASOMA

Bortezomib e stato somministrato nei ratti Wisemnimine con una dose di 0.2 mg/kg (iv). Il
prelievo di sangue periferico per la valutazion#atévita del proteasoma, circa 5Q0 per
animale) é stato effettuato sia in una condizioné&rattamentoacuto (1h, 24h e 48h dal
singolo trattamento), sia successivamente allseitimana, e al termine del trattamento
cronico di 8 settimane (1h, 24h e 48h dall’'ultima somnima®ione). Una volta ottenuto |l
sangue mediante un prelievo dall'aorta degli aniarastetizzati con ketamina/xilazina, sono
stati isolati i PBMC (peripheral blood mononuclezell) da sangue intero secondo la

metodologia sotto descritta.

3.1 ISOLAMENTO PBMC DA SANGUE INTERO

La procedura di isolamento dei PBMC é basato swicipio di stratificazione su Ficoll-
Paque® Plus (Euroclone, Pero, Italia) ovvero sindb un gradiente di densita. | tre strati che
si vengono a formare presentano: plasma (comeopsirato), PBMC (nell'interfase), e
cellule rosse del sangue (sul fondo).

- La quantita di sangue al momento del prelievoedessere riposta in una provetta
contenente un anticoaugulante

- La quantita di sangue (circa 50k deve essere diluita 1:1 (v/v) con soluzione insal
0,9% (v/v)

- Stratificare la soluzione ottenuta su 3 ml dediiPaque® (mantenendo circa un
rapporto di 2:1 di sangue: Ficoll-Paque)

- Centrifugare a 500g per 30 minsenza brealka 20°C e dopo aver rimosso il primo
anello ottenuto della stratificazione, recuperamedllo di linfomonociti in sospensione

- Effettuare un lavaggio con 5 ml di PBS 1Xfreddo

- Centrifugare a 483g per 10 minatn breaka 4 °C

- Decantare il surnatante, mentre il pellet vigsespeso in 1 ml di PBS freddo

- La sospensione deve essere trasferita in eppletiald,5 ml e centrifugata a 65009 per
10 minuticon breaka 4 °C

- Aspirare il surnatante e congelare il pelleinfemente i PBMC) a -80°C
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3.2 _LISIDEI PBMC ED ESTRAZIONE PROTEICA

Scongelare il pellet di PBMC ed aggiungere ad egmpione 25@l di lysis buffer
Risospendere il pellet

Sonicare 1 minuto in ghiaccio per disgregare laukel

Valutare mediante la camera Burket I'effettiva tisile cellule

Centrifugare a 17000g x 15 minuti a 4°C

Congelare il surnatante a -80°C

LYSIS BUFFER [Cfinale] [Ciniziale]
HEPES (ph 7.5) 1M 50mM
EDTA smM 0.5M
NaCl 150 mM 3M
Triton 100% 1%

Tabella 3: Composizione lysis buffer per estrazione proteica

3.3

ESTRAZIONE PROTEICA DA TESSUTO PERIFERICO

Contemporaneamente sono stati effettuati preliewirglani periferici da animali perfusi con

fisiologica al fine di pulire da contaminazioni etiche i tessuti prelevati. La valutazione

dell’attivita del proteasoma é stata effettuataasico del nervo sciatico, dei DRG e del

cervello, dopo 1 h dall'ultima somministrazionet@mine delle 8 settimane. Tali tessuti una

volta prelevati sono stati congelati a -80°C.

Pesare il campione ancora congelato

Preparare il lysis buffer in ghiaccio

Frammentare il campione nel mortaio in azoto liquid

Omogenare nel plotter in ghiaccio aggiungendalldi lysis buffer/mg di campione
Sonicare 10 secondi

Centrifugare a 14000 rpm per 10 minuti 4°C

Congelare il surnatante a -80°C
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LYSIS BUFFER [Cfinale] [Ciniziale]
Glicerolo 10% 100%
Tris-HCl ph 7.5 25 mM M
Triton X-100 1% 10%
EDTA pH8 5mM 05M
EGTA pH8 1mM 0,1 M
H-0 - -

Tabella 4: Composizione lysis buffer per estrazione proteica

3.4 SAGGIO DI ATTIVITA DEL PROTEASOMA
La quantita di proteine contenute nei campioneatasieterminata mediante la metodica di

Bradford. Ad un’aliquota dei campioni (4ul) sono stati aggiuacqua bidistillata ed una
soluzione diCoomassie Reagente miscele cosi ottenute sono state incubate pen %
temperatura ambiente e analizzate allo spettrofetamper i valori di assorbanza ad una
lunghezza d’onda di 595nm.dlomassie Reagennfatti, venuto in contatto con le proteine in
un ambiente acido, ha determinato una variaziotiasorbimento delle stesse da 465 a
595nm. Poiché la curva di risposta colorimetrica@®Emassie Reagemion e lineare rispetto
all'incremento della concentrazione proteica, éosteecessario costruire una curva standard
utilizzando quantita note di una proteina di rifieento Bovin Serum AlbumjnBSA). La
quantita di proteine contenute nell’aliquota denp&oni in esame, € stata quindi determinata
attraverso il confronto tra la propria assorbanzéassorbanza dei campioni contenenti

guantita note di BSA.

La valutazione del saggio di attivita intracell@atel proteasoma e stato effettuato mediante
'uso del CHEMICON'’s Proteasoma Activity Assay Kitnh metodo semplice e conveniente
per la misurazione dell'attivita del proteasomagnmado di riconoscere il substrato LLVY
(Meng L. et al, 1999). Il saggio infatti si basdlsuilevazione del fluoroforo 7-Amino-4-
methylcoumarin (AMC) rilasciato dopo il clivaggieldsubstrato marcato LLVY-AMC. La
fluorescenza liberata del gruppo AMC e stata gieata usando il filtro del fluorimetro a
355/460 nm.
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Per lo svolgimento del saggio sono stati utilizzati

- 10X Assay Buffecostituito da 250 nM HEPES ph 7.5, 5mM EDTA, 0.588-40, e 0.01%
SDS (w/v), da cui e stato possible ottenere I'1L assario per la preparazione del substrato

- Proteasome substrate Suc-LLVY-AMCquale e stato preparato diluendo la soluzione
madre 1:20 in 1X Assay Bulffer.

Una volta ottenuta la quantizzazione proteica medid metodo Bradford sia dell’estratto
proteico dei PBMC che dello sciatico, DRG e cexveono stati prelevati da ogni singolo
campione iyl necessari al fine di avere una concentraziongdeame di 40ug (valore X).

Durante il caricamento di una multiwell da 96 pd#zeogni singolo campione e stato
preparato in duplicato e il mix dei componenti reshi € stato effettuato direttamente nei

singoli pozzetti.

Di seguito e riportato un esempio di tabella tipoaticamento:

Nome del | 10XAssay ul H.0 substratg Volum
campione Buffer campione e
- (40 ng) totale
Al CTRL n 10ul | X (80-X)ul 10ul | 100l
A2 CTRLnN 10ul X (80-X)ul 10l 100ul
duplicato

Tabella 5 Esempio di una linea di caricamento dei pozzetper il saggio di inibizione del

proteasoma

| campioni sono stati incubati con il substrato péra 37°C e letti con il filtro 355/460 nm

Per determinare il grado di inibiziowe! proteasoma:
[100 * (1- (attivita del proteasoma))] %

Attivita del proteasomavalore medio degli animali trattati con borteabjn- (valore medio

del substrato)/(animali controllo- valore del sseldstrato)

Ogni dato sperimentale € la media di tre indipetidedistinti esperimenti.

Per ogni punto sperimentale per ogni singolo esp@rio, il numero campioni analizzatb
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4.  VALUTAZIONE DELLA FORMA POLIMERIZZATA DELL
a- TUBULINA ACETILATA

Per le analisi molecolari eseguite in questa et studio e stato prelevato, al momento del
sacrificio, il nervo sciatico sia dagli animali dontrollo che dagli animali trattati con

bortezomib.

4.1 ANALISI DI ESPRESSIONE : WESTERN BLOT
Al momento del sacrificio, il nervo sciatico pretd@ da animali di controllo e da animali

affetti da neuropatia periferica, € stato immediaate congelati in azoto liquido e
conservato a -80°C fino al momento dell'utilizzoedtratto proteico ottenuto a partire da
qguesto materiale é stato utilizzato per saggiasplessione le proteine di nostro interesse
mediante immunoblotting.

Qui di seguito sono descritte tutte le fasi delitsi di espressione, dall’'estrazione delle
proteine fino all’analisi densitometrica delle bandi espressione ottenute con I'analisi di

immunoblotting.

4.2 ESTRATTO DA NERVO SCIATICO

4.2.1 Estrazione proteica

- Pesare il campione ancora congelato

- Preparare il lysis buffer in ghiaccio (vedi tabglla

- Frammentare il campione nel mortaio in azoto liquid

- Omogenare nel plotter in ghiaccio aggiungendalldi lysis buffer/mg di campione

- Sonicare 10 secondi

- Centrifugare a 14000 rpm per 10 minuti 4°C

- Recuperare il surnatante (che contiene tubuliriarma libera)

- Al pellet (che contiene tubulina in forma polimedta) aggiungere una uguale
soluzione lisante addizionata con Sodio Deosdicdab % in grado di stabilizzare i
legami deboli formati dalla tubulina.

- Centrifugare a 14000 rpm per 10 minuti 4°C

- Congelare il surnatante a -80°C

-45 -



Materiali e Metodi

LYSIS BUFFER [Cfinale] [Ciniziale]
Glicerolo 10% 100%
Tris-HCl ph 7.5 25 mM M
Triton X-100 1% 10%
EDTA pHS8 SmM 0,5M
EGTA pH8 1mM 0,1 M
H.0 - -
INIBITORI DI ENZIMI
Sodio ortovanadato 10 mM 92mg/ml
PMSF 4 mM 0.1 M
Aprotinina 1% 1%
Sodio Pirofosfato 20mM 0.1M

Tabella 6: Composizione lysis buffer per estrazione proteica

4.2.2 Determinazione della concentrazione proteica

Per la determinazione della concentrazione prodéech paragrafc.2.2

4.2.3 Separazione elettroforetica e trasferimentorpteico

Con limpiego di un gel di poliacrilammide (SDS-PEE&SDS PoliAcrilammide Gel
Electrophoresis), le proteine sono state sepandt@se al loro peso molecolare, in condizioni

di corsa denaturanti.

