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Scopo del lavoro e riassunto

SCOPO DEL LAVORO E RIASSUNTO

La messa a punto di diversi modelli di neuropatia periferica indotta da farmaci antineoplastici
in ratto, ha consentito negli ultimi 20 anni di chiarire i meccanismi fisiopatologici coinvolti
nella degradazione delle fibre nervose e nella sofferenza dei neuroni dei gangli della radice
dorsale (DRG) e responsabili della neurotossicita periferica e, inoltre, di identificare delle
strategie di neuroprotezione utili a contrastare o a curarne gli effetti. Tuttavia, poiché
solamente poche linee tumorali sono in grado di indurre lo sviluppo di tumori nel ratto, questo
modello animale non rappresenta il mezzo piu efficace per studiare, contemporaneamente,
I’attivita antineoplastica e gli effetti neurotossici dei chemioterapici. Cio é invece possibile in
un modello murino, al contrario del ratto, grazie alla capacita di sviluppare tumori solidi in

seguito all’inoculo di linee cellulari tumorali di diversa origine.

L’obiettivo di questo lavoro, svolto nell’ambito del Dottorato in Neuroscienze, e stato la

messa a punto di quattro modelli murini di neuropatia periferica indotta dalla

somministrazione dell’ inibitore del proteasoma bortezomib, attraverso una caratterizzazione

neurofisiologica, istopatologica e comportamentale.

Le neuropatie periferiche indotte da chemioterapici (CIPN dall’inglese chemotherapy-induced
peripheral neuropathies) rappresentano uno dei piu comuni fattori limitanti 1’utilizzo nella
terapia antitumorale di tali farmaci, in quanto spesso possono compromettere in modo
significativo la qualita di vita dei pazienti.

I meccanismi che stanno alla base dell’insorgenza delle neuropatie periferiche sono ancora
poco conosciuti, nonostante sia noto che la neurotossicita dipenda dalla dose e dal tipo di
farmaco utilizzato.

Bortezomib € un farmaco antineoplastico appartenente alla famiglia dei composti inibitori del
proteasoma ed ha una provata efficacia nella terapia del mieloma multiplo; la Food and Drug
Administration (FDA) ha infatti approvato 1’utilizzo di bortezomib nel 2003 per il trattamento
del mieloma multiplo in fase avanzata, promuovendolo nel 2008 come farmaco di prima linea
nel trattamento iniziale di tale patologia. Tuttavia, in clinica, i pazienti in trattamento con
bortezomib sviluppano una neuropatia di tipo prevalentemente sensitivo spesso accompagnata

da dolore neuropatico.
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Questo lavoro si € articolato in tre fasi consecutive:

(A.1) Una fase di messa a punto in vivo di quattro modelli murini di neuropatia
periferica indotta da bortezomib.

Obiettivo: valutare le caratteristiche neuropatologiche della neuropatia periferica da
bortezomib in due ceppi murini immunocompetenti (Balb/c e CD1) e in due ceppi
immunodeficienti (Hola Hsd NuNu e Scid).

(A.2) Una fase di messa a punto di un modello murino di mieloma multiplo associato
al trattamento chemioterapico con bortezomib.

Obiettivo: valutare contemporaneamente [’attivita antineoplastica e neurotossica di
bortezomib in topi Scid.

(B) Una fase di analisi di localizzazione dei trasportatori del Ca?* Parvalbumina e
Calbindina (marcatori, rispettivamente dei neuroni grandi e dei neuroni piccoli) nei neuroni
sensitivi dei DRG.

Obiettivo: verificare la distribuzione delle diverse sottopopolazioni neuronali dei DRG
(neuroni piccoli, medi e grandi) per quantificare il danno subito dal trattamento farmacologico

con bortezomib.

Al fine di mettere a punto e studiare nel modello murino le caratteristiche neuropatologiche
della neuropatia periferica indotta da bortezomib (A.1), topi femmine Balb/c, CD1, Hola Hsd
NuNu e Scid (peso iniziale di circa 19-21 gr.) sono stati trattati con il chemioterapico. Nello
specifico ai topi Balb/c € stato somministrato bortezomib due volte a settimana per 4
settimane alla dose di 0,8 mg/Kg; ai topi CD1 e Hola Hsd NuNu il farmaco € stato
somministrato due volte a settimana per 6 settimane alla dose di 0,8 mg/Kg mentre ai topi
Scid bortezomib é stato somministrato una volta a settimana per 5 settimane alla dose di 1
mg/Kg. Durante I’intero periodo di trattamento sono stati valutati sia parametri indice di una
tossicitd generale, quali il tasso di mortalitd e la variazione del peso corporeo, sia di
neurotossicita quali la misurazione della velocita di conduzione nervosa (VDC) lungo il fascio
di nervi caudale ed il nervo digitale, analisi morfologiche e morfometriche dei neuroni
sensitivi dei DRG e del nervo sciatico e la valutazione del dolore neuropatico attraverso il
dynamic test.

La valutazione dei parametri di tossicita generale ha evidenziato una buona tolleranza al
trattamento con bortezomib in tutti e quattro i ceppi: i topi Balb/c e Scid trattati con il
chemioterapico presentano una riduzione del peso corporeo (rispetto ai controlli non trattati)

statisticamente significativa (rispettivamente del 10,65 e dell’ 8,17%), al contrario gli animali
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CD1 sono caratterizzati da un incremento del peso corporeo non paragonabile a quello degli
animali non trattati (riduzione del 7,9% rispetto ai controlli) e i topi Hola Hsd NuNu mostrano
un incremento del peso corporeo paragonabile a quello degli animali non trattati.

Le misurazioni delle VDC, indice di danno a carico delle fibre di grosso calibro, hanno messo
in evidenza alterazioni neurofisiologiche di differente severita in tutti i ceppi. Bortezomib ha
determinato sia una riduzione evidente della VDC caudale che di quella digitale. | topi Balb/c
hanno manifestato una riduzione della VDC caudale del 27,3% e della VDC digitale del
17,9% (rispetto ai controlli non trattati); negli animali CD1 la riduzione della VDC caudale e
stata del 20,3% mentre quella della VDC digitale e stata del 26,9%; i topi NuNu hanno
mostrato una riduzione della VDC caudale del 15,2% e della VDC digitale del 13,5%; gli
animali Scid sono stati caratterizzati da una riduzione della VDC caudale del 21,35% e della
VDC digitale del 23,83%. L’analisi morfologica dei DRG ha evidenziato che bortezomib & in
grado di causare delle alterazioni della morfologia sia dei neuroni sensitivi che delle cellule
satellite. Nel nervo sciatico degli animali trattati é stata osservata una degenerazione assonale
delle fibre mieliniche da moderata a severa. L’analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei
DRG ha dimostrato un aumento quantitativo delle dimensioni del soma, del nucleo e del
nucleolo dei topi Balb/c rispetto ai controlli non trattati. L’aumento delle dimensioni del
nucleolo ha caratterizzato il ceppo CD1, cosi come il ceppo Hola Hsd NuNu e il ceppo Scid
nei quali si ¢ manifestato anche I’aumento delle dimensioni somatiche.

L’analisi morfometrica del nervo sciatico nei topi Scid ha evidenziato 1’aumento
statisticamente significativo della g-ratio (rapporto tra il diametro dell’assone e il diametro
della fibra) dovuto al trattamento con bortezomib e una tendenza, non significativa, alla
riduzione dello spessore della guaina mielinica.

L’utilizzo del dynamic test ha permesso di valutare 1’insorgenza di allodinia meccanica
(percezione dolorosa in risposta a uno stimolo meccanico non nocicettivo) in seguito a
trattamento con bortezomib osservando una diversa risposta ad uno stimolo meccanico tra gli
animali trattati e i controlli. | topi CD1 e Scid hanno manifestato una riduzione nei tempi di
risposta allo stimolo rispetto agli animali controllo statisticamente significativa
(rispettivamente 29,1% e 22,1%); al contrario gli animali Balb/c e Hola Hsd NuNu hanno
mostrato comungue una riduzione dei tempi di risposta allo stimolo rispetto agli animali

controllo, ma non significativa dal punto di vista statistico (rispettivamente 21,5 % e 20,4%).
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Al fine di valutare contemporaneamente 1’attivita antineoplastica e neurotossica di bortezomib
(A.2), topi femmine Scid (peso iniziale di circa 19-21 gr.) sono stati inoculati con 1x10°
cellule della linea tumorale RPMI 8226 (linea cellulare umana di mieloma multiplo). Meta di
questi animali € stato trattato con bortezomib 1 mg/Kg una volta a settimana per 5 settimane.

Anche in questa fase del lavoro durante I’intero periodo di trattamento sono stati valutati sia
parametri indice di una tossicita generale, quali il tasso di mortalita e la variazione del peso
corporeo, sia di neurotossicita quali la misurazione della velocita di conduzione nervosa
(VDC) lungo il fascio di nervi caudale ed il nervo digitale, analisi morfologiche e
morfometriche dei neuroni sensitivi dei DRG e del nervo sciatico e la valutazione del dolore
neuropatico attraverso il dynamic test. Inoltre é stata valutata 1’azione antineoplastica di
bortezomib attraverso il monitoraggio della crescita tumorale.

La valutazione dei parametri di tossicita generale ha evidenziato una buona tolleranza al
trattamento con il chemioterapico: gli animali portatori di mieloma multiplo hanno mostrato
un aumento del peso corporeo paragonabile a quello degli animali di controllo, mentre gli
animali portatori di mieloma multiplo trattati con bortezomib hanno manifestato una riduzione
del peso corporeo tra la seconda e la quarta somministrazione con un recupero fino al termine
del trattamento. Le misurazioni delle VDC hanno messo in evidenza alterazioni
neurofisiologiche di differente severita nei due gruppi rispetto agli animali di controllo.
Bortezomib ha determinato sia una riduzione evidente della VDC caudale (27,1% rispetto agli
animali di controllo) che di quella digitale (19,1% rispetto agli animali di controllo); gli
animali portatori di mieloma multiplo hanno, invece, mostrato una VDC caudale paragonabile
a quella degli animali di controllo e una riduzione della VDC digitale (14,21%).

L’analisi morfologica dei neuroni sensitivi dei DRG ha dimostrato alterazioni a carico dei
neuroni sensitivi e delle cellule satelliti sia negli animali portatori di mieloma che in quelli
trattati con bortezomib; inoltre il mieloma multiplo ha causato una frequente degenerazione
delle fibre mieliniche che permane negli animali tratti con bortezomib

L’analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei DRG ha dimostrato una riduzione
quantitativa delle dimensioni del soma, del nucleo e del nucleolo dei topi Scid inoculati con
mieloma multiplo rispetto agli animali controllo, mentre quelli inoculati con mieloma
multiplo e trattati con bortezomib hanno evidenziato un aumento statisticamente significativo
delle superfici somatiche e nucleolari, ma non di quelle nucleari.

L’analisi morfometrica del nervo sciatico ha messo in evidenza 1’aumento statisticamente
significativo della g-ratio negli animali portatori di mieloma multiplo, incrementato nei topi

sottoposti a trattamento con bortezomib. La riduzione dello spessore della guaina mielinica e
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risultata statisticamente significativa negli animali portatori di mieloma multiplo ed e
incrementata negli animali sottoposti a trattamento con bortezomib.

Attraverso I’utilizzo del dynamic test ¢ stata valutata 1’insorgenza di allodinia meccanica in
entrambi i gruppi: gli animali portatori di mieloma multiplo hanno evidenziato una risposta
allo stimolo paragonabile a quella degli animali di controllo, mentre gli animali sottoposti a
trattamento con bortezomib hanno manifestato una riduzione dei tempi di risposta allo stimolo
statisticamente significativa rispetto agli animali di controllo (14,53%), ma non altrettanto
significativa rispetto agli animali portatori di mieloma multiplo (9,6%).

Infine, la valutazione della crescita tumorale, ha messo in evidenza 1’efficace ruolo

antineoplastico di bortezomib a partire dalla prima settimana di trattamento.

Dal momento che I’analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei DRG degli animali trattati
con bortezomib ha mostrato un aumento anomalo delle superfici somatiche, nucleari e
nucleolari, e stato stabilito di verificare la distribuzione delle diverse sottopopolazioni
neuronali dei DRG (neuroni piccoli, medi e grandi) per quantificare il danno subito dal
trattamento chemioterapico (B). In maniera inaspettata, calbindina e parvalbumina hanno
evidenziato la marcatura di cellule con una superficie somatica simile sia negli animali di
controllo (rispettivamente 478,1 + 210,5 um?e 451,5 + 193.5 um?) che negli animali trattati
(rispettivamente 368,2 + 144,1 um? e 342,6 + 136 um?). Risulta evidente una differenza di
marcatura tra i topi di controllo e quelli sottoposti a trattamento con chemioterapico, in
particolare dal punto di vista della percentuale di cellule marcate con parvalbumina: infatti i
neuroni dei DRG degli animali di controllo immunomarcati rappresentano il 33,15% delle
cellule totali a differenza di quelli degli animali trattati che costituiscono il 15,36% delle

cellule totali.

La messa a punto e la caratterizzazione di modelli murini di neuropatia periferica indotta da
bortezomib, eseguite in questo lavoro, hanno posto le basi per lo studio contemporaneo
dell’attivita e della neurotossicita di un farmaco antineoplastico in presenza di una massa
tumorale. Questo ulteriore passo in avanti € il presupposto per la valutazione dell’efficacia di
composti neuroprotettori utilizzati in associazione al farmaco chemioterapico con possibilita
di verificare che il loro uso contemporaneo non comporti la perdita di efficacia

dell’antineoplastico.

10
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AIM OF WORK AND SUMMARY

In the last 20 years severah vivo rat models of peripheral neuropathy induced by
antineoplastic drugs clarified the phatophysiolagjimechanisms involved in peripheral
neurotoxicity. Moreover these models allowed teniify neuroprotection strategies for
preventing sensory nerve and dorsal root ganglRGPneurons damages. Only a few cancer
cell lines is able to induce the development ofcearin immunocompetent rats, therefore
these models do not represent the best way totigaés, at the same time, the antineoplastic
activity and the neurotoxic effects of these drulgg;contrast, murine models are widely

employed in oncological studies and can be usefuhiis purpose.

During the Ph.D Programme in Neuroscience, the ainthis projecct has been the

neurophysiologic, histophatologic and behaviout@racterization of 4 murine models of

peripheral neuropathy induced by the proteasomibitnh bortezomib

The neurotoxic side effects of several antineoasgents are among the main reason for
tretament modification or their limitation as aatitor therapy. The mechanisms underline the
onset of peripheral neurophaties are still not r¢leaen though it is accepted that the
neurotoxicity is dose- and drug-dependent. Bortekaasna proteasome inhibitor and it is used
as an efficient chemotherapeutic agent in the retd of multiple myeloma. In 2003 the
Food and Drug Administration (FDA) approved the use of bortezomib for the treathof
advanced multiple myeloma, then in 2008 the drugs waomoted as a first-line
chemotherapeutic agent for the treatment of myelomaewever patients treated with
bortezomib develop a peripheral neuropathy, oftanlined with neuropathic pain.

This project consist 3 consecutive phases:

(A.1) The development of & vivo murine models of bortezomib-induced peripheral
neuropathy.
Aim: to evaluate the neuropathologic mechanisms irgbim bortezomib-induced peripheral
neuropathy in two immunocompetent murine strainalf® and CD1) and in two

immunodeficient murine strains (Hola Hsd NuNu awdly

11
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(A.2) The development of a multiple myeloma murine moitelassociation with
bortezomib treatment.
Aim: to evaluate, at the same time, the antineoplastivity and the neurotoxic effect of

bortezomib in Scid mice.

(B) The localization of Cd transporters Calbindin and Parvalbumin in DRG aesr
(respectively markers of small size neurons andsizig neurons).
Aim: verify the distribution of different DRG neurossibpopulations (small size, medium

size and big size neurons) to quantify the damadeded by the treatment.

Female Balb/c, CD1, Hola Hsd NuNu and Scid micdiéinbody weight 19-21 gr.) were
treated with bortezomib to develop and to study rleeropathologic mechanisms of the
peripheral neuropathA.1).

Balb/c mice were administered with bortezomib twaeceveek for 4 weeks at the dose of 0,8
mg/Kg; CD1 and Hola Hsd NuNu were treated with &oomib 0,8 mg/Kg twice a week for
6 weeks while Scid mice were administered with édmomib 1 mg/Kg once a week for 5
weeks.

During the treatment period we evaluated both geriekicity parameters, like mortality and
body weight changes, and neurotoxicity parameteciiding the sensory nerve conduction
velocity (NCV) in the caudal and digital nerve, theorphological and morphometrical
analysis of DRG neurons and sciatic nerve and ssssment of neuropathic pain by
behavioural dynamic test.

Bortezomib has been well tolerated in all 4 straBalb/c and Scid mice treated with the
compound showed a statistically significant deaaasbody weight compared to the control
ones (respectively of 10,65 and 8,17%); on theraopmtCD1 mice showed an increase in
body weight even though not comparable to the obmines (reduction of 7,9% respect to
control mice) and Hola Hsd NuNu mice revealed @ndase in body weight similar to control
ones.

All 4 strains disclosed different neurophisiolodiatierations.

Bortezomib caused a clear reduction both in caadadl in digital NCV. Balb/c showed a
decrease in caudal NCV of 27,3% and in digital N@\17,9% (compared to control ones).
CD1 mice showed a reduction in caudal NCV of 208% in digital NCV 26,9%; Hola Hsd
NuNu mice bared a decrease in caudal NCV of 15,88bia digital NCV of 13,5%; Scid
mice showed a reduction in caudal NCV of 21,35%iardlgital NCV of 23,83%.

12
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The morphological analysis highlighted alteratioh®RG neurons and satellite cells induced
by bortezomib; moreover the compound caused a seased frequent degeneration of
myelinic fibers.

The morphometrical analysis of DRG neurons shovediricrease in size of soma, nucleus
and nucleolus in Balb/c treated mice respect tdrobones. In CD1 mice only the nucleolus
was increased in size, while in Hola Hsd NuNu aoid $hice bortezomib caused an increase
in both of soma and nucleolus size.

Furthermore Bortezomib induced a statistically gigant increase of g-ratio (the ratio of the
inner axonal diameter to the total outer diamedard a trend decrease of myelin thickness.
Dynamic test highlighted the onset of mechanickldghia (a pain due to a stimulus which
does not normally provoke pain). CD1 e Scid micansdd a statistically significant reduction
of the answer to the mechanical stimulus respecbidrol ones (respectively of 29,1% and
22,1%); on the contrary in Balb/c mice and Hola H¢dNu bortezomib caused a not
statistically significant decrease of answer (resigely 21,5% and 20,4%).