La soluzione di acrilammide (Euroclone, Pero, dplitilizzata per la preparazione dei gel
contiene acrilammide/bis-acrilammide in un rappodio 37,5:1. Il gel utilizzato per la
separazione elettroforetica delle proteine e commpdsdue parti: una porzione inferiore, il
running ge] ed una porzione superiore, $tacking gel.ll primo contiene 13 % v/v della
soluzione di acrilammide/ bis-acrilammide sopracdés, SDS 1%, Ammonio Persolfato 1%,
TEMED 0.4%, Tris-HCI pH 8.8 (375mM) ed acqua bitlista; la seconda il 5% v/v della
soluzione madre di acrilammide, SDS 1%, Ammonicéi&ito 1%, TEMED 0.1%,Tris-HCI
6.8 (125mM) ed acqua bidistillata.
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Aliquote degli estratti proteici (2@ di pellet e 10g di surnatante per I'esperimento Fasel; e
50ug di pellet e 5Qg di surnatante per I'esperimento Fase2) sono s&spese in Laemmli
Buffer 5x @-Mercaptoetanolo 5%, Tris HCI pH 6.8 400mM, SDS ]1@j#cerolo 50%, Blue
di Bomofenolo 0.5%) in modo da ottenere un rappcoempione/Laemmli Buffer di 5:1. |
campioni cosi preparati sono stati scaldati a 9p&€ 5min per denaturare le proteine e
caricati in pozzetti creati nellstacking gel Le proteine migrano nel gel dal polo negativo
verso il polo positivo dell'apparato elettroforetigrazie alla presenza di un Buffer di corsa
(Trisma base 30g/L, Glicina 144g/L, SDS 10g/L) postlla camera superiore ed inferiore

dell’'apparato di elettroforesi. La separazionetedéretica prevede I'applicazioravernight

Un marker costituito da un insieme di proteine e$@ molecolare noto viene caricato come
riferimento. Al termine della corsa elettroforetieaproteine presenti nel gel di acrilammide
sono state trasferite su di un filtro di nitroclka. Questo passaggio ha previsto
I'allestimento di una sorta disandwich” costituito da due supporti di plastica tra i quali
vengono collocati, nell’ordine, una spugnetta, oglid di carta 3M, il filtro di nitrocellulosa,

il gel contenente le proteine, un altro foglio &l d una seconda spugnetta:sndwich”
cosi ottenuto e stato infine posto nella “camerdrasferimento” contenete circa 6 litri di
Buffer di trasferimento (Trisma base 3.025¢g/L, @®lc14.4g/L, Metanolo 200ml/L).

L’applicazione per 4 ore a 4°C di un campo elettad un amperaggio costante di 500mA ha
consentito che le proteine migrassero dal polatmneg verso quello positivo trasferendosi

dal gel di acrilammide al filtro di nitrocellulosa.

4.2.4 Immunoblotting

| filtri di nitrocellusola vengono incubati per wra in Blocking buffer, una soluzione
costituita da PBS, Tween 20 0.10 % e BSA 3 %, placdare i siti aspecifici.
Successivamente viene effettuata un’incubaziondhdia RT in presenza dell’anticorpo
primario anti acetylated-tubulin diluito 1:2000 laesoluzione di Blocking con BSA allo 0.1
%. Dopo ripetuti lavaggi in Washing buffer (PBS, dem 20 0.1%), viene aggiunto
I'anticorpo secondario anti-mouse in grado di rmscere la specie in cui é stato prodotto
I'anticorpo primario. Quest’ultimo viene diluito2000 in Blocking Buffer con BSA al 0,1 %
e incubato per 90 minuti. Infine si effettuano gltimi lavaggi con Washing buffer e si

procede ad identificare la reazione antigene-argaoon la reazione di chemioluminescenza.
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4.25€eCcL™

ECL™ Western blotting® un kit che fornisce tutti i componenti necesgai rilevare la
presenza del complesso antigene/anticorpo prinaauticbrpo secondario

Una volta terminata la analisi di Immunoblottingfiliro € stato incubato per 1 min con una
soluzione contenente perossido di idrogeno, lumined intensificatori chimici di
luminescenza. La perossidasi di rafano, a cui somiugati gli anticorpi secondari, catalizza
il rilascio di anioni superossido dalle molecole mBrossido di idrogeno presenti nella
soluzione e la conseguente ossidazione del lumjnossubstrato chemioluminescente che
determina I'emissione di luce con una aumentatansitad grazie alla presenza degli
intensificatori luminosi. Avvenuta la reazione dhemioluminescenza, il filtro €& stato
asciugato e collocato in una cassetta per lo gwiddptografico. La luce prodotta dal luminolo
e in fatti in grado di impressionare una lastraoediografica e di consentire la
visualizzazione delle proteine immunoreattive allicorpo primario impiegato nella
specifica reazione. Il tempo d’esposizione deldililla lastra autoradiografica é stato da 1 a 3

secondi a causa della forte intensita dalla baetla thbulina.

4.2.6 Valutazione densitometrica delle lastre

Le lastre autoradiografiche vengono poste su diapparecchio Transilluminatore a luce
visibile e fotografate con una macchina fotografdigitale. Le immagini cosi acquisite

vengono processate per I'analisi densitometrica.

L’analisi densitometrica viene automaticamente ottaddal software dopo che I'operatore ha
correttamente delimitato 'area di interesse dbl@de di espressione proteica che desidera
analizzare. In questo modo €& possibile quantifioaiediversi campioni I'intensita delle bande
di espressione delle proteine target.
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RISULTATI

1. STUDIO DELL’EFFETTO ANALGESICO DI CR4056 IN UN
MODELLO IN VIVO DI DOLORE NEUROPATICO INDOTTO DA
BORTEZOMIB

Recenti studi hanno dimostrato I'insorgenza di aearopatia periferica dolorosa associata
all'utilizzo clinico di bortezomib in pazienti affie da mieloma multiplo. Attualmente nessun
farmaco in commercio € in grado realmente di preeem curare i sintomi dolorosi associati
al trattamento con bortezomib. Studi recenti haimdacato I'implicazione dei siti di legame
dei recettori imidazolinici in molti differenti emé, come la proliferazione cellulare,
regolazione del grasso, neuroprotezione, inflamameze dolore (Head and Mayrov, 2006; Li
and Zhang, 2011). Inoltre, altri studi pre-clinltanno dimostrato che CR4056, un nuovo
ligando del recettore 12-imidazolinico, e in gratialleviare la componente dolorosa presente
in alcuni modelli animali di dolore (Ferrari et,82011).

Al fine di studiare e identificare I'efficace dodel composto analgesico CR4056 in un
modello di neuropatia dolorosa indotta da borteborprecedentemente caratterizzato
(Meregalli et al, 2011), abbiamo condotto due stadisecutivi (esperimeiti 2) nel modello
animale proposto. Un volta individuata la doseceffe, abbiamo condotto uno studio di co-
somministrazione di CR4056 e di bortezomib, pervddutazione di un protocollo di
trattamento sia terapeutico che preventivo (esparid). In tutti i protocolli sperimentali,
durante il periodo di trattamento sono stati vdiudeversi parametri che vanno a valutare sia
la tossicita generale del farmaco che la neuratb&siPer quanto riguarda la tossicita
generale e stata valutata la mortalita, lo statsatlite dell’animale giornaliero, la variazione
ponderale di peso corporeo bisettimanale, ed e sffettuata I'analisi ematologica ed
ematochimica al termine del trattamento. Per quaigiearda invece, la valutazione della
neurotossicita periferica, sono stati analizzgiarametri inerenti la velocita di conduzione
nervosa (VDC) lungo il nervo caudale dell'animategventuali alterazioni morfologiche a
carico del nervo sciatico e del ganglio della radidorsale (DRG). Inoltre l'analisi
dell’'efficacia analgesica del composto € stata tesduattraverso I'utilizzo del dynamic e
plantar test, in grado di valutare I'allodinia altjesia, rispettivamente, dell’animale in studio.

In ciascun protocollo sperimentale (esperim&nt® gli animali sono stati divisi in gruppo
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CTRL (controllo) e BTZ (bortezomib) per la Fasel8dsettimane; mentre per la Fase2 gli

animali sono stati randomizzati in sette e cinqugpi. In ciascun esperimento, un gruppo di

animali sani, non trattati, ha rappresentato ilpg di animali CTRL. In entrambi gli

esperimenti durante la Fasel, gli animali sona statdivisi in animali controllo e animali

trattati con bortezomib (0.2 mg/kg, 3 volte a se#tna, per 8 settimane). Mentre nella Fase2

gli animali sono stati somministrati con CR4056\&etke dosi e tempi di trattamento:

Nell’esperiment@: un gruppo di animali ha interrotto il bortezomslenza
ricevere altri composti BTZ-fu), uno trattato con CR4056 60 mg/kg
(BTZ+CR 60), uno trattato con CR4056 20 mg/igTZ+CR 20), uno trattato
con CR4056 6 mg/kg BTZ+CR 6), ed un ultimo con buprenorfina
(BTZ+Bupre). In tale esperimento il CR4056 e la buprenorfsmano stati
somministrati quotidianamente per 2 settimane.

Nell’esperiment@: un gruppo di animali ha interrotto il bortezomslenza
ricevere altri composti BTZ-fu), uno trattato con CR4056 0,6 mg/kg
(BTZ+CR 0,6), uno trattato con CR4056 2 mg/KBTZ+CR 2), uno trattato
con CR4056 6 mg/kg BTZ+CR 6), ed un ultimo con gabapentina
(BTZ+Gaba). In tale esperimento il CR4056 e la gabapentioaosstati
somministrati quotidianamente per 3 settimane.

Nell’'ultimo approccio sperimentale (esperimejtalurante la Fasel (lunga 6
settimane), gli animali sono stati suddivisi in raali controllo CTRL),
animali trattati con bortezomilBTZ, 0.2 mg/kg, 3 volte a settimana, per 6
settimane), animali trattati solo con CR4056 6 gd®R), animali co-trattati
(BTZ+CR). Mentre per la Fase2 i gruppi hanno proseguitddstsi in:
CTRL, CR, BTZ e BTZ+CR e in aggiunta sono ottenuti i gruppi che hanno
iniziato il co-trattamento solo in seguito dell'taararsi della neuropatia alla 6°
BTZ 6WS+(BTZ+CR) 4 wse 8° settimanBTZ 8 WS+(BTZ+CR) 2 ws).
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1.1 TOSSICITA’ GENERALE: mortalita, osservazioni clini che e peso corporeo

Al fine di stimare la tossicita generale indottalaatezomib e di CR4056, e stata valutata bi-
settimanalmente la variazione del peso corporedi degnali di controllo e degli animali
trattati, oltre alla mortalita giornaliera. Gli amali utilizzati negli esperimeritj 2, 3sono stati
Wistar femmine con un peso a inizio trattamentoiidia 175-200 gr. Considerazioni generali
circa i diversi grafici che riportano la variaziongedia dei ratti utilizzati, permettono di
asserire che gli animali di controllo (profilo bl@jostrano un incremento di peso corporeo
continuo nel tempo, in quanto animali sani conrbbaccesso a cibo e acqua. Per quanto
riguarda gli animali trattati con bortezomib 0,2@/i%g (profilo rosso) in tutti gli esperimenti

si osserva un decremento di peso corporeo rispetiontrolli, seppur non significativo.

Esperimentd. e 2

Osservazioni cliniche quotidiane non hanno evidsozalcuna insorgenza di malessere negli
animali trattati con bortezomib, né hanno mostsaifferenza in seguito a somministrazione
di CR4056.

La Fig. 8 riporta 'andamento del peso corporedidagmali nel corso di entrambi le Fasil e
2 degli esperimerttie 2. La somministrazione di bortezomib risulta in genben tollerata,
anche se quattro e due animali trattati con il Baronsono morti e subito rimpiazzati con
animali scorte, rispettivamente, durante la Faselledperiment@ e 2. Inoltre anche il
CRA4056 a tutte le dosi utilizzate nello studioults essere ben tollerato in quanto non é stato
riportato nessun morto durante il periodo di tratato con tale analgesico. Nonostante una
leggera diminuzione del peso corporeo degli anitnattati con bortezomib durante la Fasel
dell’esperimentd, non € stata riscontrata nessuna variazionetstatisente significativa tra i

vari gruppi degli animali trattati, rispetto aghieali controllo in nessuna fase dello studio.
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Figura 8a,b: Valutazione del peso corporeo nell’esperimentol 2

Andamento del peso corporeo nel corso della Fas&hse2 dell'esperimerto(a) e 2
(b).(CTRL:controlli; BTZ:bortezomib; BTZ+CR 60-0.8:settimane di bortezomib seguite da
trattamento con CR4056; Bupre: buprenorfina; Ggbbapentina). Valori medi + deviazione

standard.
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Esperimentd

Osservazioni cliniche quotidiane non hanno evidaozalcuna insorgenza di malessere negli
animali trattati con bortezomib, ne hanno mostsatiferenza in seguito a somministrazione e
co-somminstrazione di CR4056, anche se due anismo morti in seguito alla prima
somministrazione del farmaco, e sono stati rim@ézzon degli animali di riserva.

La Fig. 9 riporta 'andamento del peso corporeolidegmali nel corso dell’ esperimergo

La somministrazione di bortezomib e CR4056 risultgenere ben tollerata; non sono stati
osservati cambiamenti statisticamente significdtavii vari gruppi di trattamento e gli animali

controllo in nessun tempo analizzato.
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Figura 9: Valutazione del peso corporeo nell’esperimento3

Andamento del peso corporeo nel corso della FaseFase2 dell’esperimerfo
(CTRL:controlli; BTZ 8/10 ws: animali trattati cohortezomib per 8/10 settimane; CR:
animali trattati solo con analgesico; BTZ6 ws+(BTZH)4 ws: animali trattati per 6
settimane con solo bortezomib e 4 settimane di attatnento BTZ-CR; BTZ8
ws+(BTZ+CR)2 ws: animali trattati per 8 settimaren csolo bortezomib e 2 settimane di
cotrattamento BTZ-CR; (BTZ+CR)8/10 ws; animali intrattamento per 8/10 settimane).

Valori medi + deviazione standard.
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1.2 NEUROTOSSICITA': Velocita' di conduzione nevosa

In tutti i protocolli sperimentali, la misuraziowella velocita di conduzione nervosa caudale
(VDC) é stata eseguita all'inizio dei protocolliespmentali, al termine della Fasel e al
termine dei trattamenti farmacologici (Fase2), n&i3 giorno successivi [l'ultima
somministrazione. Per I'esperimeBtanoltre, la VDC é stata rilevata anche in unaafiunto
sperimentale intermedio, le 8 settimane di tratt@me | valori di VDC iniziali sono risultati,

in ciascun esperimento, omogenei e compresi tra 38 m/sec (dati nhon mostrati), come

confermato da dati presenti in letteratura.

Esperimentd. e 2

La Fig. 10a,b riporta i valori medi delle VDC (xwazione standard) del gruppo bortezomib,
rispetto ai controlli misurati al termine della Easdell’esperimentd e 2, mentre la Fig.
11a,b riporta i valori medi delle VDC (+ deviaziosendard) di ciascun gruppo di animali e
la riduzione percentuale della VDC dei diversi gnupspetto ai controlli misurati al termine
della Fase?2 dell’esperimentce 2.

Gli animali trattati con bortezomib (istogrammasokin entrambi gli esperimenti al termine
della Fasel, mostrano una riduzione statisticamsigeificativa delle VDC rispetto ai
controlli (p<0.001 BTZ vs CTRL), ovvero dopo 8 smtine di trattamento con il
chemioterapico, si evidenzia lo sviluppo di unaropatia severa (Fig. 10a,b). Tale risultato e
stato confermato anche al termine della Fase2 tlambi gli esperimenti inoltre e stato
verificato che il CR4056 a tutte le concentrazitestate, la buprenorfina, e la gabapentina,
non sono in grado di revertire la neuropatia padéeinsorta a seguito del trattamento con
bortezomib durante la Fasel (p<0.001 vs CTRL; pxXD\¥s CR 60 nell’esperimentol) (Fig.
11a,b).
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Figura 10a,b Valutazione delle velocitd di conduzione nervosanella Fasel

dell’esperimentol e 2

Andamento della velocita di conduzione (valori mddile VDC + deviazione standard) dei
diversi gruppi rispetto ai controlli, nel corso ldelFasel dell'esperimerito(a) e 2
(b).(CTRL:controlli; BTZ:bortezomib)
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*p<0.001vs CTR

Figura 1l1a,b: Valutazione delle velocita di conduzione nervosa efla Fase2

dell’esperimentol e 2

Andamento della velocita di conduzione (valori mddile VDC + deviazione standard) e

riduzione percentuale della VDC dei diversi grupgpetto ai controlli, nel corso della Fase2

dell’'esperimentdl(a) e2(b).(CTRL:controlli; BTZ:bortezomib; BTZ+CR 60-0.8: settimane

di bortezomib seguite da trattamento con CR4056;pr&u buprenorfina; Gaba:

gabapentina).Valori medi = deviazione standard.
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Esperiment®

La Fig. 12 mostra come gli animali trattati contbaomib da solo (BTZ, istogramma rosso) e
quelli in co-trattamento dall'inizio dell’'esperimen(BTZ+CR, istogramma color petrolio) al
termine della Fasel (quindi dopo 6 settimane diatn@ento) presentano una diminuzione del
valore delle VDC statisticamente significativa gp agli animali controllo (p<0.001) e a
quelli trattati solo con CR4056, differenza chengintiene anche a fine delle 8 e 10 settimane
(fine Fase2). La somministrazione di CR4056, infattn ha apportato nessun miglioramento

alla condizione patologica di neuropatia indottébdaezomib; non presenta quindi funzione
di neuroprotezione.
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Figura 12a,b,c Valutazione delle velocita di conduzione nervosaell’esperimento3.

Andamento della velocita di conduzione (valori mddile VDC +* deviazione standard) e
riduzione percentuale della VDC dei diversi grupgpetto ai controlli, nel corso della Fase2
dell’'esperiment8.(CTRL:controlli; BTZ 8/10 ws: animali trattati cobortezomib per 8/10
settimane; CR: animali trattati solo con analgesBhZ6 ws+(BTZ+CR)4 ws: animali trattati
per 6 settimane con solo bortezomib e 4 settimaneottattamento BTZ-CR; BTZ8
ws+(BTZ+CR)2 ws: animali trattati per 8 settimaran csolo bortezomib e 2 settimane di
cotrattamento BTZ-CR; (BTZ+CR)8/10 ws; animali intattamento per 8/10 settimane).

Valori medi + deviazione standard.
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1.3 NEUROTOSSICITA’: Analisi morfologica del nervo sciatico e dei gangli della
radice dorsale (DRG)

Esperimentd. e 2

Nervo sciatico

All'analisi di microscopia ottica, i nervi sciatiaegli animali trattati con bortezomib e
prelevati al termine di entrambi gli esperimentanho mostrato un’ assonopatia con
un’occasionale e rara presenza di degeneraziofeefibeh mielinica. La somministrazione di
CR4056 non sembra, in nessuno dei due esperimgnindi a nessuna dose testata, mostrare
delle differenze significative attribuibili all’atgesico stesso, in nessuno dei gruppi trattati.
Inoltre anche la somministrazione di buprenorfinggabapentina non sono in grado di

modificare le alterazioni patologiche indotte datbpomib (dati non mostrati).

DRG
All'analisi di microscopia ottica, i gangli delladici dorsali (DRG) degli animali trattati con
bortezomib e prelevati al termine di entrambi gdperimenti, hanno mostrato una lieve
alterazione morfologica nelle cellule satellitingoresenza di vacuoli nel citoplasma. Nessuna
delle dosi di CR4056 testate ha mostrato alcurtteflla morfologia dei DRG. Inoltre, la
somministrazione né della gabapentina, né dellardmagpfina non ha dato alcun

miglioramento delle alterazioni patologiche indattebortezomib.
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Esperiment®

Nervo sciatico

L’analisi di microscopia ottica effettuata sui nersciatici degli animali trattati con
bortezomib e prelevati al termine del terzo espenitn, € stato occasionalmente osservato
una lieve degenerazione della mielina nelle fibiielimche di grosso calibro, anche se la
principale alterazione patologica risulta esserassonopatia (frecce rosse, Fig. 13). La co-
somministrazione di CR4056 e bortezomib non semiwstrare delle differenze significative
attribuibili all’'analgesico stesso, in nessuno gteippi trattati, né nel protocollo di trattamento

preventivo ne terapeutico (Fig. 13).

RG
All'analisi di microscopia ottica, i campioni deglhimali trattati con bortezomib confermano
al termine del trattamento, all’assenza di altenasizmorfologiche nella maggior parte delle
cellule satelliti dei DRG; infatti vi sono solo eaevidenze di vacuolizzazione nel citoplasma
(freccia rossa). La co-somministrazione di bortelo®m CR4056 non ha mostrato alcun

effetto morfologico né nella schema di trattameprventivo né terapeutico (Fig. 14).
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BTZ6ws+(BTZ+CR)4wsII M A

Figura 13: Tavola dei nervi sciatici dell’esperimento3 Microscopia ottica dei nervi
prelevati dagli animali trattati e controllo, adiresperimento. Nella figura si evidenzia una
degenerazione assonale a carico degli animalatrablo con BTZ (frecce rosse), che si
osserva anche negli animali in co-trattamento

CTRL:controlli; BTZ 8/10 ws: animali trattati conotiezomib per 8/10 settimane; CR:
animali trattati solo con analgesico; BTZ6 ws+(BT&H)4 ws: animali trattati per 6
settimane con solo bortezomib e 4 settimane di attatnento BTZ-CR; BTZ8
ws+(BTZ+CR)2 ws: animali trattati per 8 settimaren csolo bortezomib e 2 settimane di
cotrattamento BTZ-CR; (BTZ+CR)8/10 ws; animali ta#éit in cotrattamento per 8/10

settimane). (Barra cal: 26m)
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BTZ6ws+(BTZ+CR)4ws

(BTZ+CR)10ws

Figura 14: Tavola dei DRG dell’esperimento3 Microscopia ottica dei DRG prelevati dagli
animali trattati e controllo, a fine esperimentelId figura si evidenzia una vacuolizzazione
nel citoplasma a carico degli animali trattati sotm BTZ (frecce rossg)CTRL:controlli;
CR: trattamento solo con CR4056; BTZ:bortezomiBT4+CR)10: co-trattamento
BTZ/CR4056 dall'inizio dell'esperimento; BTZ6ws+(BEFCR) 4ws: 6 settimane di
trattamento con bortezomib seguiti da 4 settimanBTEZ+CR4056; BTZ8ws+(BTZ+CR)
4ws: 8 settimane di trattamento con bortezomib iteda 2 settimane di BTZ+CR4056.
(Barra cal: 5qum)
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1.4 TEST COMPORTAMENTALI :_Dynamic e Plantar test

In tutti i protocolli sperimentali, la misuraziodkella soglia allodinica e algica degli animali &
stata valutata rispettivamente mediante il dynaniplantar test. Il dynamic test € stato
effettuato all'inizio dell’esperimento, al termirtella Fasel e in tempi stabiliti della Fase2
(giorni 1,3,7,14 per I'esperimerit@ giorni 1,4,14,21 per I'esperime@jcairca 1 h dall’'ultima
somministrazione di CR4056 e 30 minuti dopo iltamatento con gabapentina e buprenorfina.
Per I'esperiment® le tempistiche di valutazione sono state: iniz&pagimento, fine 6°
settimana (Fasel), e giorni 7,14,21,28 della Fakgflantar test, invece, e stato effettuato
solo nel primo esperimento al termine delle 8 sedttie di trattamento con bortezomib e dopo
7 giorni di trattamento con CR4056. In seguitoasi$enza di una differenza significativa tra
gli animali controllo e trattati con bortezomib,stato deciso di non ripetere tale test negli

esperimenti successivi, per evitare ulteriore élmstress agli animali.