Female Scid mice (initial body weight 19-21 gr.)ravénjected with 1x1DRPMI 8226 cells
(human cellular line of multiple myeloma) and half these animals were treated with
bortezomib 1 mg/Kg once a week for 5 wedks?2) to evaluate, at the same time, the
antineoplastic activity and the neurotoxic effedt tbe compound. Also in this phase,
parameters of general toxicity and of neurotoxiewgre evaluated. Moreover we monitored
the tumor increase.

Bortezomib has been well tolerated in all groupsceminjected with RPMI 8226 cells
revealed an increase in body weight similar to m@rdanes, while mice injected with RPMI
8226 cells and treated with the compound showeéaedse in body weight between the
second and the fourth administration that recovardgd the end of treatment.

Two groups disclosed different neurophisiologid&grations.

Bortezomib caused a relevant decrease both in té&idd % respect to control animals) and
in digital NCV (19,1% respect to control animalshile multiple myeloma reduced only the
digital NCV (14,21% respect to control animals).

The morphological analysis showed alterations ofED#eurons and satellite cells induced by
multiple myeloma that were confirmed in animalsatesl with bortezomib; moreover multiple
myeloma caused a frequent degeneration of mydiinges that increased in animals treated

with bortezomib.

13
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The morphometrical analysis of DRG neurons showeddecrease in size of soma, nucleus
and nucleolus in mice with multiple myeloma, whilertezomib caused an increase in size of
soma and nucleolus.

The morphometrical analysis of sciatic nerve shothednvolvement of multiple myeloma in
the increase of g-ratio and in the decrease of imyleickness. The treatment with bortezomib
highlighted these results.

Dynamic test demonstrated the onset of mechanitadyaia only in mice with multiple
myeloma treated with bortezomib: the decrease énatiiswer to the stimulus is statistically
significant in comparison to control ones (14,53Btit it is not relevant if compared to
animals with multiple myeloma (9,6%).

Furthermore, the evaluation of tumor size demotedrahat bortezomib has an efficient

antineoplastic role starting from the first weekrefatment.

Since the morphometrical analysis of DRG neurormwsld the increase in size of soma,
nucleus and nucleolus of animals treated with zorteb, we decided to measure the damage
induced by the compound proving the distribution different neuronal subpopulations
(small, medium and big neuron®).

Unexpectedly Calbindin and Parvalbumin labelledraes with similar somatic areas both in
control animals (respectively 478,1 + 21@&° e 451,5 + 193.5um%) and in treated mice
(respectively 368,2 + 144Am? e 342,6 + 136um?). A difference between the labelling of
control animals respect to treated ones is cleatjqoularly if we consider the percentage of
parvalbumin labelling: indeed the DRG neurons oftoad animals treated represent the

33,15% of all cells while the DRG neurons of tréaa@imals are the 15,36% of all neurons.

The characterization ofi vivo murine models of bortezomib-induced peripheralropathy

of this study is relevant since it could represestarting point for evaluating the anticancer
activity of the compound and, at the same timenésrotoxicity. Furthermore these models
could be useful to test the neuroprotective actibnew experimental agents and to evaluate
the non-interference between the chemotherapegeictand the neuroprotectant agents.
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INTRODUZIONE

1. LE NEUROPATIE PERIFERICHE

Con il termine di neuropatia periferica si intende genericamente un disturbo della
funzione o della struttura a livello del sistema nervoso periferico (SNP) ovvero di quell’
insieme di strutture nervose nelle quali i neuroni ed i loro prolungamenti periferici
interagiscono con le cellule periferiche satelliti o cellule di Schwann.

Con cio non si vuole indicare una precisa affezione, ma piuttosto ci si riferisce ad una
manifestazione, conseguenza di diverse possibili alterazioni che possono interessare lo stesso
sistema, nelle sue varie componenti. Dal momento che ogni nervo periferico possiede una
funzione altamente specializzata in una determinata parte del corpo, in seguito al suo
danneggiamento puo verificarsi una vasta gamma di sintomi.

In alcuni casi & possibile classificare il disturbo come puramente motorio, sensitivo o
vegetativo sebbene numerose neuropatie possano interessare contemporaneamente piu tipi di
fibre nervose.

Le neuropatie possono essere classificate o in base alla distribuzione e al numero di nervi
interessati o in base all’eziologia: sulla base del primo criterio si classificano in
mononeuropatie, mononeuropatie multifocali, polineuropatie e polineuropatie simmetriche;

sulla base del secondo criterio si suddividono in ereditarie e acquisite.

Le mononeuropatie interessano un singolo nervo periferico: sono patologie solitamente
conseguenti a lesioni traumatiche, dovute a compressioni meccaniche, lesioni vascolari e
neoplasie infiltranti. La sintomatologia ad esse associata e localizzata e limitata al territorio di
innervazione del nervo leso. La sindrome del tunnel carpale, conseguente all’ispessimento del
canale membranoso che il nervo mediano percorre nel palmo della mano per raggiungere ed
innervare le dita , ne & un tipico esempio (Cranford et al.,2007) . Le mononeuropatie possono
essere anche associate all’alcolismo, al diabete mellito e alle neuropatie ereditarie; vengono
valutate mediante test elettrodiagnostici che evidenziano una diminuzione della velocita di
conduzione nervosa del nervo in esame.

Le mononeuropatie multifocali sono caratterizzate da un interessamento simultaneo o

progressivo di piu nervi localizzati in aree distinte.
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Le polineuropatie sono caratterizzate da un interessamento bilaterale e simmetrico dei nervi
periferici (polineuropatie simmetriche), (Warzoc e Wattin, 1990). | disturbi compaiono
generalmente nelle mani e nei piedi. Tali neuropatie sono solitamente correlate a malattie
sistemiche: un tipico esempio é dato dalla polineuropatia diabetica.

Alcuni tipi di neuropatie hanno un esordio improvviso, mentre altre compaiono in maniera
graduale nell’arco degli anni. La sintomatologia ¢ diversa a seconda del tipo di fibre nervose
interessate e alla loro localizzazione ma, nella maggior parte dei casi, la neuropatia periferica
si manifesta attraverso debolezza alle braccia e alle gambe, formicolii, dolore, intorpidimento,
assenza del senso di posizione. La qualita della vita dei pazienti colpiti da tale patologia viene
fortemente compromessa.

Dal punto di vista eziologico si distinguono le neuropatie ereditarie, causate da
alterazioni genetiche che vengono trasmesse di generazione in generazione (in molti casi il
difetto genetico e noto), e le neuropatie acquisite, dovute ad alterazioni genetiche insorte nel
corso della vita.

La famiglia di neuropatie ereditarie piu ampia € quella delle Neuropatie Motorie Sensoriali
Ereditarie (HSMN). Tali patologie sono caratterizzate da una demielinizzazione a lenta
evoluzione, spesso associata ad anomalie anatomiche del piede (piede cavo).

La malattia di Charcot-Marie-Tooth (CMT) di tipo 1 e di tipo 2 (HSMN I e II) € I’esempio piu
comune di HSMN ed e un gruppo di patologie dovute a mutazioni nei cromosomi 1, 8, 17, X.
Sono caratterizzate da una progressione lenta che interessa le fibre nervose periferiche adibite
al controllo del movimento e che determina la compromissione dei muscoli delle estremita
che, indebolendosi, si atrofizzano dando agli arti una tipica forma sottile.

La CMT di tipo I, che rappresenta oltre la meta dei casi, ¢ definita anche “Neuropatia
demielinizzante” poiché comporta la demielinizzazione del nervo con alterazioni a carico
della conduzione nervosa. Inizialmente, infatti, la mielina difettosa, o0 assente, causa solo
rallentamento della velocita di conduzione, senza sintomi o con sintomi leggeri per lo piu di
debolezza, poi la denervazione muscolare aumenta progressivamente e la malattia si
manifesta con piu evidenza.

La CMT di tipo Il, che rappresenta circa il 25-30 % dei casi, e caratterizzata dalla
degenerazione assonale del nervo. La velocita di conduzione ¢ quasi normale, ma c’¢ una
diminuzione dell’ampiezza del segnale.

Altre patologie ereditarie sono la malattia di Dejerine-Sottas (HSMN di tipo I11), simile alla
CMT ma con un decorso clinico piu rapido, caratterizzata da demielinizzazione e successiva

rimielinizzazione del nervo periferico che aumenta di volume; la neuropatia amiloidotica
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familiare legata al deposito di una proteina anomala (transtiretina) all’interno dei nervi
periferici e le neuropatie in corso di porfiria, dovute all’alterato metabolismo delle porfirine
che si associa a neuropatia periferica prevalentemente motoria.

Le neuropatie acquisite sono statisticamente piu frequenti di quelle ereditarie e possono essere
classificate sulla base delle diverse cause a cui sono dovute.

Si distinguono in:

. Neuropatie da danni fisici (traumi): i traumi costituiscono la causa pit comune di
lesione di un nervo. Lesioni o traumi improvvisi, causati ad esempio da incidenti
automobilistici, cadute, sport e attivita connesse, possono provocare resezione, compressione
e stiramento del nervo inducendo danni di entita eterogenea a seconda che la conduzione
nervosa sia pit 0 meno conservata (Ugalde e Rosen, 2001). Tra le diverse cause che inducono
queste neuropatie figurano le amiloidosi, accumuli di sostanza amiloide di origine proteica
indigeribile dalle proteasi nei tessuti connettivi e nella matrice extracellulare, in grado di
indurre un danno di tipo compressivo-ischemico e le neoplasie quando la massa tumorale si

trova nelle vicinanze di un nervo causandone la compressione (sindrome paraneoplastica).

. Neuropatie da malattie sistemiche: sono disturbi che colpiscono I’intero organismo,

spesso causate da un ampio spettro di disturbi sia metabolici che endocrini.

Nello specifico:
v Il diabete mellito &€ in grado di generare una neuropatia prevalentemente
sensitiva. Si tratta di un disordine clinicamente evidente, o anche subclinico, che
si manifesta nel corso della malattia diabetica in assenza di altre cause; tale
disordine neurologico comprende manifestazioni a carico della funzione somatica
e/o autonoma del sistema nervoso periferico. La patologia € caratterizzata da
elevati livelli cronici di glucosio nel sangue che causano il danno nervoso.
v" Disturbi renali possono causare anomale quantita di sostanze tossiche nel
sangue, con un grave danneggiamento del nervo. La neuropatia sensitivo-motoria
lenta insorge nella maggior parte dei pazienti in dialisi a causa delle grosse
molecole ad alto peso molecolare difficilmente dializzabili. Alcune malattie del
fegato, invece, portano a neuropatie come risultato di squilibri chimici.
v" Squilibri ormonali sono alla base dell’alterazione dei normali processi
metabolici che causano neuropatia. La presenza di ipotiroidismo, ad esempio,
induce polineuropatie compressive del nervo mediano sensitivo-motore ad

impronta assonale.
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v Carenze nutrizionali e vitaminiche (in particolare B12, Bl, B6 ed E)
provocano danni di notevole entita al tessuto nervoso determinando
degenerazione assonale. Le avitaminosi sono disturbi legati ad un regime dietetico
inadeguato, ma possono essere dovute anche a problemi gastro-intestinali che
impediscono un corretto assorbimento vitaminico (Singleton J.R., 2005).

v L’alcolismo induce danno tossico assonale che provoca neuropatia sensitivo-
motoria distale ed e la seconda causa di neuropatia dopo il diabete nei paesi
industrializzati.

v/ Danni vascolari e malattie del sangue determinano la diminuzione
dell’ossigeno indirizzato ai nervi periferici portando rapidamente a gravi danni per
i tessuti nervosi, fino alla morte.

v La presenza di tossine pud causare lesioni nervose periferiche. Gli individui
esposti a metalli pesanti (arsenico, piombo, mercurio, tallio), industrie

farmaceutiche o tossine ambientali sviluppano spesso neuropatie.

. Neuropatie da infezioni e malattie autoimmuni: le reazioni immunitarie
determinano I’insorgenza di neuropatie immuno-mediate che si manifestano quando il sistema
immunitario, per ragioni sconosciute, “attacca” i nervi periferici, causando 1’insorgenza della
malattia. | virus e i batteri che possono attaccare i tessuti nervosi comprendono
Herpes-varicella Zoster (Herpes Zoster), il virus Epstein-Barr, Citomegalovirus, Herpes
Simplex e membri della grande famiglia dell” Herpes Virus umano. Il virus
dell’ITmmunodeficienza Umana (HIV), che provoca I’AIDS, causa gravi danni sia al Sistema
Nervoso Centrale (SNC) che al SNP: puo determinare forme diverse di neuropatia, ciascuna
associata ad una specifica fase attiva della malattia di immunodeficienza. Una rapida
progressione corrisponde ad una polineuropatia dolorosa che interessa piedi e mani, ed €

spesso il primo segno clinico di infezione da HIV. Malattie come la difterite, la lebbra e la

malattia di Lyme sono patologie batteriche caratterizzate da ampie lesioni nervose periferiche

con una vasta gamma di disturbi neuropatici, compresa la polineuropatia dolorosa, che si
manifesta spesso entro poche settimane dopo I’avvenuta infezione.

Le forme piu comuni di neuropatie immuno-mediate sono rappresentate: - dalla Sindrome di
Guillain-Barre (SGB), una poliradicolonevrite acuta ad esordio rapido che puo evolvere a
paralisi totale e insufficienza respiratoria nell’arco di pochi giorni dai primi eventi, seguiti da
recupero parziale o totale a pochi mesi dalla fase acuta. La sua eziopatogenesi & spesso legata

ad infezioni batteriche o virali con la produzione di auto-anticorpi che generano
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demielinizzazione (Kuwabara S., 2004; Winer J.B., 2008); - dalla poliradicolonevrite
inflammatoria demielinizzante cronica (CIDP), considerata la variante cronica della SGB; -
dalle neuropatie croniche con auto-anticorpi verso le componenti dei nervi periferici, tra cui la
glicoproteina associata alla mielina (MAG), i gangliosidi (GM1, GD1la, GD1b); - dalle
neuropatie associate a vasculiti ovvero infiammazioni dei vasi sanguigni che possono
interessare anche i vasi collaterali e i1 nervi periferici; - dalle neuropatie associate a
gammopatie monoclonali dovute all’espansione clonale di linfociti B o plasmacellule nel
midollo osseo e negli organi linfoidi con conseguente rilascio plasmatico di IgM che
provocano nel nervo un accumulo di materiale proteico amiloidogeno e conseguente danno da

compressione (Meier T. e Meyer M., 1990).

. Neuropatie iatrogene: sono legate alla somministrazione di farmaci antitumorali,
anticonvulsivanti, agenti antivirali, antibiotici i cui effetti collaterali comportano 1’insorgenza

di disturbi a carico del SNP, limitando cosi il loro impiego a lungo termine.

. Neuropatie idiopatiche: neuropatie determinate da cause sconosciute.

2. NEUROPATIE PERIFERICHE INDOTTE DA FARMACI
CHEMIOTERAPICI

Le neuropatie periferiche indotte da chemioterapici (CIPN dall’inglese chemotherapy-
induced peripheral neuropathies) sono classificate come neuropatie iatrogene e la loro
insorgenza € determinata dagli effetti tossici sul SNP dovuti all’impiego di alcuni farmaci
antineoplastici. Tali neuropatie rappresentano il piut comune fattore limitante 1’utilizzo in
terapia di tali farmaci, in quanto spesso possono compromettere in modo significativo la
qualita di vita dei pazienti.

Generalmente il SNP possiede la capacita di rigenerarsi in seguito a lesioni, ma perché cio
avvenga, il corpo cellulare dei neuroni deve rimanere illeso anche dopo il termine della
somministrazione del farmaco. Sono solo alcuni i casi, pero, in cui i sintomi sono in grado di
risolversi completamente: nella maggior parte dei casi la neuropatia indotta da chemioterapici

é solo parzialmente reversibile (Peltier e Russel, 2002).
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I meccanismi che stanno alla base dell’insorgenza delle neuropatie periferiche sono ancora
poco conosciuti, nonostante sia noto che la neurotossicita dipenda dalla dose e dal tipo di
farmaco utilizzato.

Gli alcaloidi della vinca (es: vincristina, vindesina, vinblastina) e i taxani (taxolo e

taxotere) inducono una polineuropatia sensitivo-motoria assonale distale, prevalentemente
agli arti inferiori, dose-dipendente e solitamente reversibile dopo la sospensione del
trattamento. L’attivita tumorale di questi farmaci si esercita su una proteina del citoscheletro,
la tubulina, che orienta il fuso mitotico nella divisone cellulare. L’importante ruolo della
tubulina anche nel favorire il flusso assonale nel nervo periferico viene ritenuto alla base della
patogenesi della neurotossicita indotta da questa classe di farmaci (Pace, 2005). La colchicina

e gli analoghi dei nucleosidi sono anch’essi responsabili dell’induzione di una neuropatia

dovuta a degenerazione assonale, mentre la suramina provoca, nel nervo colpito, fenomeni di
demielinizzazione.
Un diverso meccanismo sembra invece essere responsabile della neurotossicita indotta

dai composti derivati del platino (es: cisplatino, oxaliplatino, carboplatino): essi si

concentrano nei DRG inducendo una neuropatia con sofferenza secondaria delle fibre
sensitive di grosso calibro e un quadro di polineuropatia sensitiva cronica che insorge
tardivamente (Pace, 2005).

La talidomide, un farmaco ad azione antiangiogenetica utilizzato nel trattamento del
mieloma multiplo e nel trattamento della graft-versus host disease induce una neurotossicita
periferica caratterizzata da una polineuropatia sensitiva distale con un meccanismo ancora non
chiarito (si ipotizza un effetto combinato sia sulle fibre del nervo periferico che sui neuroni
sensitivi), (Cavaletti et al., 2006).

Tra i farmaci di ultima generazione, sia gli inibitori del proteasoma (es: bortezomib)

che gli epotiloni (antitubulinici simili ai taxani) hanno dimostrato una rilevante neurotossicita
periferica: i primi inducono una marcata neuropatia periferica dose-dipendente spesso
accompagnata anche da dolore neuropatico (Jaggannath et al., 2004; Cavaletti e Nobile-
Orazio, 2007); i secondi, in quanto farmaci stabilizzanti dei microtubuli, agiscono come i
taxani inducendo una polineuropatia sensitivo-motoria dose-dipendente.

Non bisogna sottovalutare il fatto che alcuni di questi farmaci vengono comunemente
utilizzati in combinazione, aumentando cosi il rischio della loro neurotossicita.