DYNAMIC TEST

Esperimentd. e 2

| dati riportati nella Fig. 15a riporta i valori miedi grammi di risposta (x deviazione
standard) di ciascun gruppo di animali rispettaca@mtrolli misurati al termine della Fasel
dell'esperimentt e 2; mentre la Fig. 15b riporta i grafici derivanti lida Fase2
dell’'esperimenti e 2.

Gli animali trattati con bortezomib (linea rossa)entrambi gli esperimenti, al termine della
Fasel, mostrano una riduzione statisticamentefsigtiva dei valori di latenza di risposta
(espressa in grammi) rispetto ai controlli (p<0.@JZ vs CTRL)(Fig. 15a).

Tale differenza persiste fino al termine della Rasel caso dell’esperimentol, mentre risulta
assente dopo il periodo di follow-up del secondpeemento. La somministrazione del
CR4056 alle dosi di 20 e 60 mg/kg e risultata effecal giorno 1 e 3 (p< 0.001 vs BTZ) ma
privo d'effetto nei giorni 7 e 14. Al contrario, tiose di 6 mg/kg si presenta efficace per
I'intero periodo di somministrazione della Fase2q®5 al giornol-7 e 14; p<0.001 al giorno
3 vs BTZ). Infine dal primo esperimento, € stat@sewgato che la buprenorfina presenta
un’efficacia analgesica solo il 1 giorno durante Fkase2 (p<0.05 vs BTZ). La
somministrazione del CR4056 ai dosaggi di 0.6-2 mglkg ha mostrato un significativo
effetto antiallodinico dose-dipendente.
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L’efficacia analgesica della dose di 6 mg/kg siimabtrata costante per tutta la durata
dell'esperimento, mentre la somministrazione cogdbapentina si € dimostrata efficace solo

fino al quarto giorno di trattamento.
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Figura 15: Dynamic test Fasel(a) e Fase 2(bAndamento dei grammi di risposta allo
stimolo meccanico osservata nei diversi gruppi rditamento e negli animali controllo
durante esperimentol e 2. (CTRL:controlli; BTZ 8i&€ animali trattati con bortezomib per
8/10 settimane; CR: animali trattati solo con aesigo; BTZ6 ws+(BTZ+CR)4 ws: animali
trattati per 6 settimane con solo bortezomib ettéinsane di cotrattamento BTZ-CR; BTZ8
ws+(BTZ+CR)2 ws: animali trattati per 8 settimaren csolo bortezomib e 2 settimane di
cotrattamento BTZ-CR; (BTZ+CR)8/10 ws; animali taéit in cotrattamento per 8/10
settimane). Valori medi + deviazione standard.
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Esperiment®

| dati riportati nella Fig. 16a,b riportano i valonedi di grammi di risposta (+ deviazione
standard) di ciascun gruppo di animali rispett@atrolli misurati al termine della Fasel e
Fase2 dell’'esperimertto

Gli animali trattati con bortezomib al termine delFasel (linea rossa), mostrano una
riduzione statisticamente significativa dei valdrilatenza di risposta rispetto ai controlli
(p<0.01) e il gruppo di animali trattati con CR4066ng/kg (p< 0.05). Gli animali in co-
trattamento BTZ+CR4056 dall'inizio dell’esperimentanvece, non mostrano alcuna
differenza significativa rispetto ai controlli (Fig6a).

La condizione di allodinia degli animali trattatrc bortezomib e I'effetto antiallodinico del
CRA4056 nei gruppi in co-trattamento dall’inizio deattamenti (linea petrolio), persiste fino
alla fine della Fase2. Durante la Fase2, la somstnazione di CR4056 in seguito al
trattamento solo con bortezomib per 6 e 8 settimana grado di revertire I'allodinia per
tutta la Fase2. Anche nell'esperimeditdefficacia analgesica della dose di 6 mg/kg si e
dimostrata costante in entrambi gli iter speriminti trattamento sia preventivo che
terapeutico, senza lo sviluppo di fenomeni di taltlza (Fig. 16b). Durante la Fase2 sono
state ottenute differenti significativita circa raghmi di risposta tra i vari gruppi di

trattamento alle diverse tempistiche di rilevamefgaguali sono state di seguito riportate di

seguito.
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8ws (Fase2)  |BT7 gws +(BTZ+CR)4ws vs. BTZ 8ws +(BTZ+CR)2ws P 09
BZ 10ws vs. (BTZ+CR) 10ws P <0.05
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BTZ 10ws vs. CR P <0.05
BTZ 8ws +(BZ+CR)2ws vs. BTZ 10ws P <0.001
10 ws (Fase 2)
BTZ 10ws vs. (BTZ+CR) 10ws P <0.01

Figura 16a,bx Dynamic test durante la Fasel(a) e Fase2(b), edlisi statistica nel corso
della Fase2.Andamento dei grammi di risposta dei diversi grupgpetto ai controlli, nel
corso della Fasel e 2 dellesperimeBi{CTRL:controlli; BTZ 8/10 ws: animali trattati con
BTZ6
ws+(BTZ+CR)4 ws: animali trattati per 6 settimaren csolo bortezomib e 4 settimane di
cotrattamento BTZ-CR; BTZ8 ws+(BTZ+CR)2 ws: animidittati per 8 settimane con solo

bortezomib per 8/10 settimane; CR: animali trattatblo con analgesico;

bortezomib e 2 settimane di cotrattamento BTZ-CBTZ+CR)8/10 ws; animali in

cotrattamento per 8/10 settimane). Valori medi ¢i@done standard.
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PLANTAR TEST

| dati mostrati nella Fig. 17 riporta i valori mediilatenza di risposta (+ deviazione standard)
di ciascun gruppo di animali rispetto ai contratftisurati al termine della Fasel e Fase2
dell’esperimenta.

Gli animali trattati con bortezomib (linea rossal)fermine della Fasel, non mostrano alcuna
riduzione statisticamente significativa dei secodidiatenza di risposta (rispetto ai controlli
(Fig 17a). Tale condizione viene confermata anchearde la Fase2 al settimo giorno di
misurazione (Fig 17b), convalidando il dato chemebello di neuropatia dolorosa presentato

in questo studio, non si evidenzia un’alterazioe#adcondizione algica in seguito a stimoli

termici.
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Figura 17a,b: Plantar test: Fasel e Fase2 dell’esperimentol.

Plantar test dei diversi gruppi rispetto ai cortr@lalori medi + deviazione standard) nel
corso della Fasel (a), e Fase2 dell'esperimeii). (CTRL:controlli; BTZ:bortezomib;
BTZ+CR 60-6: 8 settimane di bortezomib seguite ddtamento con CR4056; Bupre:

buprenorfina). Valori medi + deviazione standard.
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1.5 EMATOLOGIA ED EMATOCHIMICA

Al momento del sacrificio, da ciascun animale agtéstato sia trattato che di controllo, e
stato prelevato dall’aorta addominale un campioneahgue. Di questi campioni, come
precedentemente descritto nel capitolo “materialmetodi’, vengono analizzati diversi
parametri ematochimici ed ematologici. Le medie dalori misurati per gli animali di
controllo e per gli animali trattati per ciascunrgraetro sono riportate nella tabella 7
(esperimentd), tabella 8 (esperimerith) tabella 9 (esperimerin

Le analisi ematologiche ed ematochimiche effettitéermine nella maggior parte degli
esperimenti proposti (esperimeht@, 3) hanno rilevato una lieve trombocitopenia comenot
in letteratura (Lonial et al., 2005) in seguitocaeninistrazione con bortezomib, rispetto agli
animali controllo non trattati.

Al momento dei diversi tempi di sacrificio, inolfreono stati prelevati e processati lo sterno,
il rene e il fegato; in nessuno di questi orgaer, pessuno dei protocolli sperimentali testati,
sono state evidenziate anomalie patologiche traamgjinali trattati con i diversi composti
rispetto agli animali controllo. Non sono stateaitif riscontate lesioni evidenti, né derivanti

dal trattamento con bortezomib, né in seguito a@R4
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EXP 1 GR GB PLT Hb Ht
Fine fase 1 (x10%mm3)| (x10%mm3)| (x10¥mm3)| (g/dl) (%)
CTRL 7,92 3,77 684,55 14,75 42,65
Bortezomib 5,60 3,60 **283,00 9,53 29,03
7 giorni dopo trattamento conCR4056
CTRL 8,04 3,30 692,67, 15,07 43,83
CTRL+CR4056 60 mg/kg 7,70 4,17 798,00 14,27 41,47
Bortezomib 6,87 6,57 595,00 12,20 36,1
Bortezomib+CR4056 6 mg/kg 6,28 5,15 *373,00 11,20 33,50
Bortezomib+CR4056 20 mg/kg 7,46 5,27 509,00 12,70 37,83
Bortezomib+CR4056 60 mg/kg 6,91 4,47 568,67, 11,87 35,47
Bortezomib+Buprenorfina 5,38 4,07 *197,33 10,10 29,57
Fine fase 2
CTRL 7,60 4,23 676,43 14,43 41,47
CTRL+CR4056 60 mg/kg 7,38 6,51 675,29 13,83 40,14
Bortezomib 6,43 6,17 532,33 12,30 35,90
Bortezomib+CR4056 6 mg/kg 6,84 5,35 623,50 12,45 36,88
Bortezomib+CR4056 20 mg/kg 5,58 9,45 546,70 12,77 37,52
Bortezomib+CR4056 60 mg/kg 6,31 7,60 561,13 12,50 36,56
Bortezomib+Buprenorfina 6,64 7,22 595,00 12,40 36,58
UREA CREAT ALT AST
Fine fase 1 mg/dl mg/dl ul/l ul/l
CTRL 40,3 0,4 43,2 76,15
Bortezomib 53,7 0,3 50,7 107,3
7 giorni dopo trattamento con CR4056
CTRL 39,7 0,4 39,0 69,0
CTRL+CR4056 60 mg/kg 46)0 0,5 41,0 58,0
Bortezomib 42,8 0,5 40,0 63,5
Bortezomib+CR4056 6 mg/kg 61,0 0,4 48,5 92,5
Bortezomib+Buprenorfina 55,3 0,4 75,7 207,0
Bortezomib+CR4056 20 mg/kg 53,1 0,4 54,7 121,0
Bortezomib+CR4056 60 mg/kg 46,3 0,3 65,3 100,7
Fine fase 2
CTRL 41,0 0,4 47,4 63,3
CTRL+CR4056 60 mg/kg 32/4 0,4 43,4 59,9
Bortezomib 36,0 0,4 447 72,7
Bortezomib+CR4056 6 mg/kg 38,6 0,4 39,6 67,2
Bortezomib+Buprenorfina 41)0 0,4 45,5 70,7
Bortezomib+CR4056 20 mg/kg 42,8 0,4 55,8 80,7
Bortezomib+CR4056 60 mg/kg 53,8 0,4 52,3 71,8

Tabella_7:Valori di ematologia ed ematochimica dell’esperimetol.

Valori di animali controllo e trattati con diversgosi di CR4056 (CTRL: controllo;
BTZ:bortezomib; CR6-20: dosaggi in studio del CR&0Bupre:buprenorfina; GB:globuli

rossi; GB:globuli bianchi; PLT: piastrine; Ht:emofina, Ht: ematocrito, ALT: alanina

aminostransferasi; AST: aspartatoaminotransfergst0.005 vs ctrl;**p<0.0001 vs ctrl.

Fasel: t-test; Fase2: Anova+Dunnet post test ).
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EXP 2 GR GB PLT Hb Ht
(x10%mm3) | (x10%mm3)| (x10¥mm3) | (g/dl) (%)
Fine trattamento con CR4056
CTRL 7,09 7,73 681,10 14,33 40,22
Bortezomib 5,89 10,83 592,90 11,71 33,70
Bortezomib+CR4056 0.6 mg/kg 6,41 9,91 *529,50 12,51 36,71
Bortezomib+CR4056 2 mg/kg 6,41 11,22 649,00 12,47 36,30
Bortezomib+CR4056 6 mg/kg 6,58 11,09 658,60 13,31] 38,61
Bortezomib+Gabapentina 6,98 11,70 615,30 13,88 40,31
Fine follow-up
CTRL 7,14 6,17 668,14 14,09 40,24
Bortezomib 6,82 10,31 592,57 13,29 38,79
Bortezomib+CR4056 0.6 mg/kg 6,46 9,62 606,17 12,75 37,52
Bortezomib+CR4056 2 mg/kg 7,07 10,73 674,29 13,57 40,06
Bortezomib+CR4056 6 mg/kg 6,48 10,31 658,00 13,13 38,76
Bortezomib+Gabapentina 6,94 11,77 603,71 13,74 40,26
UREA CREAT | ALT AST
mg/d| mg/d| ul/l ul/l
Fine trattamento con CR4056
CTRL 39,4 0,49 51,6 78,7
Bortezomib 43,1 0,45 46,9 74,7
Bortezomib+CR4056 0.6 mg/kg 42,3 0,48 50,8 85,7
Bortezomib+CR4056 2 mg/kg 445 0,45 55,6 84,9
Bortezomib+CR4056 6 mg/kg 47,6 0,46 55,9 91,9
Bortezomib+Gabapentina 49,8 0,43 54,2 89,6
Fine follow- up
CTRL 44,71 0,47 52,29 80,14
Bortezomib 43,00 0,46 53,00 77,57
Bortezomib+CR4056 0.6 mg/kg 45,67 0,51 54,00 80,00
Bortezomib+CR4056 2 mg/kg 46,00 0,45 53,29 74,29
Bortezomib+CR4056 6 mg/kg 51,86 0,47 57,57 96,29
Bortezomib+Gabapentina 54,43 0,44 54,57 97,86
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Tabella 8 Valori di ematologia ed ematochimica dell’esperimanto?2.
Valori di animali controllo e trattati con diversgosi di CR4056 (CTRL: controllo;
BTZ:bortezomib; CRO0.0.6-6: dosaggi in studio del40B6; Gaba:gabapentina; GB:globuli

rossi; GB:globuli bianchi; PLT: piastrine; Ht:emobina, Ht: ematocrito, ALT: alanina
aminostransferasi; AST: aspartatoaminotransfefgsip.05 vs ctrl. ANOVA+Dunnet post
test)



Risultati

EXP 3 GR GB PLT Hb Ht
(x10%mm3) | (x10%mm3)| (x10¥mm3)| (g/dl) (%)

8ws

CTRL 6,94 3,23 682,67 13,17 38,47

CR4056 6mg/kg 7,0p 3,63 721,000 13,85 40,50

Bortezomib 10 ws 5,98 4,33] *335,25| 11,78/ 35,20

(Bortezomib+CR4056) 10 ws 5,60 5,16/ *412,63| 10,59 31,81

10ws

CTRL 7,17 3,38 651,00 14,35 41,78

CR4056 6mg/kg 7,6R 51 679,30 15,3 44,3

Bortezomib 10 ws 6,28 4,9 *362,30 11,8 35,3

Bortezomib 6ws+

(Bortezomib+CR4056 6 mg/kg) 4ws 5,96 3,69 *219,13] 11,61 34,60

Bortezomib 8ws+

(Bortezomib+CR4056 6 mg/kg) 2 wis 6,77 5,22 *369,12| 12,65 37,77

(Bortezomib+CR4056) 10 ws 6,66 6,0 470,80 12.3 36,6
UREA CREAT | ALT AST
mg/d| mg/d| ul/l ul/l

8ws

CTRL 42,50 0,55 41,00 75,75

CR4056 6mg/kg 46,75 0,59 44,50 89,50

Bortezomib 10 ws 53,60 0,49 47,40 85,00

(Bortezomib+CR4056) 10 ws 56,44 0,49 45,11 94,78

10ws

CTRL 39,33 0,44 44,83 76,50

CR4056 6mg/kg 37,67 0,41 48,67 74,33

Bortezomib 10 ws 49,33 0,40 48,78 79,33

Bortezomib 6ws+

(Bortezomib+CR4056 6 mg/kg) 4ws 54,80 0,38 62,60 114,67

Bortezomib 8ws+

(Bortezomib+CR4056 6 mg/kg) 2 ws 53,33 0,41 46,33 80,33

(Bortezomib+CR4056) 10 ws 50,57 0,42 49,57 81,80

Tabella 9 Valori di ematologia ed ematochimica dell’esperimanto3.

Valori di animali controllo e trattati con diversgosi di CR4056 (CTRL: controllo;
BTZ:bortezomib; CRO0.6: unica dose CR4056; GB:glolassi; GB:globuli bianchi; PLT:
piastrine Ht:emoglobina, Ht: ematocrito, ALT: alaai aminostransferasi; AST:

aspartatoaminotransferasi, *p<0.05 vs ctrl;*p<Ow@1ctrl, Anova+Dunnet post test ).
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2. STUDI'IN VITRO

2.1 Colture organotipiche di gangli delle radici dosali trattati con CR4056

Prima di studiare la tossicita periferica indottdlal somministrazione di bortezomib tramite
la messa a punto di un modello animale é statoattmdno studion vitro su DRG prelevati
da embrioni di ratti Sprague Dawley per valutaréolssicita di CR4056 a livello dei neuriti
dei corpi cellulari. | DRG prelevati sono statittedi con differenti concentrazioni di CR4056
(3-30uM) e DMSO (dimetilsulfossido, sostanza in cui viers®speso il farmaco).

In questo esperimento, come visibile sia dalle igimache dai grafici in seguito riportati,
I'allungamento dei neuriti dei DRG trattati con 0% a tutte le dosi e con DMSO non

mostrano alcuna variazione significativa rispettbRG controllo (Fig. 18 e Fig. 19).
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24 hr 48 hr

CTRL

3 uM

Figura 18: Allungamento del neurite.

Immagini rappresentative della misura dell’allungsmo del neurite dei DRG trattati con
CRA4056 rispetto alle colture controllo dopo 24 & 4@l trattamento (CTRL: controlli; 3-30
uM: dosi di trattamento con CR4056).
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Figura 19: Riduzione percentuale dell’allungamento del neute.

Riduzione percentuale dell’allungamento del neug@eriduzione percentuale dopo 24 h di
trattamento rispetto ai controlli, (b) riduzionergentuale dopo 48 h di trattamento rispetto ai
controlli (DMSO: CR: trattamento con CR4056 allesid@-30uM).
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2.2 Saggio di citotossicita

Contemporaneamente agli studi di valutaziomerivo dell’attivita analgesica di CR4056,
sono stati condotti esperimenti su differenti limedulari (A549, H460, RPMI8226 e H929),
volti a valutare la citotossicita indotta da badmib. Per valutare quindi, l'inibizione della
crescita cellulare, tutte le linee cellulari sonate piastrate e trattate per 72h con differenti
concentrazioni crescenti di bortezomib (0.05-250 eNpoi incubate con MTT.

Da questo esperimento e stato possibile evincezebohtezomib induce un’inibizione della
crescita cellulare concentrazione dipendente te tetlinee cellulari testate. In particolare, la
linea cellulare di mieloma H929 si e dimostratdin@a cellulare piu sensibile dopo 72 h di
trattamento (IG= 1.0+ 0.25 nM), seguita dalle linee A549 {}€ 2.4+0.3nM), RPMI8226
(ICso= 4.520.8 nM) e H460 (1§=15+0.6 nM).

2.3 Studio di non interferenza

L’ identificazione dell'lGo peculiare per ogni differente linea cellulare, &i resa
indispensabile per permettere di effettuare i ssgigestudi di combinazione tra bortezomib e
il CR4056, in questo caso tutte le cellule sontestiattate con bortezomib per 72 h. Dai dati
ottenuti, € possibile affermate che per le linedulzi di mieloma A549 e H460 in
cotrattamento, la dose maggiore di CR4056 (B0 € in grado di indurre una significativa
diminuzione nella sopravvivenza cellulare rispeitie cellule trattate solo con bortezomib
("p<0.01) (Fig. 20a,b). Al contrario nelle linee o H929 e RPMI8226 il co-trattamento
con CR4056 per nessuna dose utilizzata, evidenm@a significativa differenza nella
sopravvivenza cellulare rispetto al gruppo tratsdtm con bortezomib, ma mostrano solo una
differenza significativa rispetto ai controlli (*p<0.001) (Fig. 20c,d). Questo effetto
probabilmente & da imputare all’alta presenza di SOMnecessaria per dissolvere la
concentrazione maggiore del CR4056; infatti le utelltrattate solo con DMSO 0.1%
presentano rispetto alle cellule non trattate, sigaificativa diminuzione della sopravvivenza

cellulare sia nella linea cellulare A549 sia nelddlule H460 (**p<0.01).
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Figura 20: Effetto citotossico di bortezomib e CR4056 nellanee cellulari A549, H460,
RPMI8226, H929.

| grafici mostrano la valutazione della crescitdlutare di tutte le linee cellulari trattate
singolarmente o in combinazione con bortezomib@R#A056. | risultati sono una media di
tre esperimenti indipendenti, espressi come penedntdi sopravvivenza cellulare *
deviazione standard rispetto alle cellule nondtat{valori delle cellule controllo settata come
il 100%) (BTZ: bortezomib, CR: CR4056, DMSO: dintifossido; p**<0.01 vs CTRL,
p***<0.001 vs CTRL; #p<0.01 vs BTZ).
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4. EFFETTO FARMACODINAMICO DI BORTEZOMIB
SULL’ATTIVITA’ DEL PROTEASOMA

Nell'analisi dell'attivita del proteasoma sono &tarelevati differenti tessuti a diverse
tempistiche di analisi. Infatti I'analisi a caricei blood mononuclear cells (PBMC) e stata
effettuata 1, 24 e 48 h dopo la prima somminigtraz di bortezomib (trattamento in acuto),
dopo 1h alla sesta settimana di trattamento e dbpo24 e 48h  dopo lultima
somministrazione a fine trattamento di 8 settim@ragtamento in cronico). Invece il prelievo
del nervo sciatico, DRG e cervello e stato esedihtdopo le 8 settimane di trattamento. Una
volta prelevato il materiale e sottoposto al sagtjiattivita del proteasoma, sono stati ottenuti
delle percentuali di rapporto tra i valori degliraali trattati con bortezomib 0.20 mg/kg 3qw
per 8 settimane rispetto agli animali controllo.nOgunto sperimentale € dato dalla media
delle percentuali ottenute da tre esperimenti ieddenti tra loro. Il valore di inibizione é
stato ottenuto come: 100* [1-(attivita del protaas)).