In alcuni casi la neuropatia che si genera € spesso associata a dolore neuropatico e risulta
essere invalidante per la qualita di vita del paziente al punto da richiedere la sospensione del

trattamento farmacologico.
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Non esistono metodologie tecniche non invasive per prevenire o diagnosticare tali patologie:
ci si basa su osservazioni di tipo clinico per individuare la presenza e il grado di severita delle
CIPN. I metodi classici di neurofisiologia, quali la misurazione della velocita di conduzione
nervosa e I’elettromiografia sono poco sensibili nel rilevare i sintomi precoci della malattia e,
inoltre, sono poco tollerate dai pazienti. Nonostante la rilevanza clinica non esistono ancora
metodi universalmente accettati per definire la CIPN in tutti i suoi aspetti (somatici ed
autonomici) e per valutarne 1’impatto sulla qualita della vita (QdL) del paziente (Cavaletti et
al., 2006). Anche quando una CIPN é effettivamente presente, la sua gravita puo non essere
definita in modo chiaro; esistono infatti diverse scale di classificazione delle neuropatie i cui
riscontri, spesso, non sono confrontabili soprattutto perché basate su valutazioni di tipo
soggettivo (Postma et al., 1995). Negli ultimi anni e stata proposta ed accettata una scala di
riferimento comune agli studi delle CIPN da utilizzare a scopo valutativo e comparativo
(Cavaletti e Marmiroli, 2004).
In alcuni casi gli effetti neurotossici del trattamento insorgono immediatamente o poco dopo
la prima somministrazione del farmaco, in altri, invece, tali effetti si presentano dopo un
periodo relativamente lungo dalla sospensione del trattamento chemioterapico. Questo
fenomeno viene definito coasting ed e caratteristico delle neuropatie indotte da farmaci
platino-derivati: la valutazione corretta della gravitda del danno durante il trattamento e
problematica e lo ¢, di conseguenza, I’eventuale decisione di variare la somministrazione del
chemioterapico.
I sintomi neuropatici sono correlati al tipo di nervo interessato: i nervi sensitivi presentano un
rischio maggiore di danno associato a chemioterapia rispetto ai nervi motori, dal momento
che i farmaci utilizzati non sono in grado di passare la barriera ematoencefalica e raggiungere
il SNC.
| sintomi associati ad una neuropatia sensitiva sono generalmente sonnolenza, formicolii ed
un aumento della sensibilita dolorosa. La sintomatologia associata a neuropatia dei nervi
motori, invece, & piu eterogenea e legata al tipo di farmaco utilizzato: gli alcaloidi della vinca
(v), se somministrati ad alte dosi provocano, oltre alla debolezza dei muscoli distali, un
profondo decremento del riflesso tendineo; i farmaci platino-derivati (cisplatino, oxaliplatino,
carboplatino) ad alte dosi sono in grado di indurre debolezza muscolare.
La gravita della CIPN é inoltre legata a 5 fattori:

v" il tipo di farmaco utilizzato;

v" il tempo di infusione prescelto (tempi di infusione piu brevi sono associati a

neuropatie piu gravi);
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v' le dosi singole e cumulative di farmaco. Quest’ultima risulta di maggiore
rilevanza in quanto la rigenerazione del SNP necessita di un periodo di assenza di
danno medio-lungo, esigenza incompatibile con la programmazione dei cicli di
chemioterapia;

v' Iesposizione ambientale, occupazionale o farmacologica del paziente a
neurotossine;

v' la presenza di neuropatie preesistenti al trattamento, come € il caso di pazienti

diabetici, alcolisti o con sindrome paraneoplastica (Quasthoff e Hartung, 2002).

Chemioterapici quali il cisplatino, 1’oxaliplatino, la talidomide, la suramina ed alcuni
antitubulinici sono considerati, ad oggi, farmaci di “vecchia generazione” perché sviluppati
diversi decenni fa. Ognuno di questi ha un’azione diretta alle cellule cancerogene, ma che non
risparmia anche le cellule sane: questo determina un orientamento della ricerca biomedica
sempre piu rivolto da un lato allo sviluppo di farmaci antineoplastici di “nuova generazione”
che, pur preservando 1’efficacia antitumorale, presentino una ridotta neurotossicita; dall’altro
all’individuazione di molecole neuroprotettive da affiancare in terapia ai farmaci

antineoplastici, in grado di prevenirne e/o mitigarne gli effetti tossici.

3. BORTEZOMIB

Con il termine chemioterapico si intende, generalmente, un farmaco utilizzato in terapia
per combattere le infezioni causate da microrganismi e parassiti. Sotto questo nome vengono,
per0, anche raggruppati tutti quei farmaci che trovano impiego nella terapia antitumorale
(chemioterapici antitumorali).

La maggior parte dei farmaci chemioterapici vengono definiti “antiproliferativi” oltre che
“citotossici”, dal momento che agiscono interferendo con la sintesi del DNA, alterando il
processo di divisone cellulare e producendo un danno che si conclude con la morte della

cellula stessa.
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3.1 Caratteristiche e meccanismo d’azione

Il bortezomib (Velcade, PS-341) (fig.1) & un composto sintetico che inibisce in modo
reversibile 1’attivita chimotriptica della subunita 20S del proteasoma. Inoltre e in grado di
inibire la proliferazione e indurre apoptosi in una grande varieta di linee cellulari tumorali,
modelli animali e cellule tumorali di pazienti resistenti alle terapie convenzionali (Kane et al.,
2006; Chari et al., 2010).

0
N
X N
o
=
N

Figura 1. Formula di struttura di bortezomib

Il proteasoma 26S ubiquitina-dipendente € un complesso multienzimatico che esercita
una funzione di mantenimento delle normali funzioni cellulari eliminando proteine
intracellulari aberranti in risposta a stimoli extracellulari e contribuendo in questo modo a
mantenere 1’omeostasi proteica.

Il proteasoma 26S é presente sia nel citoplasma che nel nucleo ed é formato da una subunita
proteolitica 20S in cui risiede il centro catalitico che idrolizza il substrato peptidico, e da due
complessi regolatori 19S responsabili del riconoscimento, della deubiquitinazione e del
trasloco del substrato nel core 20S (Romano et al., 2013) e nei quali le proteine
poliubiquitinate vengono degradate (fig. 2).

Prima della degradazione, la proteina bersaglio viene marcata su uno specifico residuo di
lisina (K48) con una catena poliubiquitina. Tale substrato € riconosciuto e degradato dal
proteasoma in piccoli peptidi (Kropff et al.,, 2006). Se la degradazione proteica viene
interrotta, si genera un accumulo di proteine cellulari che altera lo svolgimento di funzioni
importanti per la sopravvivenza cellulare (Mitsiades et al., 2002).

L’atomo di boro di bortezomib si lega con un’alta affinita e stabilita al sito catalitico del
proteasoma 26S portando all’inibizione reversibile dell’attivita proteolitica e dell’attivita

chimotripsino-simile.
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L’approvazione dell’utilizzo dell’inibitore del proteasoma bortezomib per il trattamento del
mieloma multiplo (MM) ha validato il ruolo della subunita 20S come target per i farmaci

antitumorali (Adams e Kauffmann, 2004).

Bortezomib
B7 B1

Protein
substrate B6 g2

o o
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Figura 2. Meccanismo di inibizione del proteasoma.

Gli inibitori del proteasoma sono farmaci che bloccano 1’azione del proteasoma. (A) Il
proteasoma 26S nelle cellule umane é composto da due complessi (19S) e da un core (20S) in cui
avvengono le reazioni catalitiche. (B) Sezione dell’anello . La funzione inibitoria principale é
correlata al legame dei composti con il sito chimotripsinico nella subunita B della subunita
principale 20S (Le linee blu indicano un’inibizione irreversibile, le linee rosse tratteggiate
indicano un’inibizione reversibile) [Riprodotta dalla review di Romano et al., 2013].

I meccanismi coinvolti nella morte cellulare mediata dall’inibizione della subunita 20S del

proteasoma non sono ancora stati completamente caratterizzati. Bortezomib produce diversi

effetti biologici che includono:

- I’inibizione del ciclo cellulare,

- ’incremento del processo apoptotico attraverso la prevenzione della degradazione dei fattori
pre-apoptotici,

- ’induzione dello stress del reticolo endoplasmatico,

- I’inibizione della secrezione di citochine,

- il blocco dell’espressione di molecole di adesione,

- I’inibizione della crescita tumorale, dell’angiogenesi e delle metastasi (Cao e Mao, 2011).
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Gli studi sui possibili ruoli di bortezomib nell’induzione della morte cellulare sono stati
focalizzati su tre pathways principali:
v" inibizione del pathway di NF-kB (dall’inglese nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) (fig.3);
v" induzione della proteina pro-apoptotica NOXA e della sua interazione con
I’oncogene c-myc (fig. 4);
v" unfolded protein response (UPR) (fig. 5).

In principio I’utilizzo di bortezomib nella terapia antitumorale e stato basato sulla sua
capacita di inibire il pathway molecolare di NF-kB. Tale pathway e regolato dalla proteina
inibitoria IkB attraverso il blocco della trascrizione nucleare dell’eterodimero p50(NF-
kB)7p65(RelA). Quando NF-kB non e legato a IkB € in grado di traslocare nel nucleo e
attivare i geni NF-kB-correlati tra cui Interleuchina 6 (proteina che svolge sia una ruolo pro-
che anti-inflammatorio), molecole di adesione, fattori anti-apoptotici ed enzimi coinvolti nella
regolazione del ciclo cellulare (Hideshima et al, 2011).

Dal momento che IkB e degradato dal proteasoma e bortezomib & un inibitore del proteasoma
stesso, dapprima il farmaco e stato considerato responsabile dell’inibizione della degradazione
di 1kB e quindi del successivo blocco dell’accesso di NFkB nel nucleo nel quale generalmente
provvede all’innesco dei meccanismi di sopravvivenza e proliferazione. Per quanto questo
meccanismo d’azione sia considerata 1’ipotesi piu popolare riguardo il meccanismo d’azione
di bortezomib (Di Raimondo e Conticello, 2010), esistono alcuni dati che sembrerebbero
contraddirla.

Innanzitutto I’inibitore del proteasoma PS-1145 che blocca selettivamente 1kB, induce una
debole inibizione della proliferazione delle plasmacellule rispetto a bortezomib, rendendo
evidente un diverso meccanismo d’azione di quest’ ultimo (Obeng et al., 2006; Conticello et
al. 2011). Inoltre ¢ stato dimostrato che le plasmacellule di pazienti con mieloma multiplo sia
alla diagnosi che alla ricaduta presentano quasi esclusivamente la forma citoplasmatica
inattiva di NFkB. In modo ancora piu straordinario queste cellule presentano un’alta
sensibilita a bortezomib a prescindere dalla localizzazione di NFkB suggerendo 1’esistenza di
altre molecole target di questo inibitore del proteasoma (Conticello et al., 2011). In ultimo,
linee cellulari di mieloma multiplo e colture primarie da pazienti affetti dalla malattia
subiscono un severo effetto citotossico da parte di bortezomib anche se attualmente il farmaco
down-regola IkB e aumenta I’attivita di NFkB (Hideshima et al., 2009).
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Figura 3. Pathway di attivazione di NF-kB

La proteina inibitoria I-kB quando si lega nel citoplasma a NF-kB lo rende inattivo. Diversi
stimoli cellulari portano alla fosforilazione e all’ubiquitinazione di I-kB portandolo in tal modo
all’attivazione della degradazione del proteasoma. Bortezomib, quale inibitore del proteasoma,
aumenta P’inibizione di NF-kB indotta da I-kB con una conseguente inibizione della crescita
tumorale. [Riprodotta da Adams J., 2003].

Bortezomib ¢ in grado di innescare il meccanismo apoptotico dapprima inducendo il
clivaggio del fattore anti-apoptotico Mcl-1 (dall’inglese induced myeloid leukemia cell
differentiation protein) che porta all’aumento dei livelli di NOXA (inducendo la trascrizione e
la sintesi proteica), poi determinando il clivaggio delle caspasi 3, 8 e 9 che sono deputate
all’innesco sia dei pathways intrinseci che estrinseci (riconoscimento del danno al DNA,
induzione dei meccanismi di apoptosi) (Chari et al, 2010).

Linee cellulari di mieloma multiplo esposte a bortezomib in vitro hanno mostrato che livelli
ridotti di Mcl-1 provocano I’aumento della suscettibilita solo alle proteine pro-apoptotiche
BH3, coinvolgendo NOXA. Dall’altro lato bortezomib influenza direttamente sia la
trascrizione che i livelli proteici di NOXA in maniera dose-dipendente, agendo cosi come un
“sensibilizzatore apoptotico”. Grazie all’aumento del complesso Mcl-1L-NOXA, alla
concomitante riduzione del complesso Mcl-1-Bak e all’accumulo di NOXA libera, Bim
(attivatore di BH-3) pu0 essere sostituito dal complesso Mcl-1-Bim e portare all’attivazione di
Bax-Bak, inducendo un’ulteriore innesco dei meccanismi apoptotici (Gomez-Bougie et al.,

2007). Esiste un’evidenza sperimentale in vitro per cui 1’induzione di NOXA avviene
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preferibilmente nelle cellule tumorali ed é collegata ai livelli di c-myc, poiché in assenza di c-
myc (ottenuta grazie ad RNA interference) I’induzione di NOXA ¢ annullata. Inoltre, I’attivita
trascrizionale di c-myc sui promotori di NOXA é favorita dal rimodellamento cromatinico che
rappresenta le basi molecolari dell’aumento di interesse nel combinare bortezomib con gli
inibitori dell’istone deacetilasi (enzima deputato alla deacetilazione di lisina e arginina) o
dell’acetil trasnferasi (enzima che catalizza il trasferimento di radicali acetilici da molecole

donatrici quali ’acetilcoenzima A a recettori di varia natura) (Hideshima et al., 2011).
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Figura 4. Alterazione dei livelli di Mcl-1 e NOXA

L’inibizione del proteasoma aumenta i livelli del fattore pro-apoptotico NOXA che puo
prevalere sull’aumento concomitante del fattore anti-apoptotico Mcl-1 inducendo, cosi,
I’attivazione delle caspasi e la conseguente apoptosi. [Riprodotta da Chari et al., 2010].

Grazie all’inibizione del proteasoma, le proteine misfolded e ubiquitinate
(immunoglobuline) non possono essere piu processate e il pathway compensatorio per la
sopravvivenza attivo nelle cellule di mieloma multiplo (conosciuto come UPR signaling),
viene convertito in segnale pro-apoptotico. Dopo 1’esposizione a bortezomib, vengono indotte
molecole pro-apoptotiche come BiP, CHOP e XBP-1 che contribuiscono allo stress del
reticolo endoplasmatico. Questo processo é stato studiato come meccanismo di resistenza a

bortezomib poiché la presenza di un punto di mutazione in PSMB5 nelle linee cellulari di
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mieloma multiplo puo prevenire I’accumulo di proteine misfolded e poliubiquitinate che
innescano lo stress del reticolo endoplasmatico annullando il processo apoptotico (Ruschak et
al., 2011).

Unfolded Protein Response
Ubiquitin —
proteasome
pathway
Misfolded A\’\t/L
or unfolded UPR —>< G 05|s:>\
protein XBP1 1/\/\/\ \|
IRE1
XBP1 =

Figura 5. Unfolded Protein Response (UPR)

Se ci sono proteine misfolded accumulate nel reticolo endoplasmatico, il meccanismo IREL a
attiva il fattore di trascrizione XBP-1 attraverso la chinasi IRE1. XBP-1 a sua volta attiva UPR
provocando ’innesco del processo apoptotico. [Riprodotta da Chari et al., 2010].

Un altro processo fisiologico simile ad UPR, presente nelle plasmacellule di mieloma
multiplo, ¢ ’autofagia che si attiva in presenza di proteine misfolded come meccanismo per la
sopravvivenza (Aronson e Davies, 2012). Un report recente ha evidenziato una connessione
tra UPR, stress del reticolo endoplasmatico, il sistema di ubiquitinazione del proteasoma e
autofagia, poiché bortezomib € in grado di indurre autofagia e stress del reticolo
endoplasmatico nelle cellule di mieloma multiplo anche in presenza di BAF, un inibitore
dell’autofagia (Kawaguchi et al., 2011). Questo dato e in contrasto con un report precedente
nel quale, nonostante 1’induzione dell’autofagia, bortezomib in combinazione con inibitori
dell’autofagia non ottiene un effetto citotossico e presenta un effetto antagonista (Hoang et al.,
2009).

Bortezomib agisce anche come inibitore dell’angiogenesi nel microambiente
midollare, che svolge un ruolo chiave sia nella patogenesi del mieloma multiplo che nella
progressione della malattia. Nei modelli in cui vengono utilizzate cellule endoteliali di

pazienti con mieloma multiplo, il farmaco inibisce la proliferazione cellulare, la chemiotassi,
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I’adesione e la formazione di capillari, supportando cosi I’attivita di inibizione angiogenetica
mostrata in vivo. Inoltre bortezomib inibisce 1’espressione e la secrezione di diversi fattori
pro-angiogenetici, incluso VEGF (dall’inglese vascular endothelial growth factor) (Roccaro
et al., 2006, Romano et al., 2013).

Sono stati proposti ulteriori meccanismi d’azione di bortezomib, come 1’aumento
dell’espressione di proteine regolatrici del ciclo cellulare tra cui p21, p27 (inibitori delle
chinasi ciclina-dipendenti) e p53 (dall’inglese tumor protein 53), e I’aumento di
concentrazioni intracellulari di alcune proteine specifiche pro-apoptotiche (Gareau et al.,
2011).

Bortezomib sta emergendo come adiuvante nella terapia per aumentare la sensibilita
delle cellule cancerogene all’azione di altri agenti tra cui il desametasone 0 gli inibitori della
deacetilasi (Hideshima et al., 2011). Inoltre il suo impiego potrebbe essere utile nel
superamento della resistenza all’apoptosi delle cellule midollari stromali conferita da IL.-6

(interleuchina 6) o dalle cellule di adesione del mieloma multiplo (Chauhan et al., 2005).

I meccanismi che stanno alla base dell’inibizione del proteasoma dovuta a bortezomib non
sono ancora stati completamente chiariti. Oltretutto, recentemente, sta emergendo un

problema clinico rilevante costituito dalla resistenza innata e acquisita al farmaco.

3.2 Azione antineoplastica

Nel 1995 I’ Istituto Nazionale del Cancro ha dimostrato 1’inibizione del proteasoma da
parte di bortezomib, la sua selettivita antitumorale e la sua efficacia (Boyd e Paull, 1995)
attraverso analisi precliniche effettuate in vitro su 60 diverse linee cellulari derivate da tumori
multipli (Adams et al., 1999) e in seguito comprovate da modelli di xenotrapianto in topi
nudi, iniettati con tumori del colon, prostata umana e cancro al polmone (Teicher et al., 1999).
Successivamente, studi di fase | hanno dimostrato 1’efficacia di bortezomib nel trattamento
del mieloma multiplo aprendo rapidamente la strada a trial di fase Il e 111 volti a dimostrare la
tollerabilita e I’attivita di bortezomib come singolo agente nella malattia sia in forma recidiva
che refrattaria (Aghajanian et al., 2002; Orlowski et al., 2002).
Gli studi di fase Il SUMMIT (dall’inglese Study of Uncontrolled Multiple Myeloma Managed
with Proteasoma Inhibition Therapy) e CREST (dall’inglese Clinical Response and Efficacy
Study of Bortezomib and the Treatment of Relapsing Multiple Myeloma) hanno fornito la
prima dimostrazione che il bortezomib costituiva una efficace terapia di salvataggio per circa

un terzo/la meta dei pazienti con mieloma multiplo e suggeriva I’esistenza di una relazione
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dose-risposta in vivo (Richardson et al., 2003). Questi favorevoli risultati hanno portato, nel
2003, la FDA (Food and Drug Administration) americana ad approvare rapidamente 1’ uso
clinico di bortezomib nelle fasi avanzate di mieloma multiplo seguita, nel 2004, dal’EMEA
(European Medicines Agency). Inizialmente 1’uso del farmaco ¢ stato consentito in pazienti
che avessero ricevuto almeno due precedenti linee di terapia e che mostrassero progressione
di malattia durante il loro ultimo ciclo di trattamento.

A seguito di questi studi e stato avviato un nuovo studio di fase 11l APEX (dall’inglese
Assessment of Proteasome Inhibition for Extending Remissions) per comparare il bortezomib
come agente singolo verso desametasone ad alte dosi nei pazienti con mieloma multiplo
recidivato, dimostrandone la superiorita in termini di remissioni parziali e di tempo di
sopravvivenza (Richardson et al, 2005).

Studi successivi sono stati sviluppati con lo scopo di combinare I’effetto antineoplastico di
bortezomib ad altri agenti chemioterapici. Un esempio é dato dallo studio in prima linea di
bortezomib e melfalan/prednisone (trial di fase Il VISTA, dall’inglese Velcade as Initial
Standard Therapy in Multiple Myeloma: Assessment with Melphalan Prednisone), in cui
I’effetto sinergico di bortezomib & risultato molto piu efficace sia in termini di rapidita di
miglioramento che aumento della soglia di sopravvivenza (San Miguel et al., 2008). Piu
recentemente bortezomib é stato usato sempre come farmaco di prima linea per il mieloma,
sia come singolo agente che in combinazione con terapie standard ed emergenti. Sulla base di
questi incoraggianti risultati bortezomib € stato associato a desametasone e lenalidomide
(Richardson et al., 2010). In questo studio di fase Il (IFM 2008, dall’inglese Frontline
Therapy in de Novo Multiple Myeloma Patients Under 65), il 100% dei pazienti ha risposto al
trattamento farmacologico e ben il 57% di essi ha presentato una risposta completa. In un
altro studio combinato bortezomib é stato associato a melfalan, prednisone e talidomide (trial
di fase Il GIMEMA, dall’inglese Italian Myeloma Network) e ha evidenziato una
sopravvivenza libera da malattia dopo tre anni del 56% e una sopravvivenza globale dell’
89% (Palumbo et al., 2010). Un’ulteriore associazione presa in considerazione é stata quella
di bortezomib, desametasone, ciclofosfamide e lenalidomide (trial di fase 1l EVOLUTION)
che non ha mostrato una differenza significativa rispetto alla combinazione dei tre farmaci
utilizzati nel trial IFM 2008, ma una maggiore tossicita (Kumar 2012).

Nel 2008, a seguito dei promettenti risultati ottenuti nei trials clinici, la FDA ha approvato
I’utilizzo di bortezomib nel trattamento iniziale del mieloma multiplo.

La dose di somministrazione iniziale raccomandata di bortezomib & pari a 1,3 mg/m?

dell’area di superficie corporea da somministrare, due volte la settimana, per due settimane
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(nei giorni 1, 4, 8, e 11), seqguita da un periodo di sospensione del trattamento di 10 giorni
(giorni 12-21). Fra la somministrazione di due dosi consecutive del farmaco devono
trascorrere almeno 72 ore per permettere il recupero della funzione del proteasoma nei tessuti

sani (Aghajanian et al, 2002).

3.3 Azione neurotossica

Sebbene I’efficacia antitumorale di bortezomib sia comprovata, la sua somministrazione
cronica ha evidenziato 1’insorgenza di diversi effetti collaterali tra cui astenia, nausea, vomito
e diarrea, trombocitopenia, anemia, ma soprattutto un’importante neuropatia periferica dose-
dipendente spesso accompagnata anche da dolore neuropatico (Jagannath et al, 2004;
Kondagunta et al, 2004; Richardson et al, 2006).
L’insorgenza di neuropatia periferica (di tipo prevalentemente sensitivo) rappresenta il
principale effetto collaterale dovuto al trattamento con il farmaco e rappresenta, quindi il
fattore dose-limitante il suo impiego in clinica (Jagannath et al, 2004; Kondagunta et al, 2004;
Cavaletti e Nobile-Orazio, 2007). Una percentuale superiore al 70% dei pazienti che hanno
manifestato una neuropatia periferica correlata al trattamento, risultava precedentemente
trattato con agenti neurotossici e piu dell’80% di questi aveva mostrato segni o sintomi di una
neuropatia periferica alla valutazione basale.
E probabile che i pazienti con sintomi e/o segni preesistenti di neuropatia periferica (dolore,
parestesia, bruciore, con il distretto distale piu colpito rispetto a quello prossimale)
manifestino un peggioramento durante il trattamento con il farmaco. L’incidenza di
neuropatia periferica é elevata gia dalla fase iniziale del trattamento e raggiunge il picco al 5°
ciclo.
Nei pazienti colpiti da una neuropatia grave, che hanno richiesto un ciclo di trattamento
discontinuo, i sintomi sono scomparsi o si sono alleviati nel 37% del totale dei casi durante il
trattamento; tuttavia, il resto dei pazienti ha continuato a mostrare deficit neuropatici durante
il trattamento discontinuo o a termine di esso. Per i pazienti che hanno riportato un
miglioramento o la completa risoluzione dei sintomi neuropatici dopo il termine del
trattamento, il tempo medio di risoluzione ¢ stato di 47 giorni dall’ultima dose di bortezomib
ricevuta, con un intervallo temporale, tuttavia, caratterizzato da una variabilita elevata (1-529
giorni).
In uno studio successivo, pazienti che avevano beneficiato dell’uso di bortezomib con un
protocollo di trattamento di 8 cicli, cioé 24 settimane, hanno raddoppiato il tempo di

esposizione al chemioterapico; a termine delle successive 24 settimane, dopo una prolungata
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esposizione dei pazienti al farmaco, non si é riscontrata la presenza di una tossicita sistemica,
o di una neuropatia periferica, di tipo cumulativo o permanente (Jagannath et al, 2004).
L’insorgenza di gravi forme di neuropatia periferica indotta da bortezomib potrebbe essere
prevenuta attraverso la diagnosi precoce e la correzione del dosaggio farmacologico; tuttavia,
I pazienti dovrebbero essere strettamente monitorati o istruiti a riferire la comparsa di nuovi
sintomi neuropatici o il peggioramento di quelli preesistenti, come 1’aumento della sensibilita
al dolore o0 sensazioni d’intorpidimento.

In caso di severa neuropatia € richiesta la modifica della dose utilizzata o addirittura

I’interruzione del trattamento stesso (Tabella 1).

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 0 Grado 2
(interferenza con la funzionalita, ma

i i 2
non con lo svolgimento delle attivita Riduzione a 1,0 mg/m

quotidiane)

Sospensione del trattamento con bortezomib fino alla
Grado 2 con dolore o Grado 3 risoluzione della sintomatologia. Una volta eliminata la
(interferenza con lo svolgimento delle [tossicita, riprendere la somministrazione riducendo la
attivita quotidiane) dose a 0,7 mg/m2 e modificando lo schema terapeutico

ad una somministrazione settimanale

Grado 4 (neuropatia disabilitante o
neuropatia motoria che mette in
pericolo la vita e che porta a paralisi)
e/o grave neuropatia autonomica

Interruzione del trattamento con bortezomib

Tabella (1): Modifiche delle dosi raccomandate (basato sulle modifiche delle dosi negli studi clinici di
fase Il condotti sul mieloma nultiplo) in caso di dolore neuropatico e/o di neuropatia sensoriale periferica
correlato alla somministrazione di bortezomib (da Millennium Pharmaceuticals).

3.4 Modelli in vivo di neuropatia periferica

Al fine di meglio caratterizzare gli effetti tossici di bortezomib sul SNP, negli ultimi anni
sono stati messi a punto specifici modelli animali in grado di riprodurre efficacemente i danni
riscontrati nella pratica clinica.
Cavaletti e colleghi nel 2007 hanno messo a punto il primo modello di neuropatia periferica
da bortezomib nel ratto (Cavaletti et al., 2007a). Ratti Wistar femmine sono stati trattati per
via endovenosa con bortezomib 0.08, 0.5, 0.20 e 0.30 mg/kg per 2 o 3 volte la settimana, per

4 settimane. Il trattamento ha determinato la riduzione della velocita di conduzione (VDC)
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dell’impulso nervoso in maniera dose-dipendente gia dopo 2 settimane di somministrazione.
A livello morfologico é stata osservata una demielinizzazione del nervo sciatico: il target
preferenziale di bortezomib sembrano infatti essere le cellule di Schwann nelle fibre nervose
periferiche e le cellule satelliti nel ganglio della radice dorsale (DRG) (Cavaletti et al., 2007a).
Nel 2010 il gruppo di Meregalli e collaboratori (Meregalli et al., 2010) ha sviluppato un
modello in cui ratti Wistar sono stati trattati per via endovenosa con bortezomib per 8
settimane alla dose di 0.15 e 0.20 mg/kg 3 volte a settimane, seguite da un periodo di
osservazione di 4 settimane. | dati ottenuti sono risultati parzialmente concordanti con quelli
del modello precedente del 2007, evidenziando una severa riduzione delle VDC negli animali
trattati con bortezomib ed una evidente assonopatia nelle fibre mieliniche e amieliniche del
nervo sciatico. Tuttavia non sono state riscontrati danni a carico dei DRG contrariamente a
guanto messo in luce nel modello precedente. Tale differenza potrebbe essere motivabile
secondo I’ipotesi per cui esistono alcuni meccanismi compensatori messi in atto dalla cellula
per contrastare 1’inibizione cronica del proteasoma ad opera di bortezomib (Fuchs et al.,
2008). Inoltre, e stato possibile caratterizzare per la prima volta in fase preclinica la
sintomatologia dolorosa della neuropatia periferica indotta da bortezomib, mediante 1’ausilio
di test comportamentali (Meregalli et al., 2010).

Nel 2009, allo scopo di caratterizzare le alterazioni nucleari nei neuroni dei DRG indotte dal
trattamento con bortezomib é stato riprodotto un altro modello di citotossicita (Casafont et al.,
2010). In questo studio ratti Sprague-Dawley sono stati trattati per via endovenosa testando in
primis una singola dose in acuto di 0.5 mg/kg, e successivamente riproducendo un modello
cronico in cui bortezomib é stato fornito con dosi ripetute di 0.34 mg/kg 3 volte a settimana
per 1 o 2 settimane. Tale modello mette in luce un possibile meccanismo addizionale di
neurotossicita, dato da alterazioni della riorganizzazione della polyA RNA, con una severa
disfunzione del processo nucleare, del trasporto e inibizione della traslazione dell’ mRNA
(Casafont et al., 2009).

Bruna e colleghi (Bruna et al., 2010) hanno sviluppato il primo modello murino di neuropatia
periferica da bortezomib con lo scopo di analizzare le alterazioni elettrofisiologiche,
funzionali ed istologiche. In questo studio topi femmina Swiss OF1 sono stati trattati con
ripetute somministrazioni sottocutanee di bortezomib alla dose di 1 mg/kg due volte a
settimana per 6 settimane, seguite da 4 settimane di washout. Questo modello ¢ stato in grado
di evidenziare lo sviluppo di una neuropatia assonale e, solo secondariamente, la presenza di

alterazioni demielinizzanti. Test comportamentali e valutazioni istopatologiche hanno rivelato
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I’aumento di dolore negli animali trattati con bortezomib, in accordo con le alterazioni
funzionali delle fibre amieliniche (Bruna et al., 2010).

Sempre nel 2010 presso il nostro laboratorio € stato messo a punto un modello di neuropatia
periferica da chemioterapici in previsione di uno studio combinato dell’attivita antineoplastica
e della neurotossicita di bortezomib, nello stesso contesto animale. In questo studio topi
femmine Balb/c sono stati trattati con 4 diversi chemioterapici: cisplatino, paclitaxel,
epotilone b e bortezomib; quest’ultimo ¢ stato somministrato alla dose di 0.4 ¢ 0.8 mg/kg 2
volte a settimana per 4 settimane. La valutazione istopatologica, neurofisiologica e

comportamentale é riportata nella sezione “Risultati* (Esperimento 1) (Carozzi et al., 2010).

4. MIELOMA MULTIPLO

Il mieloma multiplo, nota anche come malattia di Kahler-Bozzolo, rappresenta il secondo
tumore ematologico pit comune e costituisce il 10-15% di tutti i tumori ematologici; e
responsabile del 15-20% delle morti dovute a tali tumori e di circa il 2% di tutti i decessi
provocati dal cancro (International Myeloma Working Group, 2003).

Sebbene il mieloma multiplo rimanga un tumore incurabile, la sopravvivenza € in aumento e i
pazienti recentemente diagnosticati sono proiettati verso un’aspettativa di vita intorno ai

cingue anni (Bergsagel et al., 2013).

4.1 Eziologia

Il mieloma multiplo & una neoplasia sostenuta dalla proliferazione di un clone neoplastico
di natura plasmacellulare. In particolare, le plasmacellule neoplastiche si accumulano nel
midollo osseo e producono una proteina monoclonale che viene rilevata nel sangue o nelle
urine (o in entrambi) e che causa un danno tissutale o un danno d’organo (Smith e Yong,
2013). Studi epidemiologici suggeriscono che questo sia preceduto da una gammopatia
monoclonale di significato indeterminato (MGUS) quale condizione asintomatica pregressa.

Generalmente la malattia colpisce persone la cui media d’eta alla diagnosi ¢ di circa 70
anni, sebbene 1’eta non costituisca un fattore rilevante poiche il 15% dei casi e diagnosticato

in pazienti al di sotto dei 60 anni e il 2% al di sotto dei 40 anni (Bergsagel et al., 2013).
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4.2 Patogenesi

Anomalie genetiche che si verificano durante la fase terminale del differenziamento dei
linfociti B in plasmacellule sembrano essere responsabili dell’insorgenza del micloma
multiplo. Nella meta dei casi clinici avviene una traslocazione cromosomica che provoca
I’inserimento di un oncogene nel gene per la catena pesante delle immunoglobuline sul
cromosoma 14 (traslocazione IgH); questo porta all’overespressione dell’oncogene e alla
proliferazione cellulare sregolata. L’altra meta dei casi di mieloma multiplo ¢ caratterizzata
dalla trisomia di diversi cromosomi quali il 3,5, 7, 9, 11, 15, 19 e 21. La presenza di queste
numerose trisomie viene definita iperdiploidia. Dopo 1’insorgenza del mieloma possono
verificarsi ulteriori anomalie genetiche, quali la mutazione di RAS (dall’inglese Rat Sarcoma)
(Bochtler et al., 2008).

Il midollo osseo dei pazienti con mieloma multiplo contiene plasmacellule cancerose che,
direttamente attraverso la produzione di citochine e indirettamente stimolando la secrezione
cellulare di altri fattori, contribuiscono allo shilanciamento tra il riassorbimento osseo e la sua
formazione, portando allo sviluppo di lesioni osteolitiche. Le cellule mielomatose provocano
un aumento della produzione di fattori che attivano gli osteoclasti e di citochine che
inibiscono il differenziamento osteoblastico. Il rimodellamento sbilanciato del midollo osseo
¢ dovuto ad un’aumentata attivita degli osteoclasti associata a una riduzione della funzione
degli osteoblasti. Tra i fattori coinvolti nell’attivazione degli osteoclasti ¢ stato dimostrato che
le plasmacellule cancerose producono il recettore del fattore di necrosi tumorale 6B (noto
anche come decoy receptor 3, DcR3), IL-3 (interleuchina-3), MIP-1la (dall’inglese
macrophage inflammatory protein-1a), MIP-1p (dall’inglese macrophage inflammatory
protein-1f) e TNF-a (dall’inglese tumor necrosis factor-«). L’osteolisi incontrastata ¢ anche
responsabile dell’ipercalcemia (Oranger et al., 2013; Smith e Yong, 2013) (fig. 6). La crescita
e la sopravvivenza delle cellule mielomatose dipendono da diversi tipi cellulari quali
fibroblasti, osteoblasti, osteoclasti, cellule stromali e cellule dendritiche, questo ¢ il motivo
per cui sono stati sviluppati trattamenti clinici il cui target é il microambiente midollare.

Nella maggior parte dei casi le plasmacellule cancerose producono un’ immunoglobulina
monoclonale, tipicamente 1gG o IgA e anche una varieta di catene leggere libere monoclonali.
Circa il 20% dei pazienti con mieloma multiplo producono solo catene leggere nel siero e
nelle urine, mentre circa il 2% non produce né le catene leggere, né la paraproteina. Le catene
leggere sono filtrate nei glomeruli e riassorbite nei tubuli prossimali, ma quando viene
oltrepassata la capacita di riassorbimento, esse precipitano nei tubuli distali provocando

ostruzione tubulare e inflammazione tubulo-interstiziale portando cosi a danno renale. Le

35



Introduzione

nefropatie causano il 90% dei casi di insufficienza renale nel mieloma; altre cause includono

deposito di sostanza amiloide, disidratazione, ipercalcemia, iperviscosita, farmaci nefrotossici.
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Figura 6. Interazione tra le cellule ossee e le cellule dell’ambiente midollare a sostegno della
sopravvivenza delle plasmacellule cancerose e delle lesioni ossee nei pazienti con mieloma
multiplo.

Le cellule mielomatose possono supportare direttamente la formazione di osteoclasti e la loro
attivita, cosi come inibire la differenziazione osteoblastica attraverso il rilascio di numerose
citochine. Inoltre, le cellule ossee possono secernere altre molecole che interagiscono con
molecole dell’ambiente midollare, supportando la progressione del mieloma multiplo e lo
sviluppo di patologie ossee ad esso associate. [Riprodotta da Oranger et al., 2013].