Secondo i risultati ottenuti, & possibile vedere RBMC di animali trattati con bortezomib,
un’inibizione del proteasoma del 90% rispetto agimali controllo, presente sia dopo 1h dal
singolo trattamento, sia in seguito all’ultima somistrazione delle 8 settimane. Risulta pero
importante osservare delle sostanziali differeredeprofilo di inibizione tempo dipendente tra
le due tipologie di trattamento circa la capacitaedovery della cellula. Infatti &€ possibile
vedere come nel caso della singola somministrazenén, I'attivita del proteasoma recupera
parzialmente gia dopo 24h, mentre nel caso delirento cronico da bortezomib i livelli di
inibizione del proteasoma restano molto alti andbpo 48 h dalla somministrazione (Fig
21a). Tale evento risulta probabilmente imputaddeun effetto dose cumulativo del farmaco
nel suo organo bersaglio. Anche a livello del nesemtico € possibile osservare un’alta
inibizione del proteasoma > delll80% al termine dehttamento con bortezomib,
contrariamente per quanto accade nel DRG e neklerin cui € nota I'incapacita del

farmaco di attraverso la barriera ematoencefaB&H) (Fig 21b).
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Figura 21: Saggio di inibizione del proteasoma in diversi tasiti. L'immagine mostra la
percentuale di inibizione del proteasoma nei PBM@iversi tessuti di animali trattati con
bortezomib rispetto gli animali controllo (CTRL:dowllo; BTZ:bortezomib; PBMC:cellule

mononucleate sangue periferico; DRG: dorsal rongtian)
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4. VALUTAZIONE DELLA FORMA POLIMERIZZATA DELL
a- TUBULINA ACETILATA

FASE 1:

Per ottenere delle indicazioni circa I'eventualeplicazione della polimerizzazione della
tubulina come meccanismo d’azione della neuropmi#erica indotta da bortezomib é stato
condotto un esperimento preliminare che ci ha pssmedi valutare il diverso grado di
polimerizzazione della tubulina acetilata in seguiid estrazione delle proteine da nervo
sciatico. Su gel di acrilammide sono stati cariéliig di proteine del pellet( frazione che
contiene la porzione solubile della tubulina) e s0di proteine del surnatante (frazione che
contiene la porzione polimerizzata della tubulirestratte da ratti controllo e animali trattati
con bortezomib (0,20 mg/kg 3 volte a settimana&settimane), epotilone B(0,25 mg/kg 1
volta a settimana per 4 settimane) e paclitaxehifytkg 1 volta a settimana per 4 settimane).
Gli estratti di questi ultimi due chemioterapicnsostati ottenuti da precedenti studi effettuati
presso il nostro laboratorio, volti a caratteriezanodelli di neuropatia periferica. Come
mostrato in Fig 22, gli anticorpi diretti contro farma acetilata della-tubulina (peso
molecolare di 50 KDa), hanno permesso di individuaeffettiva presenza di una maggiore
espressione di tale proteina (indice di stabilgardicrotubuli) nel pellet degli animali trattati
vs CTRL, indicandone quindi un aumento della sti@bdei microtubuli. Come osservabile il
grado di polimerizzazione varia tra i diversi tili trattamento, indicando come maggiore
stabilizzatore di microtubuli il paclitaxel. E statomunque osservato un aumento della
polimerizzazione anche negli animali trattati coortezomib (con dosaggi e tempistiche
proposte nel nostro modello) rispetto gli animantollo, richiedendo un ulteriore analisi

quantitativa svolta nella seconda fase dello studio

-83-



Risultati
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Figura 22: Analisi di immunoblotting. L'immagine mostra I'espressione della forma
acetilata dellan-tubulina nella frazione surnatante (S) e nel pgl® di animali controllo
(CTRL), bortezomib 0,20 mg/kg 3 volte a settimaea § settimane (BTZ), epotilone-B 0,25
mg/kg 1 volta a settimane per 4 settimana (EPOpBQlitaxel 10 mg/kg 1 volta a settimana
per 4 settimane (PACLITAXEL).

FASE 2:

In questa seconda fase, al fine di ottenere dedled®é adeguate per una valutazione
densitometrica quantificabile sono stati caric@ii¢pdi proteine del pellet e 1@ di proteine
del surnatante, estratte da nervi sciatici di ratintrollo e animali somministrati con
bortezomib per 8 settimane, 3 volte a settimanae/ihine del periodo di trattamento sono
stati prelevati i nervi sciatici e congelati pers&® processati per la valutazione della
polimerizzazione della tubulina. Come mostratoion Z3, gli anticorpi diretti contro la forma
acetilata dellax-tubulina (peso molecolare di 50 KDa), hanno pesoed individuare una
maggiore espressione di tale proteina (indice abikta dei microtubuli) nel pellet degli
animali trattatirispetto ai CTRL. La quantificazedi tale dato indica che gli animali trattati
con bortezomib, con dosaggi e tempistiche proposte nostro modello, presentano un
aumento della stabilita dei microtubuli del 30%peto agli animali controllo.
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Figura 23: Analisi di immunoblotting. L'immagine mostra I'espressione della forma
acetilata dellao-tubulina nella frazione surnatante (S) e nel pglR di animali controllo
(CTRL) e trattati con bortezomib (BTZ) per 8 setime.
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Figura 24: Percentuale di polimerizzazione Percentuale dia-tubulina acetilata
polimerizzata nel pellet (P) rispettetubulina acetilata polimerizzata nel surnatantgigS

animali controllo e in animali trattati per 8 setéine con bortezomib.

Il valore densitometrico di percentuale di polideszioned stato ottenuto come :

valore pellet /valore surnatante per ogni gruppispentale

Entrambi gli esperimenti sono stati verificati ne trials sperimentali indipendenti in cui lo
schema di trattamento € rimasto sempre il modelse lali bortezomib (Meregalli et al., 2010)

3 volte a settimana per 8 settimane.

-85 -



Discussione

DISCUSSIONE

La neuropatia periferica dolorosa si presenta comeffetto collaterale noto nell'impiego di
farmaci chemioterapici (Polomano and Bennet, 20Q19. maggiori classi di agenti
antitumorali, i vinca alcaloidi (vincristina), tamxia(paclitaxel), e composti platino-derivati
(cisplatino), sono associati allo sviluppo di delereuropatico dose-limitante. La presenza e
severita della neuropatia indotta dai chemioterapito variare a seconda del farmaco
utilizzato, dalla scheda di trattamento, dal tigd thmore e dalla presenza di complicanze
mediche (Cata et al., 2006).

In seqguito a studi di fase 2 effettuati dai grugpRichardson e Jagannath, in pazienti affetti
da mieloma multiplo e trattati con bortezomib, atstriportato come effetto limitante al

trattamento I'insorgenza di dolore neuropatico fRrcson et al. 2003, Jagannath et al.,
2004). La scomparsa dei sintomi avviene nella nagearte dei pazienti dopo la sospensione

del trattamento (Cavaletti and Nobile-Orazio, 2007)

Il dolore neuropatico € una condizione cronica estatia da diverse cause, tra le quali
I'utilizzo dei chemioterapici, determinato principgente da un danno nel sistema nervoso
centrale (SNC) o periferico (SNP). Tra i sintomil fifequenti si trovano lipersensibilita a
stimoli normalmente innocui, condizioni conoscidie*allodinia tattile” che risulta spesso
essere refrattaria ai farmaci anti-infammatori nsteroidei (NSAIDs) e agli oppioidi
(Backonja and Glanzman, 2003). Attualmente gli unimedi utilizzati per alleviare il dolore
neuropatico sono alcuni antidepressivi come ladiloa, gli anticonvulsivanti come la
gabapentina, gli anestetici locali (McQuay et H896; Moulin et al., 2007; Saarto and Wiffen
2010). Poiché diversi trial clinici dimostrano uhmitata efficacia di tali farmaci, risulta

importante continuare a investire sullo sviluppomalovi composti analgesici.

Una classe emergente di composti impiegati peuatia del dolore, & costituita da farmaci che
agiscono a livello dei recettori imidazolinici (IRg ali recettori hanno mostrato una rilevanza
fisiologica nella regolazione sia della funzioralibheuronale che non-neuronale e i loro

ligandi sono ad oggi studiati come possibili motluiadel dolore neuropatico.
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Queste molecole hanno finora dimostrato di possgedari effetti farmacologici, e la loro
implicazione € stata verificata in varie patologame la depressione, I'Alzheimer, il dolore
neuropatico e la sindrome di tolleranza agli oppi@Piletz et al., 2000, Garcia-Sevilla et al.,
1998).

Inoltre, alcuni gruppi di ricerca hanno descrittdassociazione tra i recettori imidazoliniei |
e le monamine ossidasi MAO (Parini et al., 1996} forti evidenze circa la modulazione di
tali enzimi mediante l'interazione con il loro sitegolatorio (Carpéné et al., 1995). Un
esempio e riportato da Qiu e Zheng, che hanno ataldtagmatina, un ligando putativo del
recettore imidazolinico,] come farmaco neuroprotettore della neurotossicitbotta da
fenomeni di ischemia-ipossia, e di danno da glutatomlil meccanismo attraverso cui tale
farmaco e in grado di compiere la sua funzioneattiVazione dei recettorp Iche consente
'aumento di espressione della proteina fibrilla@da (GFAP) negli astrociti, I'inibizione
dell'attivita di MAO, e la riduzione della quanti@i calcio nelle cellule (Qiu and Zheng,
2006). Altri studi hanno dimostrato inoltre, I'espsione di MAO su neuroni sensoriali di
piccolo diametro (Raddatz et al., 1995). Studi mécecondotti da Dina e dai suoi
collaboratori (Dina et al., 2008) hanno dimostrigeossibile contributo dei metaboliti delle
catecolamine nello sviluppo della neuropatia pagédolorosa. | neuroni afferenti primari
nocicettivi sono infatti in possesso degli enzimgcessari per il metabolismo delle
catecolamine. La presenza dei metaboliti nei newensoriali, determina una disfunzione
neuronale probabilmente coinvolta nell'insorgenzhdblore neuropatico (Dina et al., 2008).
Tale meccanismo € presente anche nel sistema pem@strale, dove I'accumulo di
metaboliti delle catecolamine provoca la morte dunoni catecolaminergici nel cervello,
causa di malattie neurodegenerative come l'Alzheimeél Parkinson (Rommelfanger and
Weinshenker, 2007). Dal momento che e stato dirmtmstthe MAO-A risulta espresso nei i
mitocondri (Vega et al., 1991; Student and Edwal®s,7), € possibile che i metaboliti di
MAO-A siano in grado di indurre la neuropatia peri¢a mediante I'attivazione di pathway
che conducono ad un danno mitocondriale (Westlunal.e1993; Leinninger et al., 2006;
Baloh, 2008). A questo proposito uno studio rileéearisulta quello svolto da Cavaletti e
colleghi, in cui sono stati descritti fenomeni dlieeazione del reticolo endoplasmatico nei
mitocondri delle cellule di Schwann, nel nervo ferco, e nelle cellule satelliti di DRG di

animali trattati con bortezomib (Cavaletti et 2D07).
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A livello del sistema nervoso centrale, il meccarosd’'azione di inibizione di MAO genera
un aumento della quantita di catecolamine a livsit@ptico; inoltre i ligandi dei recettos |
hanno mostrato un efficace passaggio della barey@oencefalica, legando con una potente
affinita i siti I, a livello centrale (Lalies et al., 1999). Questerti potrebbe quindi facilitare

I'inibizione del pathway del dolore, nel trattamewlelle sue forme croniche e neuropatiche.