4.3 Sintomatologia

Il mieloma multiplo si manifesta comunemente con anemia (osservata nel 75% dei
pazienti alla diagnosi), ipercalcemia (30%), insufficienza renale (25%) e patologie ossee
(70%) (Bird et al., 2011). Le manifestazioni ossee possono presentarsi come lesioni litiche
dolorose, fratture da compressione vertebrale e fratture delle ossa lunghe. Ipercalcemia, crisi
renale acuta e compressione midollare rappresentano emergenze mediche per cui una diagnosi
immediata e un trattamento tempestivo sono di vitale importanza per minimizzare danni
d’organo a lungo termine. Valori eccessivi di paraproteina possono causare sintomi di

iperviscosita (mal di testa, epistassi, vista offuscata e confusione), mentre la riduzione
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dell’immunita umorale provoca infezioni batteriche ricorrenti. 11 30% dei casi di mieloma
multiplo viene diagnosticato dopo la scoperta casuale dell’aumento dell’indice di
sedimentazione eritrocitaria, delle proteine totali o delle immunoglobuline (Oranger et al.,
2013). I sintomi spesso sono aspecifici e possono ritardare la diagnosi; infatti un report di
qualche anno fa mostra che il 56% dei pazienti ha atteso sei mesi prima di consultare un
ematologo (Kariyawasan et al., 2007). Un terzo dei casi di mieloma multiplo viene
diagnosticato in condizioni di emergenza e tali pazienti hanno una prognosi peggiore (51% di

sopravvivenza a un anno rispetto all’ 82%) (National Cancer Intelligence Network, 2012).

4.4 Diagnosi e fattori prognostici

L’ International Myeloma Working Group ha stabilito i criteri diagnostici per discriminare
il mieloma multiplo, il mieloma asintomatico e la MGUS (Palumbo et al., 2009). Quest’
ultima ¢ diagnosticata quando 1’infiltrazione cellulare nel plasma e la concentrazione di
proteine sono basse e i pazienti non mostrano segni tipici del mieloma quali ipercalcemia,
insufficienza renale, anemia o lesioni ossee. I soggetti affetti da MGUS hanno 1’1% di chance
di progredire verso il mieloma entro I’anno.
Quando la concentrazione di plasmacellule o di proteine monoclonali é alta, ma non sono
evidenti danni tissutali o d’organo, ci si trova in una condizione di mieloma asintomatico: i
soggetti affetti da questa patologia hanno il 10% di chance di progredire verso il mieloma
sintomatico ogni anno (Bird et al., 2011).
Il sospetto clinico di mieloma, combinato con la presenza di uno o piu fattori tra cui anemia,
insufficienza renale, ipercalcemia, lesioni litiche o rilevazione di paraproteina porta alla
richiesta di un consulto ematologico. Un’indagine scheletrica approfondita ¢ necessaria per

determinare 1’entita della patologia a livello osseo.

Sebbene I’introduzione di nuove terapie abbia trasformato le aspettative di vita di
molti pazienti, il mieloma multiplo viene considerato una patologia eterogenea.
Sono state definite tre categorie di rischio basate sulle concentrazioni di microglobulina 3. e
albumina nel siero (Greipp et al., 2005).
Alterazioni genetiche specifiche sono associate a una prognosi peggiore (Bergsagel et al.,
2013). La traslocazione IgH che coinvolge i cromosomi 4 e 16, t(4;14) e t(14:16), sono
considerate ad alto rischio e sono associate a un esito peggiore. Il tumor suppressor gene p53

é localizzato sul braccio corto del cromosoma 17 e la sua delezione é legata a una prognosi

37



Introduzione

negativa. | pazienti con una traslocazione IgH t(11;14) o t(6:14) sono considerati soggetti con
un rischio ordinario cosi come i pazienti con iperdiploidia (Smith e Yong, 2013).

4.5 Terapia ed effetti collaterali

L’ultima decade ¢ stata caratterizzata da un avanzamento senza precedenti nella cura del
mieloma multiplo sintomatico con I’introduzione di nuovi farmaci quali bortezomib (un
inibitore del proteasoma), talidomide e lenalidomide (farmaci immunomodulatori). Questi
composti rappresentano ad oggi il pilastro su cui si basa il trattamento contro tale patologia.
Molti dei pazienti rispondono alla prima terapia ed entrano in un periodo di stabilita
generalmente associata a una buona qualita di vita (Cavo et al., 2011). L’assenza di farmaci
curativi rende inevitabile la ricaduta, ma almeno il 50% dei pazienti risponde una seconda
volta al trattamento chemioterapico sia con gli stessi farmaci che con altri. Ulteriori ricadute
diventano meno responsive ai trattamenti fino a che lo stadio di malattia refrattario porta a
manifestazioni extramidollari e citopenia.
L’approccio al trattamento dei pazienti alla diagnosi dipende sia dall’eta che dalla
comorbidita. Il regime chemioterapico iniziale permette di ottenere una risposta pit profonda
con una tossicita inferiore e, per i pazienti che sono giovani (generalmente al di sotto dei 65
anni) e in salute, questo viene consolidato da alte dosi di trattamento chemioterapico e
trapianto autologo di cellule staminali. Pazienti piu anziani , o quelli che presentano una seria
comorbidita e che non godono di buona salute per sostenere un trapianto autologo, sono
sottoposti esclusivamente alla chemioterapia. La risposta al trattamento e classificata in base
alla riduzione delle paraproteine o delle catene leggere (Smith e Yong, 2013).

| diversi trattamenti chemioterapici presentano una serie di effetti collaterali. Nello

specifico, i corticosteroidi sono responsabili di disturbi gastrointestinali, iperglicemia,
immunosoppressione, insonnia e sbalzi d’umore. Gli agenti alchilanti (ciclofosfamide e
melfalan) provocano nausea e mielosoppressione. La talidomide causa costipazione,
sonnolenza, neuropatia periferica sensitivo-motoria, neuropatia autonomica, bradicardia,
alterazione della funzione tiroidea, aumento del rischio trombotico. Boortezomib &
responsabile dell’insorgenza di neuropatia sensitiva potenzialmente dolorosa, neuropatia
autonomica, trombocitopenia e riattivazione del virus della varicella zoster. Infine, la
lenalidomide causa costipazione, affaticamento, mielosoppressione e aumento del rischio
trombotico (Smith e Yong, 2013).
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4.6 Modelli in vivo di mieloma multiplo

Ad oggi, un buon numero di modelli animali di mieloma multiplo viene utilizzato per
studiare la patologia e 1’efficacia dei trattamenti terapeutici al fine di accelerare il processo di
sviluppo farmacologico.
Nel 1979 il gruppo di Radl e colleghi (Radl et al., 1979) ha messo a punto un modello murino
di Paraproteinemia Idipoatica (IP) al fine di valutarne 1’eziologia, la patogenesi ¢ la relazione
con lo sviluppo del mieloma multiplo. Al fine di verificare se tale patologia fosse determinata
da fattori intrinseci oppure estrinseci del sistema immunitario, cellule della milza (8-10 x 108)
e/o del midollo osseo (2-5 x 108) di topi maschi anziani C57BL affetti da IP sono state
inoculate per via endovenosa in topi maschi dello stesso ceppo di tre mesi di eta. Animali
inoculati con cellule di animali non affetti da IP e di animali affetti da disordini linforeticolari
maligni sono stati usati come controllo. Meta degli animali sono stati irradiati 6 ore prima del
trapianto cellulare ad una dose di irradiazione pari a 750 rad (dall’inglese radiation absorbed
dose). | campioni di sangue sono stati prelevati mensilmente fino a 6 mesi dopo il trapianto e
successivamente ogni 3 mesi fino al sacrificio dell’animale. Il periodo di latenza prima che la
paraproteina originale fosse rilevata nel siero dei riceventi € variato tra 1 e 9 mesi dopo il
trapianto; la frequenza si e ridotta gradualmente con i successivi trapianti. La diffusione della
IP per 3 0 4 generazioni sembra costituire il limite finale della proliferazione; al contrario le
cellule trapiantate da topi con linfoma a cellule B o mieloma portano alla propagazione
continua della malattia con un’alta frequenza, uno sviluppo progressivo di IP e una
sopravvivenza piu breve degli animali riceventi. Questi risultati hanno indicato che IP
rappresenta, nel suo stadio finale, un difetto cellulare intrinseco al clone delle cellule B
interessato che, tuttavia, risulta diverso da quello riscontrato nelle neoplasie a cellule B (Radl
etal., 1979).
Il primo tentativo di mettere a punto un modello murino di mieloma multiplo é stato fatto nel
1992 da Feo-Zuppardi e colleghi (Feo-Zuppardi et al., 1992). In questo studio cellule di
mieloma multiplo, altamente purificate, prelevate dal midollo osseo di pazienti sono state
inoculate (2,8-10 x 10) in topi Scid e per piu di 299 giorni & stata documentata la secrezione
di immunoglobuline monoclonali umane (Hulgs). La monoclonalita delle Hulgs circolanti e
stata dimostrata solo nel caso in cui le cellule di mieloma sono state inoculate
intraperitonealmente; al contrario 1’inoculo di frammenti di midollo ha portato allo sviluppo
di Hulgs policlonali. | criteri per stabilire 1’attecchimento del mieloma includono la presenza
prolungata di Hulgs monoclonali nel siero degli animali inoculati e/o la rilevazione di cellule

di mieloma umano nei tessuti attraverso 1’utilizzo di analisi immunoistochimiche. In questo
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lavoro le cellule purificate di mieloma hanno attecchito nel 69% dei topi sviluppando Ig
umane, la monoclonalita é stata riscontrata nel 54% degli animali, il 44% ha manifestato a
livello biochimico I’innesto di cellule B umane, ma solo il 33% ha soddisfatto 1 criteri per
stabilire 1’attecchimento del mieloma. Studi istopatologici hanno mostrato che la maggior
parte delle plasmacellule umane sono localizzate nella cavita peritoneale, mentre gli infiltrati
metastatici sono stati trovati anche in altri organi nel 69% dei casi. In conclusione, questo
modello chimerico sembrerebbe fornire un valido strumento per la caratterizzazione della
modulazione della crescita tumorale e delle interazioni del microambiente e anche per lo
studio di nuovi approcci terapeutici al mieloma multiplo (Feo-Zuppardi et al., 1992).

Nello stesso anno il gruppo di Suzuki (Suzuki et al., 1992) ha messo a punto un modello in
cui la linea cellulare di mieloma multiplo umano S6B45 e stata inoculata per via sottocutanea
(1 x 107) in topi Scid per valutare 1’effetto di IL-6 (interleuchina 6) e del suo recettore sulla
crescita tumorale. E stato dimostrato il ruolo di inibitore della crescita tumorale sia di IL-6
che del suo recettore (Suzuki et al., 1992).

Dal momento che fino al 1993 é stato difficoltoso ottenere lo xenotrapianto di cellule umane
di mieloma multiplo in topi atimici, Tong e collaboratori (Tong et al., 1993) hanno deciso di
esaminare se fosse possibile la crescita tumorale del mieloma multiplo umano in topi Scid
grazie all’iniezione sottocute di 1-2 x 107 cellule della linea RPMI 8226 (dall’inglese multiple
myeloma cell line) e ARH-77 (dall’inglese plasma cell leukemia). Nel 67% degli animali
inoculati con RPMI 8226 e nel 100% di quelli inoculati con ARH-77 si € sviluppata una
massa tumorale tra i 19 e i 35 mm di diametro in un periodo di latenza compreso trai 9 e i 54
giorni dopo I’inoculo. La conferma dell’attecchimento di entrambe le linee cellulari é stata
data dall’ibridazione positiva del DNA tumorale primario con la sonda genomica umana Alu
(dal latino Arthrobacter luteus). Lo xenotrapianto della linea RPMI 8226 comprende cellule
plasmacitoidi che esprimono in maniera predominante isotipi delle catene leggere di
immunoglobuline citoplasmatiche rilevanti; inoltre le cellule RPMI 8226 esprimono CD10
(marker delle cellule stromali endometriali, 44% delle cellule reattive), CD38 (marker di
adesione cellulare, 69% delle cellule reattive), CD5 (marker dei linfociti B1, 49% delle cellule
reattive) e sono reattive all’anticorpo monoclonale MM4 (39% delle cellule reattive). La
crescita della massa tumorale umana é stata localizzata a livello sottocutaneo in entrambi i
casi e non sono state rilevate metastasi renali, cerebrali, cardiache e midollari. Analisi del
DNA e immunofenotipiche hanno mostrato che I’origine degli infiltrati osservati nella milza,
nei polmoni e nel tratto gastrointestinale sono dovute al soggetto portatore del tumore. Sia le

cellule originali della linea RPMI 8226 che i topi trapiantati non hanno espresso sequenze
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genomiche del virus Epstein Barr (EBV): questa osservazione indica che la linea cellulare
RPMI 8226 puo0 essere trapiantata con successo in topi Scid (Tong et al., 1993).

Alsina e colleghi nel 1996 (Alsina et al., 1996) hanno deciso di utilizzare la linea cellulare
ARH-77 per sviluppare un modello di mieloma e valutare i meccanismi coinvolti
nell’osteolisi. Topi femmine Scid precedentemente irradiati ad una dose di 400 rad, sono stati
inoculati dopo 24 ore, per via endovenosa nella coda, con 10° cellule della linea ARH-77. Con
I’ausilio dell’analisi dei livelli di calcio ionizzato nel sangue, raggi x e ’analisi istologica ¢
stato verificato lo sviluppo del danno osseo. Tutti gli animali inoculati hanno sviluppato
paralisi degli arti inferiori tra i 28 e i 35 giorni dopo I’inoculo e hanno sviluppato ipercalcemia
in media 5 giorni dopo la comparsa della paraplegia. | raggi x hanno evidenziato in tutti gli
animali trattati la comparsa di lesioni osteolitiche a differenza degli animali di controllo.
L’analisi istologica ha messo in luce la presenza di infiltrati di cellule mielomatose nel fegato,
nella milza, nelle vertebre e nelle ossa lunghe con perdita delle trabecole ossee e aumento del
numero di osteoclasti. Nel plasma midollare e nel siero i livelli di IL-6, IL-1 (interleuchina 1)
e TGFa (dall’inglese transforming growth factor alpha) sono risultati bassi se comparati a
quelli rilevati nei controlli nonostante le cellule ARH-77 producano in vitro IL-6. L utilita di
qguesto modello dovrebbe essere quella di permettere lo studio della patogenesi della
distruzione ossea dovuta all’insorgenza di mieloma multiplo (Alsina et al., 1996).

L’anno seguente il team di Tsunenari (Tsunenari et al., 1997) ha messo a punto un modello di
mieloma multiplo per valutare il ruolo di IL-6 nella patologia e la tumorigenesi delle cellule
KPMM2. Topi maschi Scid sono stati inoculati nel fianco con 107 cellule della linea KPMM2
e hanno sviluppato un tumore solido entro due settimane. Topi maschi Scid sono stati
inoculati per via endovenosa con 3 x 108 cellule: il tumore si & sviluppato in tutti gli animali
ed e stato localizzato prevalentemente nel midollo osseo. Cellule tumorali sono state rilevate
anche nei linfonodi, ma non in altri organi. L’ immunomarcatura con CD38 ha evidenziato
che il 40% delle cellule midollari nel femore era di origine mielomatosa in stadio avanzato.
L’analisi istologica ha messo in luce la presenza di un numero consistente di plasmablasti nel
midollo osseo e lo sviluppo di lesioni osteolitiche in siti multipli. Contemporaneamente sono
stati osservati sia la riduzione della densita ossea in ogni distretto corporeo che un aumento
significativo dei livelli di calcio plasmatico. La proteina M (correlata alla progressione
tumorale) é stata rilevata nel siero entro 10 giorni dopo il trapianto. Tra il trentesimo e il
quarantesimo giorno dopo I’inoculo, i topi presentavano una severa e rapida perdita del peso
corporeo, paralisi degli arti inferiori e affaticamento con conseguente morte entro una

settimana. Una singola somministrazione per via endovenosa di 0,2mg di hPM1 (anticorpo

41



Introduzione

anti-recettore per 1L-6) il giorno dopo il trapianto ha sostanzialmente evitato I’aumento delle
proteine M nel siero e lo sviluppo di anomalie associate al tumore; inoltre ha
significativamente aumentato 1’aspettativa di vita degli animali portatori di mieloma. Questi
dati hanno mostrato 1’utilita di questo modello per ’analisi del ruolo patologico di IL-6 nel
mieloma multiplo (Tsunenari et al., 1997).

Una delle ragioni per cui non ¢ stato cosi semplice mettere a punto un modello di mieloma
multiplo in topi Scid risiede nell’incapacita di crescita delle cellule mielomatose in assenza di
citochine che attivino gp130, il trasduttore di IL-6. Un’altra difficolta ¢ rappresentata dal fatto
che IL-6 umana si lega a IL-6 murina attivando il trasduttore murino gp130: da cid consegue
la comparsa di tossicita associata a IL-6 (infiammazione e sindrome cachettica) (Gado et al.,
2001).

Poiché le citochine murine non sono in grado di attivare il trasduttore umano gp130, nel 1998
Rebouissou e collaboratori (Rebouissou et al., 1998) hanno sviluppato un modello di mieloma
multiplo umano tenendo conto della dipendenza da gp130 per la crescita e cercando di evitare
la comparsa di tossicita associata a IL-6. Topi Scid sono stati inoculati intraperitonealmente
con 50 x 108 di cellule di mieloma multiplo umano. In questo studio la crescita cellulare &
stata favorita dall’utilizzo dell’anticorpo monoclonale anti-trasduttore gp130 umano:
I’anticorpo oltre a non legarsi a gp130 murino, ha evitato la comparsa di tossicita indotta
generalmente da IL-6. L’utilizzo di tale anticorpo ha reso possibile la crescita in vivo di
cellule mielomatose umane esogene dipendenti da IL-6. La comparsa della massa tumorale ¢
avvenuta in un periodo compreso tra la quarta e la decima settimana successiva all’impianto
con la presenza di metastasi al fegato, pancreas, milza e midollo osseo. Le cellule tumorali
attecchite nei topi Scid hanno mostrato il fenotipo caratteristico delle cellule originali
dimostrando che per la crescita in vitro é richiesta la presenza di IL-6 o dell’agonista anti-
gp130 (Rebouissou et al., 1998).

Al fine di rilevare i siti di lesione e la loro progressione in fase di malattia, Mitsiades e
colleghi nel 2003 hanno messo a punto un modello di mieloma multiplo in cui topi
SCID/NOD sono stati prima irradiati ad una dose di 300 rad e dopo 24 ore inoculati per via
endovenosa con 5 x 10° cellule della linea RPMI 8226 transfettate stabilmente con GFP
(dall’inglese green fluorescent protein). Attraverso analisi di imaging, istologiche e di
citofluorimetria a flusso sono stati monitorati lo sviluppo e la progressione tumorale. La
distribuzione anatomica e le manifestazioni patofisiologiche sono risultate coerenti con quello
che avviene in clinica (coinvolgimento dello scheletro assiale, sviluppo di paralisi secondaria

a lesioni spinali senza una significativa diffusione a polmoni, fegato, milza e reni). Questo
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modello € risultato utile per riassumere la diffusione ossea della patologia e la sua
progressione. Inoltre potrebbe permettere di chiarire i meccanismi molecolari che stanno alla
base dell’insorgenza dell’osteotropismo del mieloma multiplo e di valutare in vivo Pattivita di
nuovi approcci terapeutici (Mitsiades et al., 2003).

L’anno seguente nel laboratorio di Miyakawa (Miyakawa et al., 2004) e stato sviluppato un
modello in cui topi NOD/SCID/y:"" (NOG), CB17Scid e NOD/SCID sono stati inoculati per
via endovenosa con 2 x 10° cellule della linea cellulare di mieloma U266 previa irradiazione
alla dose di 2,4 Gy (dall’inglese Gray). Tutti i topi NOG hanno sviluppato paralisi degli arti
inferiori e sindrome da distress circa 6 settimane dopo il trapianto; inoltre studi istopatologici
hanno evidenziato la presenza di infiltrati nel midollo osseo. Al contrario, non sono state
rilevate cellule U266 nei topi CB17Scid e tantomeno nei NOD/SCID. Il test enzimatico
ELISA (dall’inglese Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ha messo in luce la presenza di
IgE umane nel siero dei topi NOG: questo risultato indica che il modello di mieloma multiplo
in animali NOG potrebbe essere utile per lo studio della patogenesi del mieloma e delle
lesioni osteolitiche correlate, oltre che potrebbe essere valido per lo studio di nuovi approcci
farmacologici (Miyakawa et al., 2004).

Da ultimo, nel 2013, il gruppo di Fryer (Fryer et al., 2013) ha deciso di mettere a punto un
modello di mieloma multiplo che riassumesse le condizioni che si manifestano in clinica. La
peculiarita di un modello simile deve essere la rapidita di progressione dopo 1’inoculo oltre
alla presenza di markers per monitorare la malattia durante il trattamento. Pertanto topi
NOD/SCID/y.""" (NOG) sono stati inoculati per via intraossea nella tibia con 1 x 10% 0 2 x 10°
della linea cellulare di mieloma U266 coniugate con I’enzima luciferasi. La progressione della
malattia e stata monitorata attraverso analisi BLI (dall’inglese bioluminescence imaging) e
dalla valutazione dei livelli di paraproteina. | risultati ottenuti sono stati successivamente
paragonati con la risonanza magnetica e I’analisi istologica. | tumori derivati hanno presentato
dal punto di vista fenotipico, di diffusione e crescita analogie con quanto avviene
comunemente nell’uomo. Per valutare I’idoneita del modello e il suo possibile utilizzo per
testare nuovi farmaci, gli animali sono stati trattati con bortezomib, melfalan e due nuovi
composti. La somministrazione di agenti noti per I’efficacia contro il mieloma multiplo o
quella dei due nuovi composti ha attenuato 1’aumento dei markers di malattia. Inoltre,
I’impianto di plasmacellule primarie da pazienti a livello intratibiale ha portato allo sviluppo
di mieloma nel midollo osseo. In conclusione, sia attraverso 1’utilizzo di linee cellulari di

mieloma che cellule primarie di pazienti, e stato sviluppato un modello che riassume il

43



Introduzione

mieloma multiplo umano assicurando [I’interazione delle cellule tumorali con il

microambiente (Fryer et al., 2013).
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MATERIALI E METODI

A. STUDIO DELL’AZIONE NEUROTOSSICA DI BORTEZOMIB IN

MODELLI MURINI

A.1 ANIMALI

Nel nostro studio sono stati utilizzati topi Balb/c, CD1, Hola Hsd NuNu e Scid femmine
(fornitori Charles River, Calco e Harlan Italia, Correzzana, Italia) di peso corporeo iniziale
compreso trai 19 ed i 21 grammi.
Gli animali vengono stabulati in 5 0 6 per gabbia, in un ambiente caratterizzato da un ciclo di
luce-buio artificiale di 12 ore, da una temperatura di 22+2°C e da un’umidita del 55+10% e
dispongono, per tutta la durata dell'esperimento, di cibo ed acqua ad libitum.
Le procedure di trattamento e cura degli animali sono state messe a punto in conformita con la
legislazione nazionale (D.L. n. 116, Gazzetta Ufficiale della Repubblica Italiana, suppl. 40,
Feb. 18, 1992) e le disposizioni e le linee guida internazionali (direttiva del Concilio CEE
86/609, OJ L 358, 1, Dec.12, 1987; Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, U.S.
National Research Council, 1996).

A.2 MODALITA’ DI SOMMINISTRAZIONE
Il bortezomib (venduto da LC Laboratories, Woburn, MA) si trova sottoforma di polvere

pura, priva di eccipienti, che viene conservata a -20°C. Bortezomib & stato utilizzato fresco,
sciolto in tween80 (5%), etanolo assoluto (5%) e fisiologica alle concentrazioni di 0.8 mg/Kg
e 1 mg/Kg (10ml/kg animale) e mantenuto in ghiaccio fino al momento della
somministrazione, avvenuta per via endovenosa (i.v.) nella vena caudale dell’animale, con
ago N. 25G.

La linea cellulare umana di mieloma multiplo RPMI 8226 gentilmente fornita dal Dr.
Maurizio D’Incalci (Istituto di Ricerca Farmacologica Mario Negri, Milano, Italia) €& stata
iniettata (1x10° cellule risospese in PBS) con una siringa (ago N. 25G) sottocute nel fianco di

ogni animale all’inizio dello studio (giorno 1).

A.3 EXPERIMENTAL DESIGN

Questa parte del lavoro ha previsto dapprima la valutazione dell’azione neurotossica di

bortezomib in due ceppi murini immunocompetenti (esperimento 1, 2) e in due ceppi murini
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immunodeficienti (esperimento 3, 4), sequita dalla valutazione dell’azione neurotossica e

dell’attivita antineoplastica di bortezomib in un ceppo murino immunodeficiente inoculato

con la linea cellulare umana di mieloma multiplo RPMI 8226 (esperimento 5).

A.3.1 Studio dell’azione neurotossica di bortezomib nel topo Balb/c, CD1, Hola Hsd NuNu
e Scid
Per la caratterizzazione dell’azione neurotossica di bortezomib nei diversi ceppi murini sono
stati eseguiti quattro esperimenti distinti aventi pressoché il medesimo disegno sperimentale.
Nell’esperimento 1 sono stati utilizzati 20 topi Balb/c femmine divisi casualmente in due
gruppi di trattamento da 10 animali ciascuno: un gruppo di animali sani di controllo (CTRL) e
un gruppo di animali trattato con bortezomib.
Nell’esperimento 2 sono stati utilizzati 32 topi CD1 femmine divisi casualmente in due
gruppi di trattamento da 16 animali ciascuno: un gruppo di animali sani di controllo (CTRL) e
un gruppo di animali trattato con bortezomib.

Nell’esperimento 3 sono stati utilizzati 25 topi Hola Hsd NuNu femmine divisi

casualmente in due gruppi di trattamento: un gruppo di 10 animali sani di controllo (CTRL) e
un gruppo di 15 animali trattato con bortezomib.

Nell’esperimento 4 sono stati utilizzati 25 topi Scid femmine divisi casualmente in due
gruppi di trattamento: un gruppo di 14 animali sani di controllo (CTRL) e un gruppo di 11
animali trattato con bortezomib.

In tabella (2) sono riassunti la randomizzazione degli animali, i ceppi murini e gli schemi di
trattamento per ciascun gruppo.

In tutti gli esperimenti la tossicita generale del trattamento farmacologico é stata valutata
attraverso un controllo quotidiano della mortalita e dello stato di salute degli animali ed una
misura bisettimanale del peso corporeo.

La neurotossicita periferica indotta dal trattamento con bortezomib é stata invece valutata
attraverso analisi elettrofisiologiche rappresentate dalla misura della velocita di conduzione
nervosa (VDC) nel fascio di nervi caudale (considerata di tipo misto, sia sensitiva che
motoria), e nel nervo digitale (considerata puramente sensitiva) e attraverso analisi
morfologiche al microscopio ottico ed elettronico dei DRG e del nervo sciatico e analisi
morfometriche del nervo sciatico e dei neuroni dei DRG.

Al termine del trattamento gli animali sono stati sacrificati attraverso esposizione a eccesso di
CO. e da ciascun animale sono stati prelevati i nervi sciatici e i DRG per la caratterizzazione

istopatologica della neurotossicita.
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NUMERO
DELL’ESPERIMENTO

CEPPO
MURINO

TRATTAMENTO
FARMACOLOGICO

Balb/c

controlli,

non trattati

bortezomib
0,8 mg/Kg 2qw/4 i.v.

CD1

controlli,

non trattati

bortezomib
0,8 mg/Kg 2qw/6 i.v.

Hola Hsd NuNu

controlli,

non trattati

bortezomib
0,8 mg/Kg 2qw/6 i.v.

Scid

controlli,

non trattati

bortezomib

1 mg/Kg 1gw/5 i.v.

Tabella (2).

Suddivisione dei gruppi di animali negli esperimenti 1, 2, 3
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A.3.2 Studio combinato dell’azione neurotossica ed antineoplastica di bortezomib in un
modello murino di mieloma multiplo.

Lo studio combinato dell’azione neurotossica ed antineoplastica di bortezomib e stato
eseguito in un modello murino di mieloma multiplo.

Nell’esperimento 5 sono stati utilizzati 25 topi Scid femmine divisi casualmente in tre
gruppi di trattamento: un gruppo di 9 animali sani di controllo (CTRL), un gruppo di 8
animali inoculato con la linea cellulare umana di mieloma multiplo RPMI 8226 e un gruppo
di 8 animali inoculato con la linea cellulare umana di mieloma multiplo RPMI 8226 e trattato
con bortezomib.

In tabella (3) sono riassunti la randomizzazione degli animali, il ceppo murino e gli schemi di
trattamento per ciascun gruppo. E stato stabilito di iniziare il trattamento farmacologico con
bortezomib quando la massa tumorale ha raggiunto una dimensione in media di 125 mm?.

La tossicita generale del trattamento farmacologico é stata valutata attraverso un controllo
quotidiano della mortalita e dello stato di salute degli animali ed una misura bisettimanale del
peso corporeo.

La neurotossicita periferica indotta dal trattamento con bortezomib € stata invece valutata
attraverso analisi elettrofisiologiche rappresentate dalla misura della velocita di conduzione
nervosa (VDC) nel fascio di nervi caudale (considerata di tipo misto, sia sensitiva che
motoria), e nel nervo digitale (considerata puramente sensitiva) e attraverso analisi
morfologiche al microscopio ottico ed elettronico dei DRG e del nervo sciatico e analisi
morfometriche del nervo sciatico e dei neuroni dei DRG.

L’azione antineoplastica del trattamento farmacologico ¢ stata determinata attraverso la
valutazione settimanale della crescita tumorale.

Al termine del trattamento gli animali sono stati sacrificati attraverso esposizione a eccesso di
CO2 e da ciascun animale sono stati prelevati i nervi sciatici e i DRG per la caratterizzazione

istopatologica della neurotossicita.
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NUMERO CEPPO TRATTAMENTO
DELL’ESPERIMENTO MURINO FARMACOLOGICO
. Scid controlli,
non trattati
mieloma
mieloma + bortezomib
1 mg/Kg 1gw/5 i.v.
Tabella (3).

Suddivisione dei gruppi di animali nell’ esperimento 4
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A4 METODI DI VALUTAZIONE DELLA TOSSICITA’, NEUROTOSSICITA’ E
AZIONE ANTINEOPLASTICA DEL TRATTAMENTO FARMACOLOGICO

A.4.1 Tossicita generale: monitoraggio dello stato di salute dell’animale
Lo stato di salute degli animali €& stato monitorato quotidianamente attraverso
1’osservazione da parte di uno stesso operatore sia del comportamento (movimento e reattivita

a stimoli esterni) che dell’aspetto generale dell’animale (pelo € mucose esterne).

A.4.2 Tossicita generale: monitoraggio del peso corporeo

La variazione dell’incremento del peso corporeo di ogni animale, durante il periodo di
trattamento, € stata considerata come parametro in grado di stimare la tossicita generale
indotta dai farmaci. La valutazione ponderale di ogni animale ¢ stata effettuata all’inizio della
sperimentazione e bisettimanalmente, per tutta la durata del trattamento. La bilancia impiegata

fornisce il peso dell’animale con un’accuratezza pari al decimo di grammo.

A.4.3 Neurotossicita: misura della velocita di conduzione nervosa

La velocita di conduzione nervosa (VDC) é utilizzata nella gran parte degli studi di
neurotossicita come indicatore della gravita dell’azione tossica di un farmaco in esame a
livello del SNP. In letteratura, diversi studi riportano un decremento della VDC in ratti trattati
con diversi chemioterapici tra i quali il bortezomib stesso (Authier, 2000; Cavaletti et al.,
1997; Cavaletti et al., 2007 b).
In questo lavoro le valutazioni sono state effettuate, previa anestesia degli animali, al termine
del trattamento farmacologico.
Le misurazioni sono state effettuate in accordo con le metodiche applicate da Verdu ed
Ozturk (Verdu et al., 1999; Ozturk et al., 2004) con qualche modifica. Le valutazioni
elettrofisiologiche sono state eseguite con 1’impiego della strumentazione elettromiografica
(Myto2 ABN Neuro) ed hanno previsto una stimolazione del fascio di nervi caudale e del
nervo digitale per le misurazioni rispettivamente della conduzione sensitiva/motoria e
unicamente sensitiva. La VDC caudale e stata determinata posizionando una coppia di
elettrodi di registrazione ad ago alla base della coda e una coppia di elettrodi di stimolazione a
3,5 cm di distanza dagli elettrodi di registrazione. In maniera simile, la VDC digitale e stata
determinata posizionando gli elettrodi di registrazione a livello della zampa
posteriore/caviglia dell’animale e gli elettrodi di stimolazione nel quarto dito della zampa, in

prossimita del nervo digitale. Entrambe le VDC sono state calcolate sulla base della formula
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velocita=spazio/tempo utilizzando come “tempo” la differenza di latenza tra D’artefatto
iniziale di stimolazione e la nascita del primo potenziale d’azione (calcolato in msec) ¢ come
“spazio” la distanza tra i punti di registrazione e i punti di stimolazione.

La stimolazione ¢ stata di un’intensita pari a 3 mA, di una durata di 0,04 msec e di una
frequenza di 0,75 sec.

Tutte le misurazioni sono state eseguite in un ambiente con temperatura ed umidita controllate
( temperatura 22+2°C e umidita del 55+10%).

A.4.4 Neurotossicita: analisi morfologiche dei gangli delle radici dorsali (DRG) e del nervo
sciatico

I DRG e i nervi sciatici prelevati da 3 animali per ogni gruppo di trattamento
farmacologico sono stati processati seguendo il protocollo d’inclusione in resina epossidica,
per una successiva analisi al microscopio ottico ed elettronico.
I campioni sono stati fissati utilizzando, nel caso dei DRG, la miscela di Mohr, una soluzione
di paraformaldeide 4% + glutaraldeide 2%, e, nel caso dei nervi sciatici, una soluzione di
glutaraldeide 3%, entrambe preparate in tampone fosfato 0.12M pH 7.4 .
Dopo la fissazione aldeidica, i campioni sono stati lavati in tampone fosfato 0.12M pH 7.4, in
tampone cacodilato 0.12M e sottoposti a fissazione con tetrossido di osmio 2% in tampone
cacodilato 0.12M per 1 ora, allo scopo di preservare i lipidi presenti nei tessuti e a livello di
membrana, e Successivamente lavati nello stesso tampone per allontanare I’eccesso di
fissativo.
La resina epossidica, 0 epon, ¢ un mezzo di inclusione adatto all’indagine ultrastrutturale.
L’epon puo facilmente ed uniformemente polimerizzare a basse temperature grazie alla
preparazione di una miscela contenente composti anidri ed un agente catalizzatore. Essendo
I’epon una resina idrofobica, i campioni sono stati progressivamente disidratati in una scala
alcolica crescente (da 50 al 100%) con un passaggio finale in ossido di propilene che
allontana 1 residui alcolici incompatibili con la resina stessa. L’infiltrazione graduale dei
campioni in resina epossidica si € ottenuta incubando i campioni in miscele di ossido di
propilene e resina a concentrazioni crescenti fino a resina pura. Una volta posti in apposite
formelle ed orientati secondo la superficie di taglio, i campioni sono stati lasciati
polimerizzare in resina a 55°C.
Per I’osservazione al microscopio ottico, i campioni inclusi sono Stati tagliati con un

microtomo con 1’uso di una lama di vetro, in sezioni dello spessore di 1um, lasciate aderire su

51



Materiali e Metodi

piastra calda su un vetrino portaoggetti, colorate con Blu di Toluidina e montate con un
vetrino coprioggetto con DPX.

Gli stessi campioni vengono tagliati attraverso 1’uso di un microtomo dotato di una lama di
diamante che permette 1’ottenimento di sezioni dello spessore di 80 nm. Le sezioni vengono
quindi raccolte mediante retini, e colorate in acetato con acetato di uranile, e citrato di piombo
per essere osservate al microscopio elettronico a trasmissione. Le immagini d’interesse sono

state acquisite con software ITEM e telecamera Mega View II.

A.4.5 Neurotossicita: analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei DRG e del nervo
sciatico

L’analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei DRG é stata effettuata acquisendo al

microscopio ottico diversi campi di sezioni seriate ottenute al microtomo. Allo scopo di
escludere errori di misurazione sono state raccolte e fotografate sezioni seriate distanti tra loro
circa 50pm.
Attraverso il software ImageJ si ¢ eseguita una misurazione manuale dell’area di soma,
nucleo e nucleolo dei neuroni presenti in ciascuna immagine, contando circa 300 neuroni in
ciascun campione. L’analisi morfometrica ¢ stata eseguita sui DRG di tre animali per ciascun
gruppo di trattamento. Al termine delle misurazioni ¢ stata effettuata un’analisi statistica dei
dati raccolti attraverso 1’uso del software Prism.

Per 1’analisi morfometrica della fibre mieliniche, le sezioni ottenute Sono state osservate
al microscopio all’ ingrandimento 60x e 1’analisi morfometrica € stata effettuata utilizzando
come programma d’analisi 1l “QWin automatic image analyzer”.

Per ogni campione sono state scelte 3 porzioni casuali della medesima sezione e per ogni
porzione sono state contate le fibre mieliniche presenti nello spazio analizzato e misurati i
rispettivi diametri esterni (diametro della fibra) e interni (diametro dell’assone) al fine di
misurare almeno 500 fibre/nervo (Cavaletti et al., 1992). Il programma ha permesso di
calcolare la distribuzione del diametro delle fibre e dell’assone e di calcolare la g-ratio

(Rushton, 1951; Smith and Koles, 1970).