Grazie allo sforzo nella ricerca di farmaci anailgesa parte delle industrie farmaceutiche, si
€ cominciato a caratterizzare composti analgesipaci di bloccare le sensazioni di dolore,
senza intaccare le condizioni fisiologiche. Un egieme dato proprio dallo studio di un
analgesico sperimentale, il CR4056, sintetizzatt'adéenda farmaceutica Rottapharm.
CR4056 e un nuovo ligando dei recettori imidazaeliche ha dimostrato una potente efficacia
analgesica in diversi modelli animali di dolore tai quello inflammatorio, nocicettivo, e
neuropatico. Inoltre, dati ottenuti vitro hanno escluso ogni eventuale interazione diretta d
CR4056 con i recettori per gli oppioidi, e con dtipvay dei recettori cannabinoidi (Ferrari et
al., 2011). Grazie quindi ad una collaborazionersdfica con I'azienda Rottapharm, e stato
possibile sperimentare il CR4056 in un modello diode neuropatico da bortezomib,

fornendo un ulteriore valore per la sua approvaziarfase clinica.

Bortezomib e un inibitore reversibile dell’attivihhimotripsinica del proteasoma, in grado di
inibire la proliferazione cellulare, indurre I'apogi delle cellule di mieloma multiplo (MM),
down regolazione del signaling del fattore nucle&liekB, e l'induzione intrinseca ed
estrinseca di pathways di morte cellulare (Hideshiet al., 2001; Roccaro et al., 2006).
Bortezomib e in grado di indurre il 35% di rispogi@asitiva in pazienti affetti da mieloma
refrattario e recidivo quando viene utilizzato cosmgolo agente (Richardson et al., 2003),
risultando efficace anche quando utilizzato in essione ad altri chemioterapici come la

talidomide.

L’utilizzo di modelli animali ha fino ad ora pernsesdi riprodurre pit 0 meno efficacemente
la sintomatologia associata al trattamento conelzorhib, al fine di approfondire e ampliare
le conoscenze circa i meccanismi di dolore e diitita periferica. Tra i vari modelli presenti
in letteratura, ritroviamo il primo modello di 4t8mane di trattamento con bortezomib
effettuato in ratti Wistar, che e stato in gradedidenziare alcune caratteristiche patologiche
quali la demielinizzazione e alterazione nei DR@lidanimali trattati, ma non abbastanza

severe da riprodurre la sintomatologia clinica (@eiti et al., 2007). Si e passati quindi allo
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studio di un successivo modello sempre in rattitévjsin cui € stata mantenuta la stessa
frequenza e dose di trattamento con bortezomild(h@/kg 3 volte a settimana) ma dove
sono stati prolungati i tempi di trattamento a &is@&ne. In questo caso e stato possibile
evidenziare alterazioni patologiche piu rilevantiaj una degenerazione assonale, oltre alla
valutazione della presenza di dolore neuropaticeo@sto alla neuropatia periferica
(Meregalli et al., 2010).

Nel progetto oggetto di questa tesi e stata valutavivo |'efficacia analgesica terapeutica e
preventiva di CR4056 nel dolore indotto da 8 settisn di trattamento con bortezomib. |
protocollo sperimentale ha previsto una prima famaposta da due esperimenti (esperimento
1 e 2) volti all'individualizzazione della dose rimra efficace (0,6 mg/kg) e di quella ottimale
al fine di mantenere un’azione anti-allodinica pédta la durata degli esperimenti (6 mg/kg).
Una volta individuato tale dosaggio, € stato poksiviluppare un terzo esperimento volto
alla valutazione dellattivita analgesica del CR@0&a in unprotocollo curativg quindi
somministrato in seguito a trattamento con borteékprsia in unprotocollo preventivoe
quindi dato in associazione dall’inizio del tratemo con il chemioterapico.

Gli animali co-trattati con bortezomib e CR4056 mamostrato una buona condizione di
salute per l'intero periodo di trattamento a tutempi di somministrazione diversi tra i vari
esperimenti, come e stato osservato da un andarfigiologico del peso corporeo durante il
periodo di trattamento.

L’analisi elettrofisiologica effettuata al termidelle Fasil di tutti gli esperimenti, ha mostrato
una significativa riduzione della velocita di comthne nervosa rispetto agli animali
controllo, dimostrando linsorgenza della neurogpafperiferica. Tale alterazione risulta
presente negli animali trattati con bortezomib &ndbpo tre settimane di recovery. Questo
dato risulta in linea con il precedente lavoro dratterizzazione del modello in cui la
neuropatia recuperava solo parzialmente al termdnequattro settimane di recovery
(Meregalli et al., 2010). Il composto CR4056, coamehe la buprenorfina e la gabapentina,
non mostra alcuna capacita di migliorare i segyafiealla neurotossicita periferica indotta del
chemioterapico (come indicato dalle velocita diduzione nervosa).

Attraverso I'indagine morfologica e stata osservat@ degenerazione assonale del nervo
sciatico e una lieve azione tossica del bortezoanibarico dei DRG, evidenziando una
sofferenza delle cellule satelliti di supporto aurone sensoriale come gia precedentemente
dimostrato da Meregalli e colleghi (Meregalli et, 2010). Il dato ottenuto e risultato invece

in disaccordo con il modello di tossicita piu brewe cui € stata osservata una rilevante

-89 -



Discussione

vacuolizzazione citoplasmatica delle cellule sdaied un danneggiamento sia delle fibre
mieliniche che mieliniche del nervo sciatico (Catl et al.,, 2007). Per spiegare tale
differenza é stato ipotizzato un meccanismo congiens dell’attivita del proteasoma in
risposta all’inibizione prolungata dello stessadati di farmacodinamica ottenuti nello studio
potrebbero avvallare questa ipotesi, in quantohassa inibizione del proteasoma nei DRG
verificato al termine delle 8 settimane di trattamee potrebbe determinare una morfologia
migliore dei DRG stessi. Alcune valutazioni dei wergismi responsabili della neurotossicita
periferica da bortezomib sono stati di recente @segda Casafont e colleghi, che ha
dimostrato la capacita di bortezomib di indurre amanti alterazioni a livello nucleare nei
neuroni dei DRG, quali un accumulo di proteine uliigate, una riduzione dell'attivita di
trascrizione e 'addensamento di poly(A) RNAs iamuli nucleari (Casafont et al., 2010). La
capacita di bortezomib di indurre alterazioni mfiiche a carico dei DRG é stata
confermata anche da Carozzi et al. e da Bruna,ehabpi trattati con bortezomib (Carozzi et
al., 2010, Bruna et al., 2010). Quindi le differertza i modelli utilizzati potrebbero essere
una diretta conseguenza dell’'utilizzo di differemgimi di trattamento (acuto e cronico) e di
differenti specie.

In accordo con Meregalli e Cavaletti (Meregalliaét 2010; Cavaletti et al., 2007), in questo
studio non e stata osservata l'iperalgesia termiegli animali trattati con bortezomib, e
quindi non é stato possibile verificare un’everguakione da parte del CR4056 su questo
parametro. L’'assenza di alterazioni nella sensibigrmica € stata riscontrata anche da Bruna
e colleghi in un modello murino di dolore neuropatindotto da bortezomib. Tali risulti
appaiono pero in contrasto con quanto riportataldani pazienti durante il trattamento con
bortezomib (Cata et al., 2007); probabilmente ldéedknze nel dosaggio e nei tempi di
somministrazione di bortezomib negli animali pobeto spiegare anche in questo caso le
differenze riscontrate.

Nel corso degli esperimentil e 2 é stata individdatdose minima efficace del farmaco (0.6
mg/kg), mentre le dosi di 20 e 60 mg/kg hanno natstfenomeni di tolleranza. La
valutazione dell’attivita preventiva di CR4056 @tat eseguita con la dose efficace di 6
mg/kg. Il CR4056 ¢ stato in grado di revertirelBdinia sviluppata in seguito del trattamento
con bortezomib, ma anche di evitare lo sviluppdalore neuropatico se co-somministrato al
chemioterapico a partire dall'inizio del trattam@ntl gold standard buprenorfina e
gabapentina, somministrate nei ratti alla dose vadgemte a quelle di uso clinico, hanno
mostrato un effetto analgesico solo per pochi gigiwpo la somministrazione. La loro

capacita analgesica non deve comunque essere aottdg, in quanto gia validata in altri
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modelli di dolore, come modelli di neuropatia ditdee dolorosa (Canta et al., 2009b) o di
dolore post-operatorio (Flatters, 2010). Probahiteela diversa origine del dolore

neuropatico, puo determinare la sensibilita albaei di gabapentina e buprenorfina.

Parallelamente allo studia vivo dell'azione analgesica di CR4056 nei confronti diellore
neuropatico, sono stati condotti alcuni esperimntiitro al fine di studiare I'interazione tra
bortezomib e CR4056.

Il primo modelloin vitro necessario per escludere un’eventuale citotogasiigt CR4056 a
carico dei DRG, é stato messo a punto somministraiogi crescenti di farmaco (10-g8M)

a colture organotipiche di DRG estratti da embridiniatti Sprague-Dawley al 15° giorno di
eta. Come atteso, tutte le dosi utilizzate non bannostrato alcuna azione citotossica a carico
del neurite, né dopo 24h ne dopo 48h dal trattamnédsha volta appurato questo primo dato
preliminare e stato possibile identificare per dgma tumorale scelta, I'l§g del bortezomib

e procedere con l'analisi di non interferenza tl84056 e [l'attivita chemioterapica di
bortezomib. Nel range di concentrazioni testateip@&R4056 fornite dal gruppo di lavoro
della ditta Rottapharm, in accordo con degli stathdotti su linee di astrocitoma umano e di
neuroblastoma (dati confidenziali non presentadi),stato possibile verificare la non
interferenza tra CR4056 e bortezomib nello studimlginato tra i due composti.

Nonostante siano oggetto di attenzione di moltpgrudi ricerca, i meccanismi molecolari

responsabili della neuropatia periferica da cheenégtico non sono ancora stati ben
caratterizzati. In questo lavoro abbiamo studiato rélazione tra la neurotossicita di
bortezomib e l'inibizione del proteasoma. Lo studa previsto il prelievo di PBMC (cellule

mononucleate del sangue periferico) dagli animaifitiollo e trattati 1, 24 e 48 h dopo la
somministrazione di bortezomib (tempi scelti indasstudi di farmacodinamica dell’attivita
del proteasoma nelluomo) dopo singola somminigtrae (trattamento acuto) oppure 6 e 8
settimane di trattamento con bortezomib (sommiazsdni cronica). Il prelievo del nervo

sciatico, DRG e cervello é stato effettuato 1 h aldpltima somministrazione delle 8

settimane di bortezomib.

Gli studi di farmacodinamica effettuati per val@tda capacita inibitoria del proteasoma in
seguito a trattamento con bortezomib hanno dimisinai PBMC una fase reversibile di
recupero dell’attivita del proteasoma gia dopo 24dlla somministrazione, in linea con
quanto visto in studi in modelli animali precedeiidams et al., 1999). Infatti, e stato

dimostrato che [lattivita del proteasoma viene pegata nel giro di 48-72h dalla
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somministrazione di bortezomib (Adams and Kauffm2®@04). Il profilo farmacodinamico
del trattamento acuto dopo la singola somministrazidi bortezomib, risulta in linea con un
recente studio effettuato in clinica dal gruppo Rkece e collaboratori, in cui e stata
caratterizzato la farmacocinetica e farmacodinardichortezomib in pazienti con mieloma
multiplo refrattario (Reece et al., 2011). In tatedio viene riproposto lo stesso andamento
cinetico di ripresa dell’attivita del proteasomadicando un’iniziale inibizione di circa 1'80%
dopo 1 h dopo la somministrazione, che recupei@ din30% dopo 24 e 48 h, mantenendo
una condizione di stabilita (Reece et al., 2011)e€pa prima fasm acutoe quindi in grado

di confermare la reversibilitd dell'inibizione deroteasoma associata a trattamento con
bortezomib, e di comprovare il protocollo attualteentilizzato in clinica, in cui & previsto un
periodo di sospensione maggiore di 72h tra una soisimazione e la successiva, cosi da
permettere il normale recupero fisiologico delliatha del proteasoma (Adams and Kauffman,
2004). Le analisi effettuate al termine delle 8isetne di trattamento con bortezomib, quindi
in fase cronicahanno mostrato una costante inibizione dell’aétidel proteasoma, che resta
elevata anche fino le 48h dopo l'ultima somminswae. La prolungata inibizione del
proteasoma mostrata in seguito al trattamento coonon bortezomib, potrebbe essere la
conseguenza di un effetto cumulativo del farmanogrado di provocare un’incapacita dei
PBMC a sintetizzarde novada subunita del proteasoma. Questa condizionelpiogrin parte
spiegare la trombocitopenia riscontrata nei paziébbnial et al., 2005). L’analisi di
inibizione del proteasoma nel nervo sciatico ha adittato una elevata inibizione del
proteasoma in seguito a trattamento cronico cotebomib, potenzialmente responsabile in
parte della degenerazione assonale presente meglalatrattati. Inoltre, € stata riscontrata
una bassissima inibizione dell’attivita del prowaa nel cervello, giustificata dall’incapacita

di bortezomib di oltrepassare la barriera ematdatica (Adams et al., 1999)

Studi condotti da Csizmadia e collaboratori hanmmodtrato che farmaci inibitori del
proteasoma determinano alterazioni funzionali ettstrali delle cellule neuronali a carico del
citoscheletro, delle risposte allo stress e defitesi e degradazione proteica. Probabilmente
anche alcuni di questi meccanismi potrebbero spgedazione neurotossica sul SNP
(Csizmadia et al., 2008).

A seguito di queste considerazioni, abbiamo stadiBazione di bortezomib sulla
stabilizzazione dei microtubuli valutata nel nesmatico, poiché inibendo il proteasoma, si

potrebbe osservare una differente degradazioie ghelteine associate ai microtubuli.
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Per verificare I'effetto della somministrazione miea di bortezomib a livello molecolare, é
stato effettuato un primo esperimento qualitatietiovallo studio della possibile implicazione
della polimerizzazione della tubulina nella neutaperiferica da bortezomib.

L’analisi ha previsto una comparazione della pofigeazione indotta da bortezomib con altri
due farmaci noti per il loro meccanismo d’azionendurotossicita a carico dei microtubuli,
qguali il paclitaxel ed epotilone-B. Una volta veséta la presenza di un evidente grado di
stabilizzazione dei microtubuli negli animali tatttcon bortezomib, si € resa necessaria la
messa a punto di una metodica di quantizzaziona petcentuale di polimerizzazione al fine
di valutare quantitativamente la differenza transale controllo e trattato. | nostri risultati
mostrano un chiaro elemento di stabilizzazionewerotubuli, indicato da un incremento del
30 % della percentuale di polimerizzazione dellautina acetilata negli animali trattati con

bortezomib rispetto agli animali controllo.

Studiin vitro hanno mostrato come la capacita di bortezomilotiimgrizzare e stabilizzare i
microtubuli in cellule di mieloma e cellule neurgliossa rivelarsi un importante fattore nello
sviluppo della neuropatia periferica indotta datémosmib (Poruchynsky et al., 2008). La
stabilizzazione dei microtubuli indotta da borte#donimpedisce la normale dinamicita
necessaria alla formazione e composizione degliesggni di proteine cellulari danneggiate,
che si dovrebbero originare in seguito all'inibizéodel proteasoma (Johnston et al., 1998). In
questo studio € stato inoltre verificato come ihdy di polimerizzazione risulti inferiore
rispetto ad altri chemioterapici noti per il lorarnzipale meccanismo d’azione a carico dei
microtubuli, motivando la reversibilita della netossicita una volta sospeso il trattamento
(Cavaletti et a., 2007; Meregalli et al., 2010).n@ogia dimostrato per altri chemioterapici
come taxani ed epotiloni (Canta et al., 2009b) iadjypossibile ipotizzare che il meccanismo
di stabilizzazione dei microtubuli risulti implicatinello sviluppo della neuropatia periferica
(Chiorazzi et al., 2009).

Tuttavia a differenza dei taxani, bortezomib noriseg direttamente sulla struttura dei
microtubuli che appaiono intatti, ma si ipotizzaausua azione a carico dei livelli delle
proteine associate ai microtubuli, dando luogo adeffetto piu velocemente reversibile.
Questa spiegazione e coerente con quanto ossernvalmica, in cui pazienti trattati con

bortezomib recuperano piu facilmente rispetto dlgmecura con i taxani (Richardson et al.,
2006). Anche i dati del nostro esperimento circgresenza di una trombocitopenia nella

maggior parte degli animali trattati con bortezonpbtrebbero essere ricondotta alla
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stabilizzazione dei microtubuli, come gia preceder@nte suggerito nel lavoro di
Poruchynsky e collaboratori (Poruchynsky et alQ80

Dallo studio appena citato, si evince inoltre clwo sbortezomib, tra gli inibitori del
proteasoma testati presenta un effetto di stabiirz dei microtubuli, dimostrando come non
vi sia una diretta correlazione consequenziale ltrabizione del proteasoma e la
polimerizzazione dei microtubuli.

Risulta chiaro, quindi, che la neurotossicita inaata bortezomib si origina da una serie di
meccanismi d’azione temporalmente presenti nei efbggrattati, ma che necessitano di

ulteriori studi per una migliore definizione di @ventuale correlazione tra loro.

In conclusione questo lavoro ha permesso di:

1) Individuare:

v' la minima dose efficace di CR4056 a 0,6 mg/kg

v la dose ottimale di efficacia CR4056 a 6 mg/kg meertire e inibire l'insorgenza di
allodinia in seguito a trattamento con bortezoraénza indurre tolleranza.

2) verificare mediante esperimernti vitro la non interferenza del CR4056 con [lattivita
antineoplastica di bortezomib

3) riprodurrein vivo la percentuale d’inibizione del proteasoma (cidedl’80%) simile a
quella osservata in clinica (De Coster R., in sigad osservazioni personali).

4) verificare la stabilizzazione dei microtubuli otth da un trattamento cronico con

bortezomib

Tali risultati appaiono importanti non solo perilascita nell’ individualizzazione di una dose
efficace di CR4056, ma fornisce un ulteriore comi@r preclinica preziosa per |l
proseguimento dello sviluppo del farmaco. La rilee di questo studio consiste nella
dimostrazione che il CR4056 potrebbe, una voltdizaito in clinica, consentire un
miglioramento della condizione dolorosa se somrtriis successivamente al trattamento
con bortezomib, o ancor meglio agire impedendoilugpo della sintomatologia dolorosa se
somministrato in co-trattamento con il chemiotecapilall'inizio della cura. Per il momento,
ed in linea del tutto teorica, I'aver caratterizzédt composto CR4056 anche sotto I'aspetto
preventivo potrebbe un giorno, basandosi su stufdirchacogenomica, essere somministrato
a pazienti affetti da mieloma multiplo con un gepot maggiormente predisposto allo

sviluppo di dolore neuropatico associato all’'utibzdi bortezomib. Tuttavia, I'utilizzo di

-94 -



Discussione

analgesici potrebbe mascherare dei sintomi indiagnd neuropatia periferica e rischiare di

sottovalutare la sua severita e irreversibilita.

Attualmente in letteratura sono presenti pochiiswadti alla caratterizzazione dei fattori di
rischio associati allo sviluppo di una severa npat@a periferica indotta da bortezomib. Tra i
piu noti ritroviamo I'effetto dose cumulativo delrfnaco, eventuali neuropatie pre-esistenti al
momento dell’inizio del trattamento con bortezonelfattori genetici. Nel 2010 il gruppo di
studio di Corso e colleghi (Corso et. al., 2010)efffettuato uno studio clinico su pazienti
affetti da mieloma, paragonando pazienti trattafpiima linea con bortezomib, e pazienti in
ricaduta o progressione della malattia. In quesn @ stato verificato che 'aumento d’eta
risulta essere un fattore di rischio legato albirgenza della neuropatia, ma la differenza
maggiore consiste nell’incidenza della comparsaddiore neuropatico. Infatti € stato
dimostrato che il dolore neuropatico si presenta wea minore incidenza e breve durata nei

pazienti trattati in prima linea con bortezomib y&@ktti and Nobile-Orazio, 2007).

Recentemente si stanno sviluppando studi di fargereetica volti alla caratterizzazione del
dolore neuropatico indotto da bortezomib (Broylkkt 2010). Tali risultati potrebbero pero
presentare delle lacune circa l'utilizzo di adegeaspecifici metodi necessari per definire il
dolore neuropatico, con un iter difficoltoso natlamparazione dell’espressione genica delle

popolazioni a confronto.

Studi futuri verteranno sullo sviluppo di un modellin topo su cui testare
contemporaneamente lo sviluppo del dolore neuropakiattivita analgesica di CR4056 e la
non interferenza dell’analgesico con ['attivita iaabplastica di bortezomib. La necessita di
utilizzare un modello murino e supportata dalla giag disponibilita e capacita delle linee
tumorali di attecchire nel topo; a differenza deiddmllo in ratto in cui & nota la difficolta di

impianto del tumore e di cui poche sono le lingadrali conosciute.
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