A.4.6 Test comportamentali: dynamic test

Al fine di valutare nei nostri modelli sperimentali la comparsa di dolore neuropatico sotto
forma di allodinia, é stato impiegato il Dynamic Aesthesiometer Test. 1| Dynamic test si basa
su una stimolazione meccanica non dolorosa sotto forma di pressione esercitata da un

filamento metallico di 0,5mm di diametro; tale filamento esercita una pressione crescente
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(intensita di stimolo) in un dato intervallo di tempo (rampa) che vengono impostate
dall’operatore all’inizio di ogni nuovo protocollo sperimentale. Nello specifico, nei diversi
esperimenti descritti é stata scelta un’intensita di stimolo pari a 15gr che vengono raggiunti in
15sec.

Nell’esperimento 1 , nell’esperimento 4 e nell’esperimento 5 il Dynamic test & stato
effettuato prima dell’inizio del trattamento degli animali con bortezomib (valori basali) e
successivamente al termine del trattamento.

Nell’esperimento 2 e nell’esperimento 3 il Dynamic test e stato effettuato prima

dell’inizio del trattamento degli animali con bortezomib (valori basali), successivamente al
termine della quarta settimana di somministrazione per valutare il grado di neuropatia insorta
ed infine al termine del trattamento.

Al basale, prima di effettuare i test comportamentali, gli animali vengono sottoposti ad un
periodo di training di tre giorni durante i quali vengono alloggiati all’interno di opportune
gabbie di contenzione senza ricevere alcuna stimolazione e lasciati ambientare per un periodo
di 10 minuti al giorno. Questo training ¢ necessario per far abituare I’animale allo strumento,
alla presenza e manipolazione dell’operatore al fine di non creare situazioni di stress per
I’animale e per minimizzare ’errore nella lettura delle misure durante la fase di test.

Il giorno delle misurazioni, I’unita operativa che supporta il filamento viene posizionata sotto
una griglia sulla quale vengono sistemati gli animali per lo studio, ciascuno alloggiato in
un’opportuna gabbia di contenzione. Dopo un periodo di acclimatamento di circa 10 minuti,
lo stimolo viene posizionato sotto la superficie plantare della zampa posteriore dell’animale.
L’unita di controllo dello strumento rileva i grammi di risposta dell’animale allo stimolo
esercitata dal filamento metallico. La stimolazione viene effettuata su entrambe le zampe
posteriori dell’animale, alternativamente per un totale di tre letture per zampa facendo
intercorrere un tempo di 2 minuti tra una lettura e quella successiva. Il valore ottenuto
calcolato come media di tutte le misure effettuate per il singolo animale rappresenta il
tempo/grammi di risposta allo stimolo.

Il dispositivo & dotato di un meccanismo di protezione automatica che previene una
esposizione potenzialmente istolesiva al test; inoltre, tutte le procedure vengono eseguite da
un singolo operatore, in condizioni di sicurezza per gli animali impostando un periodo di cut-
off di 30 sec (fig. 7).
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Figura 7 . Strumentazione del Dynamic Test

A.4.7 Azione antineoplastica: misura della crescita tumorale

La crescita tumorale é stata valutata tramite un calibro digitale mediante la misura
settimanale delle dimensioni della massa. Il volume del tumore é stato ricavato misurando il
lato corto (W) e il lato lungo (L) della massa tumorale e applicando la formula (LxW?)/2.
E’ stato previsto il sacrificio in extremis degli animali in caso di ulcerazione del tumore o del

suo incremento superiore al 10% del peso corporeo dell’animale.
p rp

A.5 ANALISI STATISTICHE
Alla fine delle analisi, i dati raccolti sono stati comparati tra loro e su di essi sono stati

svolti test statistici mediante “ANOVA test” e “Tukey's Multiple Comparison Test”, fissando
una soglia di significativita a p <0.05, e validando la significativita dei risultati ottenuti

attraverso il software Prism.
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B. ANALISI DI LOCALIZZAZIONE DEI TRASPORTATORI DEL Ca?

PARVALBUMINA E CALBINDINA
B.1 ANIMALI

Per le analisi di immunomarcatura eseguite in questa parte dello studio sono stati
prelevati, al momento del sacrificio, i DRG sia dagli animali di controllo che dagli animali
trattati con bortezomib.
11 sacrificio dell’animale ¢ avvenuto mediante dislocazione cervicale con previa esposizione

prolungata ad anidride carbonica.

B.2 ANALISI DI LOCALIZZAZIONE: IMMUNOISTOCHIMICA

B.2.1 Preparazione del campione
I DRG in posizione L4-L5 prelevati sono stati fissati per 2 ore in formalina, lavati in PBS

per 3 volte e inclusi in paraffina con un ciclo standard per mezzo di un inclusore automatico.

B.2.2 Reazione di immunoistochimica

Sezioni seriali da 3 um dei DRG inclusi in paraffina sono state chiarificate in xylene e
reidratate mediante una scala di etanolo a concentrazione decrescente. Per il recupero
dell’antigenicita, le sezioni sono state immerse in EDTA 1mM, pH 8.0 e la soluzione ¢ stata
portata ad ebollizione (3%5 minuti) mediante 1’impiego di un microonde. L’attivita delle
perossidasi endogene € stata inibita tramite incubazione con H2O2 al 3% in PBS per 5 min a
RT. Successivamente le sezioni sono state incubate con Normal Goat Serum al 5% (NGS 5%
in PBS) per 1h a RT. Infine le sezioni sono state incubate per tutta la notte a 4 °C con gli
anticorpi primari (anti-parvalbumin, 1:1000; anti-calbindin 1:1000; diluiti in NGS 1% in
PBS). Il giorno seguente le sezioni sono state incubate per 1h a RT con I’anticorpo secondario
coniugato con perossidasi di rafano (HRP): anti-rabbit (1:200 in NGS 1%).
Al fine di rilevare il complesso Antigene-Anticorpo primario-Anticorpo secondario, le sezioni
sono state incubate con una soluzione di 3,3’-Diaminobenzidina (DAB tablet 10mg) alla
concentrazione 0,3mg/ml in PBS a cui ¢ stata aggiunta H2O2 allo 0,001%.
Sezioni di DRG incubate solo con I’anticorpo secondario sono state utilizzate come controllo
negativo.
Infine le sezioni sono state contro-colorate con Ematossilina ed Eosina, disidratate, montate in

DPX ed esaminate e fotografate mediante microscopio Nikon E200.
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B.2.3 Analisi morfometrica

Per 1’analisi morfometrica, i campioni inclusi sono stati tagliati con un microtomo, in
sezioni dello spessore di 3um. Allo scopo di escludere errori di misurazione sono state
raccolte e fotografate sezioni seriate distanti tra loro circa 18 pm.
Attraverso il software ImageJ si e eseguita una misurazione manuale dell’area del soma delle

cellule marcate in cui era visibile la struttura nucleolare.

B.3 ANALISI STATISTICHE
Alla fine delle analisi, i dati raccolti sono stati comparati tra loro e su di essi sono stati

svolti test statistici mediante “ANOVA test” (“Tukey's Multiple Comparison Test”) e
“STUDENT’S T-TEST” (“Unpaired t-test”) fissando una soglia di significativita a p <0.05, e

validando la significativita dei risultati ottenuti attraverso il software Prism.
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C. MATERIALI

I materiali impiegati in questo lavoro e la loro provenienza sono riportati in tabella (4).

Anticorpi

Provenienza

Ab | anti-parvalbumin e Ab | anti-calbindin

Abcam, Cambridge, United Kingdom

Ab Il anti rabbit

Perkinelmer, Monza, Italia

Farmaci, Reagenti

Provenienza

Bortezomib LC Laboratoires, Woburn, MA, USA
Blu di Toluidina Sigma-Aldric, St. Louis, USA

DAB Sigma-Aldric, St. Louis, USA

Epon Fluka, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Mo
Ematossilina/Eosina Bio-Optica, Milano, Italia

Etanolo Sigma-Aldric, St. Louis, USA

Montante per vetrini DPX

Sigma-Aldric, St. Louis, USA

Linea cellulare umana RPMI 8226

Fornita dal Dr. D’Incalci, Istituto di Ricerca
Farmacologica Mario Negri, Milano, Italia

Tween 80

Sigma-Aldric, St. Louis, USA

Strumentazione e software

Provenienza

Analisi statistica

Prism, GraphPad Software Inc, San Diego,
Ca, USA

Analisi morfometrica DRG

Image J, web

Analisi morfometrica nervo sciatico

Leica QWin automatic image analyzer,
Wetzlar, Deutschland

Calibro

Borletti, Milano, Italia

Dynamic Aesthesiometer Test

Modello 37400, Ugo Basile Biological
Instruments, Comerio, Varese, Italia

Elettromiografo per la misurazione della VVdC

Myto Il EBN-Neuro, Firenze, Italia

Inclusore automatico Leica Asp 300 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Microscopio ottico per I’analisi morfologica | Eclipse E200, Nikon, Italia.

Microtomo RM2255 per paraffina Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Microtomo RM2265 per resina Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Animali

Provenienza

Topi Balb/c. CD1, Hola Hsd NuNu, Scid
femmine

Harlan Italia, Correzzana, Italia
Charles River, Calco, Italia

Tabella (4).

Elenco dei principali materiali utilizzati in questo lavoro con la loro provenienza.

NB: Tutte le procedure relative al trattamento e alla cura degli animali sono in accordo con la
direttiva Europea 86/609 del 1992.
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RISULTATI

A. STUDIO DELL’AZIONE NEUROTOSSICA DI BORTEZOMIB IN
MODELLI MURINI

Negli ultimi 20 anni sono stati messi a punto diversi modelli in ratto di neuropatia
periferica indotta da farmaci antineoplastici, che hanno consentito di chiarire i meccanismi
fisiopatologici coinvolti nella degradazione delle fibre nervose e nella sofferenza dei neuroni
dei DRG responsabili della neurotossicita periferica e di identificare delle strategie di
neuroprotezione utili a contrastare o a curarne gli effetti. Tuttavia, questo modello animale
non rappresenta il mezzo piu efficace per studiare, contemporaneamente, 1’attivita
antineoplastica e gli effetti neurotossici dei chemioterapici poiché solo un numero limitato di
linee tumorali e in grado di indurre lo sviluppo di tumori nel ratto. Cio € invece possibile in
un modello murino, al contrario del ratto, grazie alla capacita di sviluppare tumori solidi in
seguito all’inoculo di linee cellulari tumorali di diversa origine.

Tra 1 differenti farmaci antineoplastici comunemente usati in clinica, responsabili
dell’insorgenza di una neuropatia periferica, il bortezomib suscita un particolare interesse in
quanto rappresenta il trattamento d’eccellenza nei pazienti affetti da mieloma multiplo.

Seppur non esistano in clinica farmaci in grado di prevenire o curare i sintomi dolorosi
associati al trattamento con bortezomib, negli ultimi anni si stanno studiando strategie di
neuroprotezione al fine di ridurre il fattore limitante nella terapia antitumorale.

Meregalli e colleghi nel 2010 (Meregalli et al., 2010) hanno caratterizzato sia dal punto di
vista comportamentale che neurofisiologico e istopatologico la neuroaptia periferica indotta
da bortezomib nel ratto. Tale caratterizzazione costituisce il punto di partenza sia per la messa
a punto di modelli murini di neuropatia periferica da bortezomib che consentano in futuro lo
studio contemporaneo dell’attivita e della neurotossicita del farmaco in presenza di una massa
tumorale che per la valutazione dell’efficacia di eventuali composti neuroprotettori utilizzati
in associazione al farmaco chemioterapico con possibilita di verificare che il loro uso

contemporaneo non comporti la perdita di efficacia dell’antineoplastico.

Come gia accennato nella sezione “Materiali e metodi”, al fine di ben caratterizzare dal punto
di vista neurofisiologico, istopatologico e comportamentale la neuropatia periferica associata

al trattamento con bortezomib, abbiamo scelto due ceppi murini immunocompetenti (Balb/c e
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CD1) e due ceppi immunodeficienti (Hola Hsd NuNu e Scid). Dapprima abbiamo valutato
I’azione neurotossica di due dosi di bortezomib 0,4mg/Kg (dati non mostrati) e 0,8 mg/Kg
somministrate per via intravenosa due volte alla settimana per quattro settimane in topi

femmine Balb/c (Esperimento 1). Tale studio ci ha consentito di stabilire quale fosse la dose

che meglio mimava I’azione neurotossica di bortezomib in clinica (0,8 mg/Kg) e con la quale

abbiamo proseguito la caratterizzazione nei ceppi CD1 e Hola Hsd NuNu (Esperimenti 2 e 3).

In questi due esperimenti la valutazione della neurotossicita avvenuta dopo quattro settimane
di trattamento ha evidenziato la necessita di proseguire con altre due settimane di
somministrazioni.

Per la caratterizzazione nei topi Scid (Esperimento 4) abbiamo utilizzato una diversa schedula

di trattamento che prevedeva la somministrazione di bortezomib alla dose di 1mg/Kg una
volta a settimana per 5 settimane, sulla base dei dati ottenuti precedentemente da una
collaborazione con un’azienda esterna (dati non pubblicati).

Durante il periodo di trattamento sono stati valutati parametri indicatori della tossicita
generale e della neurotossicita del farmaco. Per la tossicita generale si € valutata la mortalita,
lo stato di salute dell’animale giornaliero e le variazioni del peso corporeo. Per la valutazione
della neurotossicita periferica, invece, sono state eseguite analisi elettrofisiologiche della
conduzione dell’impulso nervoso (VDC) nel fascio di nervi caudale e nel nervo digitale,
analisi morfologiche dei neuroni sensitivi dei DRG e del nervo sciatico e analisi
morfometriche dei neuroni sensitivi dei DRG e, nel caso dell’esperimento 4, anche del nervo
sciatico e la valutazione dell’allodinia meccanica (percezione dolorosa di uno stimolo non
doloroso) per mezzo del dynamic test.

Una volta caratterizzati dal punto di vista morfologico e neurotossico i quattro ceppi murini,
abbiamo proseguito con la messa a punto di un modello di mieloma multiplo in topi femmine

Scid (Esperimento 5). Oltre alle valutazioni dei parametri indicatori della tossicita generale e

della neurotossicita di bortezomib, ¢ stata valutata 1’azione antineoplastica del farmaco
attraverso la misura della crescita tumorale durante il periodo di trattamento.
Come descritto nel capitolo “Materiali e metodi”, in ciascun protocollo sperimentale della

prima parte dello studio (esperimenti 1, 2, 3, 4), gli animali sono stati divisi in modo casuale

in due gruppi: un gruppo di animali sani, non trattati, che ha rappresentato il gruppo di
animali controllo (CTRL) e un gruppo di animali trattati con bortezomib (BTZ).

e Nell’esperimento 1: un gruppo di 10 animali € stato trattato con bortezomib 0.8

mg/Kg 2qwx4.
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o Negli esperimenti 2 e 3: un gruppo di 16 e 15 animali, rispettivamente, € stato trattato

con bortezomib 0.8 mg/Kg 2qwx6.
e Nell’esperimento 4: un gruppo di 11 animali é stato trattato con bortezomib 1mg/Kg
1gwx5.

A.l1 STUDIO DELL’AZIONE NEURQOTOSSICA DI BORTEZOMIB IN TOPI BALBI/C,
CD1, HOLA HSD NuNu E SCID

A.1.1 Tossicita generale: mortalita, osservazioni cliniche e valutazione del peso corporeo
Il peso corporeo degli animali di controllo e degli animali trattati e stato misurato due

volte a settimana (esperimenti 1, 2, 3) e una volta a settimana nel caso dell” esperimento 4, al

momento della somministrazione del farmaco. La bilancia impiegata (Adventurer SL, Ohaus,
Pine Brook, NJ, USA) fornisce il peso dell’animale con un’accuratezza pari al decimo di
grammo. L’analisi statistica ¢ stata effettuata considerando la media dell’incremento di peso
corporeo all’interno del gruppo trattato rispetto agli animali controllo, ed é stata effettuata
mediante STUDENT’S T-TEST, “Unpaired t-test” fissando la soglia di significativita a p<
0,05.

In tutti e quattro gli esperimenti 1’andamento ponderale nei topi di controllo é stato in

continua crescita fino all’eta adulta, in quanto sani con libero accesso ad acqua e cibo.
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Esperimento 1
Osservazioni cliniche quotidiane non hanno evidenziato alcuna insorgenza di malessere negli

animali trattati e nessun animale € morto durante il periodo di trattamento.
Gli animali, all’arrivo, avevano un peso corporeo compreso tra i 19 ed i 21 grammi.

La Fig. 8 riporta I’andamento del peso corporeo degli animali nel corso del trattamento.
Negli animali di controllo (profilo blu) si & osservato un incremento del peso corporeo
continuo nel tempo, mentre gli animali trattati con bortezomib (profilo rosso) hanno mostrato
una riduzione statisticamente significativa del peso corporeo dopo la prima somministrazione
(riduzione dell’ 8% rispetto ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired)
seguita da un recupero e ancora una riduzione statisticamente significativa al termine
dell’esperimento (riduzione del 10,65% rispetto ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-
test, Test Unpaired).

23.54
= ——CTRL
o —— BTZ 0,8 mg/K
o 22.04 9g
et
(@)
= 20.5-
(@]
(@]
(@]
@ 19.0- *
o

* * p<0,0001 vs CTRL
175 T T T T T T T 1
1 5 9 13 17 21 25 29
Giorni di trattamento

Figura 8. Valutazione del peso corporeo nell’esperimento 1.
Andamento del peso corporeo nel corso dell’esperimento. Animali di controllo (CTRL, profilo blu),
animali trattati con bortezomib 0,8 mg/Kg 2 volte a settimana per 4 settimane (BTZ 0,8 mg/Kg 2qw x

4, profilo rosso).
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Esperimento 2
Osservazioni cliniche quotidiane non hanno evidenziato alcuna insorgenza di malessere negli

animali trattati e nessun animale € morto durante il periodo di trattamento.
Gli animali, all’arrivo, avevano un peso corporeo compreso tra i 19 ed i 21 grammi.

La Fig. 9 riporta I’andamento del peso corporeo degli animali nel corso del trattamento.
Negli animali di controllo (profilo arancione) si & osservato un incremento del peso corporeo
continuo nel tempo; gli animali trattati con bortezomib (profilo lilla) hanno mostrato una
buona tolleranza al trattamento e un incremento del peso corporeo non paragonabile a quello
dei controlli (riduzione del 7,9% rispetto ai CTRL, p<0,05 vs CTRL, Student’s t-test, Test
Unpaired).

33.5-
32.0-
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23.07 # p<0,05 vs CTRL
21.5 T T T

T T T T T T T T 1
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45
Giorni di trattamento

—— CTRL
BTZ 0,8 mg/Kg

Peso corporeo (gr)

Figura 9. Valutazione del peso corporeo nell’esperimento 2.
Andamento del peso corporeo nel corso dell’esperimento. Animali di controllo (CTRL, profilo
arancione), animali trattati con bortezomib 0,8 mg/Kg 2 volte a settimana per 6 settimane (BTZ 0,8

mg/Kg 2qw x 4, profilo lilla).
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Esperimento 3
Osservazioni cliniche quotidiane non hanno evidenziato alcuna insorgenza di malessere negli

animali trattati e nessun animale € morto durante il periodo di trattamento.
Gli animali, all’arrivo, avevano un peso corporeo compreso trai 19 ed i 21 grammi.

La Fig. 10 riporta I’andamento del peso corporeo degli animali nel corso del trattamento.
Negli animali di controllo (profilo viola) si & osservato un incremento del peso corporeo
continuo nel tempo; gli animali trattati con bortezomib (profilo azzurro) hanno mostrato una
buona tolleranza al trattamento e un incremento del peso corporeo paragonabile a quello dei
controlli  (aumento del 4,9% rispetto ai CTRL, non significativo, Student’s t-test, Test
Unpaired).
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Figura 10. Valutazione del peso corporeo nell’esperimento 3.
Andamento del peso corporeo nel corso dell’esperimento. Animali di controllo (CTRL, profilo viola),
animali trattati con bortezomib 0,8 mg/Kg 2 volte a settimana per 6 settimane (BTZ 0,8 mg/Kg 2qw x

4, profilo azzurro).
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Esperimento 4
Osservazioni cliniche quotidiane non hanno evidenziato alcuna insorgenza di malessere negli

animali trattati, ma tre animali sono morti durante il periodo di trattamento.
Gli animali, all’arrivo, avevano un peso corporeo compreso trai 19 ed 1 21 grammi.

La Fig. 11 riporta I’andamento del peso corporeo degli animali nel corso del trattamento.
Negli animali di controllo (profilo rosa) si & osservato un incremento del peso corporeo
continuo nel tempo, mentre gli animali trattati con bortezomib (profilo verde) hanno mostrato
una riduzione statisticamente significativa del peso corporeo dopo la prima somministrazione
(riduzione del 7,32 % rispetto ai CTRL, p<0,001 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired)
che si e protratta sino al termine della sperimentazione (riduzione dell” 8,17 % rispetto ai
CTRL, p<0,01 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired).
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Figura 11. Valutazione del peso corporeo nell’esperimento 4.
Andamento del peso corporeo nel corso dell’esperimento. Animali di controllo (CTRL, profilo rosa),
animali trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1 volta a settimana per 5 settimane (BTZ 1 mg/Kg 1gw X 5,

profilo verde).
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A.1.2 Neurotossicita: valutazione della velocita di conduzione nervosa

Le valutazioni elettrofisiologiche della velocita di conduzione nervosa (VDC) sono state
eseguite mediante I’impiego di una strumentazione elettromiografica (Myto ABN Neuro), in
condizioni di temperatura e umidita controllate e previa anestesia dell’animale.
L’analisi statistica ¢ stata effettuata considerando la media della VDC all’interno del gruppo
trattato rispetto agli animali controllo, ed é stata effettuata mediante STUDENT’S T-TEST,
“Unpaired t-test”, fissando la soglia di significativita a p< 0,05 .
Studi di letteratura e dati ottenuti nel nostro laboratorio (non riportati in questo lavoro) hanno
dimostrato che topi sani, e di etda omologa a quelli impiegati nei nostri modelli, presentano
una VDC caudale media basale di 25 m/sec (x1.8), e una VDC media digitale basale di circa
20 m/sec (£1.5).

Nel corso dell’esperimento 1 e dell’esperimento 4 le misurazioni delle VDC sono state

eseguite solamente al temine del trattamento farmacologico (quarta e quinta settimana,

rispettivamente); al contrario negli esperimenti 2 e 3 le misurazioni delle VDC al termine

della quarta settimana di trattamento hanno evidenziato la necessita di proseguire con le

somministrazioni per altre due settimane.

Il trattamento con bortezomib nei topi Balb/c (esperimento 1) ha determinato una

riduzione statisticamente significativa della conduzione dell’impulso nervoso sia nel nervo
caudale (riduzione del 27,3%,rispetto ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-test, Test
Unpaired) che nel nervo digitale (riduzione del 17,9% rispetto ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL,
Student’s t-test, Test Unpaired) rispetto agli animali non trattati.

Nei topi CD1 (esperimento 2) trattati con il chemioterapico si € evidenziata una riduzione
statisticamente significativa della conduzione dell’impulso nervoso sia nel nervo caudale
(riduzione del 20,3% rispetto ai CTRL, p<0,001 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired),
che nel nervo digitale (riduzione del 26,9% rispetto ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-
test, Test Unpaired) rispetto agli animali di controllo.

Come atteso, anche nei topi Hola Hsd NuNu (esperimento 3), il trattamento con

bortezomib ha provocato una riduzione statisticamente significativa della conduzione
dell’impulso nervoso sia nel nervo caudale (riduzione del 15,2% rispetto ai CTRL, p<0,01 vs
CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired), che nel nervo digitale (riduzione del 13,5% rispetto ai
CTRL, p<0,05 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired) rispetto agli animali non trattati.

Nei topi Scid (esperimento 4) il trattamento con bortezomib ha causato una riduzione

statisticamente significativa della conduzione dell’impulso nervoso sia nel nervo caudale
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(riduzione del 21,35 % rispetto ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired),
che nel nervo digitale (riduzione del 23,83 % rispetto ai CTRL, p<0,001 vs CTRL, Student’s

t-test, Test Unpaired) rispetto agli animali di controllo.

La Fig. 12 riporta la riduzione percentuale della VDC del fascio di nervi caudale dei
diversi ceppi rispetto ai propri controlli, mentre la fig. 13 mostra la riduzione percentuale

della VDC del nervo digitale dei diversi ceppi rispetto ai controlli.
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Figura 12. Riduzione percentuale (%) della VDC caudale indotta da bortezomib, rispetto ai
propri controlli. (CTRL: controlli).
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Figura 13. Riduzione percentuale (%) della VDC plantare indotta da bortezomib, rispetto ai
propri controlli. (CTRL: controlli).
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A.1.3 Neurotossicita: analisi morfologica dei DRG e del nervo sciatico
Al fine di valutare la neurotossicita indotta da bortezomib, abbiamo eseguito analisi delle
alterazioni morfologiche a carico dei DRG e del nervo sciatico utilizzando la microscopia

ottica (fig. 14) e, nel caso dell’esperimento 1 anche la microscopia elettronica (fig. 15).

DRG

Come riportato in fig. 14, I’analisi di microscopia ottica ha evidenziato delle alterazioni
morfologiche dei neuroni sensitivi dei DRG negli animali trattati con bortezomib.
Nei topi Balb/c il trattamento farmacologico ha provocato la frequente degenerazione dei
neuroni sensitivi e delle cellule satellite (indicati rispettivamente con i cerchi rossi e le frecce
gialle).
Nei topi CD1 bortezomib ha causato la degenerazione dei neuroni sensitivi e delle cellule
satellite (indicati rispettivamente con i cerchi rossi e le frecce gialle).
Negli animali Hola Hsd NuNu sono risultati evidenti gli episodi di degenerazione neuronale e
delle cellule satellite (indicati rispettivamente con i cerchi rossi e le frecce gialle).
Nei topi Scid il chemioterapico ha provocato la degenerazione dei neuroni sensitivi e delle
cellule satellite (indicati rispettivamente con i cerchi rossi e le frecce gialle).

Secondo I’analisi di microscopia elettronica (fig. 15) il bortezomib nei topi Balb/c ha
determinato la presenza di citoplasma condensato circondato da cellule satelliti degenerate
con I’estensione dello spazio intercellulare che non si evidenzia nei controlli (indicato con la

freccia nera).
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Figura 14. Analisi morfologica dei DRG al microscopio ottico. Balb/c: (a) CTRL e (b) BTZ 0,8
mg/Kg; CD1: (c) CTRL e (d) BTZ 0,8 mg/Kg; Hola Hsd NuNu (e) CTRL e (f) BTZ 0,8 mg/Kg; Scid
(9) CTRL e (h) BTZ 1 mg/Kg.
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Figura 15. Analisi morfologica dei DRG al microscopio elettronico. (a) e (b) CTRL; (¢) BTZ 0,8
mg/Kg. (Immagini riprodotte in Carozzi et al., 2010).
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NERVO SCIATICO

Come riportato in fig. 16, I’analisi di microscopia ottica ha evidenziato alterazioni
morfologiche del nervo sciatico negli animali trattati con bortezomib.
Nei topi Balb/c bortezomib ha provocato la severa e frequente degenerazione assonale delle
fibre mieliniche (indicate con le frecce gialle).
Nei topi CD1 il trattamento farmacologico ha causato la degenerazione assonale delle fibre
mieliniche (indicate con le frecce gialle).
Negli animali Hola Hsd NuNu bortezomib ha evidenziato una degenerazione delle fibre
mieliniche da moderata a severa (indicata con le frecce gialle).
Nei topi Scid il chemioterapico ha causato la frequente degenerazione delle fibre mieliniche

(indicata con le frecce gialle).
L’analisi di microscopia elettronica (fig. 17) conferma la degenerazione assonale ed evidenzia

la presenza di fibre mieliniche con vacuolizzazione assonale e disorganizzazione delle fibre

assoplasmatiche (indicati rispettivamente con le frecce nere e il cerchio nero).
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2000
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Figura 16. Analisi morfologica del nervo sciatico al microscopio ottico. Balb/c: (a) CTRL e (b)
BTZ 0,8 mg/Kg; CD1: (c) CTRL e (d) BTZ 0,8 mg/Kg; Hola Hsd NuNu (e) CTRL e (f) BTZ 0,8
mg/Kg; Scid: (g) CTRL e (h) BTZ 1 mg/Kg.
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Figura 17. Analisi morfologica del nervo sciatico al microscopio elettronico. (a) CTRL; (b) e (c)

BTZ 0,8 mg/Kg. (Immagini riprodotte in Carozzi et al., 2010).
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A.1.4 Neurotossicita: analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei DRG e del nervo

sciatico

DRG

L’analisi morfometrica consiste in una misura delle superfici di soma, nucleo e nucleolo di
almeno 300 neuroni sensitivi per ciascun DRG ed é un buon parametro per valutare la
neurotossicita di un composto farmacologico a livello di questo distretto del SNP.

L’analisi statistica ¢ stata effettuata considerando ciascun valore delle superfici di soma,
nucleo e nucleolo di 3 DRG per ciascun gruppo di animali, ed é stata effettuata mediante
STUDENT’S T-TEST, “Unpaired t-test”, fissando la soglia di significativita a p< 0,05 .

La Fig. 18 a, b, c riporta le variazioni percentuali, rispettivamente, della superficie
somatica, nucleare e nucleolare dei neuroni dei DRG degli animali trattati con bortezomib
rispetto ai propri controlli.

Secondo I’analisi statistica dei dati, il trattamento con bortezomib nei topi Balb/c
(esperimento 1) ha indotto un aumento statisticamente significativo delle superfici somatiche
(aumento dell’ 11,1% rispetto ai CTRL, p<0,01 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired),
nucleari (aumento del 7% rispetto ai CTRL, p<0,05 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired)
e nucleolari (aumento del 19,9% rispetto ai CTRL, p<0,01 vs CTRL, Student’s t-test, Test

Unpaired).

Nei topi CD1 (esperimento 2) trattati con il chemioterapico si e evidenziato un aumento

statisticamente significativo della superficie nucleolare (aumento del 16,6% rispetto ai CTRL,
p<0,01 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired), ma non di quella somatica (aumento del
6,5% rispetto ai CTRL, non significativo, Student’s t-test, Test Unpaired) né di quella
nucleare (aumento del 5,9% rispetto ai CTRL, non significativo, Student’s t-test, Test
Unpaired).

Nei topi Hola Hsd NuNu (esperimento 3) il trattamento con bortezomib ha provocato un

aumento statisticamente significativo della superficie somatica (aumento del 15,6%, rispetto
ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired), di quella nucleolare (aumento
del 15,9% rispetto ai CTRL, p<0,001 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired), ma non di
quella nucleare (aumento del 3,2% rispetto ai CTRL, non significativo, Student’s t-test, Test

Unpaired).
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Secondo [D’analisi statistica dei dati, il trattamento con bortezomib nei topi Scid
(esperimento 4) ha indotto un aumento statisticamente significativo della superficie somatica
(aumento del 15,4%, rispetto ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired) e
di quella nucleolare (aumento del 27,1% rispetto ai CTRL, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-

test, Test Unpaired). La superficie nucleare e risultata ridotta in maniera non statisticamente

significativa (riduzione dell” 1,1% rispetto ai CTRL, non significativo, Student’s t-test, Test

Unpaired).
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Figura 18. Aumento percentuale (%) delle superfici somatiche (A), nucleari (B) e nucleolari (C)

dei neuroni dei DRG indotte da bortezomib, rispetto ai propri controlli. (CTRL: controlli)
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NERVO SCIATICO

Al fine di valutare quantitativamente 1’effetto neurotossico di bortezomib a carico del nervo
sciatico, in previsione di un eventuale confronto con I’ analisi morfometrica dell” esperimento
5, ¢ stata eseguita 1’analisi morfometrica del nervo dell’esperimento 4.

L’analisi morfometrica consiste in una misura dei diametri esterni (diametro della fibra) e dei
diametri interni (diametro dell’assone) di almeno 500 fibre per ogni nervo ed e anche questo
un buon parametro per valutare la neurotossicita di un composto farmacologico a livello di
questo distretto.

L’analisi statistica é stata effettuata considerando ciascun valore (diametro esterno e diametro
interno) delle fibre misurate di 3 nervi per ciascun gruppo di animali ed e stata effettuata
mediante STUDENT’S T-TEST, “Unpaired t-test”, fissando la soglia di significativita a

p< 0,05.

Le Fig. 19 e 20 riportano le distribuzioni di frequenza dei valori di g-ratio (rapporto tra il
diametro dell’assone rispetto a quello della fibra) e della myelin thickness (spessore della
guaina mielinica).

Secondo I’analisi dei dati bortezomib causa un aumento statisticamente significativo della g-
ratio (aumento rispetto ai CTRL, p<0,01 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired), e una

lieve tendenza alla riduzione dello spessore della guaina mielinica.
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Figura 19. Distribuzione di frequenza della g-ratio.

Andamento della distribuzione di frequenza dei valori di g-ratio dell’esperimento 4. Animali di
controllo (CTRL, profilo rosa), animali trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1 volta a settimana per 5
settimane (BTZ 1 mg/Kg 1qw x 5, profilo verde).
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Figura 20. Distribuzione di frequenza della myelin thickness. Andamento della distribuzione di
frequenza dei valori di myelin thickness dell’esperimento 4. Animali di controllo (CTRL, profilo
rosa), animali trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1 volta a settimana per 5 settimane (BTZ 1 mg/Kg 1qw

x 5, profilo verde).
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A.1.4 Neurotossicita: dynamic test

In tutti i protocolli sperimentali la misurazione della soglia allodinica degli animali é stata
valutata mediante il dynamic test.

Nell’esperimento 1 e nell’esperimento 4 il dynamic test ¢ stato effettuato prima dell’inizio
del trattamento degli animali con bortezomib (valori basali) e successivamente al termine del
trattamento (quarta settimana e quinta settimana, rispettivamente), mentre nell’esperimento 2
e nell’esperimento 3 oltre ai valori basali sono stati raccolti i dati alla quarta settimana e al
termine del trattamento (sesta settimana).

L’analisi statistica ¢ stata effettuata considerando la media dei valori di latenza all’interno del
gruppo trattato rispetto agli animali controllo, ed e stata effettuata mediante STUDENT’S T-
TEST, “Unpaired t-test”, fissando la soglia di significativita a p< 0,05 .

Il trattamento con bortezomib nei topi Balb/c (esperimento 1) non ha determinato una

riduzione statisticamente significativa dei valori di latenza di risposta rispetto ai controlli
(riduzione del 21,5% rispetto ai controlli, non significativo, Student’s t-test, Test Unpaired),

cosi come nei topi Hola Hsd NuNu (esperimento 3) (riduzione del 20,4% rispetto ai controlli,

non significativo, Student’s t-test, Test Unpaired); al contrario il trattamento farmacologico
nei topi CD1 (esperimento 2) ha causato una riduzione statisticamente significativa dei valori

di latenza rispetto ai controlli (riduzione del 29,1% rispetto ai controlli, p<0,0001 vs CTRL,

Student’s t-test, Test Unpaired) e nei topi Scid (esperimento 4) ha provocato una riduzione

statisticamente significativa dei valori di latenza rispetto ai controlli (riduzione del 22,1%
rispetto ai controlli, p<0,0001 vs CTRL, Student’s t-test, Test Unpaired) (Fig. 21).
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Figura 21. Riduzione percentuale (%) della risposta al dynamic test indotta da bortezomib,

rispetto ai propri controlli. (CTRL: controlli).
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A.2 STUDIO COMBINATO DELL’AZIONE NEUROTOSSICA ED ANTINEOPLASTICA
DI BORTEZOMIB IN UN MODELLO MURINO DI MIELOMA MULTIPLO

Come descritto nel capitolo “Materiali e metodi”, nella seconda parte dello studio

(esperimento 5), gli animali sono stati divisi in modo casuale in tre gruppi: un gruppo di

animali sani, non trattati, che ha rappresentato il gruppo di animali controllo (CTRL), un
gruppo di animali inoculato con cellule tumorali di mieloma (MM, RPMI 8226) e un gruppo
di animali inoculato con cellule tumorali di mieloma e tratto con bortezomib (MM+BTZ).

o Nell’esperimento 5: un gruppo di 8 animali con mieloma multiplo é stato trattato con

bortezomib 1 mg/Kg 1qwx5.

A.2.1 Tossicita generale: mortalita, osservazioni cliniche e valutazione del peso corporeo

Il peso corporeo degli animali di controllo e degli animali trattati e stato misurato una
volta a settimana al momento della somministrazione del farmaco. L’analisi statistica ¢ stata
effettuata considerando la media dell’incremento di peso corporeo all’interno dei gruppi
trattati rispetto agli animali controllo, ed é stata effettuata mediante TEST ANOVA, “Tukey's
Multiple Comparison post-Test” fissando la soglia di significativita a p< 0,05.

L’andamento ponderale nei topi di controllo € stato in continua crescita fino all’eta adulta,

in quanto sani con libero accesso ad acqua e cibo.

Osservazioni cliniche quotidiane non hanno evidenziato alcuna insorgenza di malessere
negli animali trattati ed un solo animale e morto durante il periodo di trattamento.
Gli animali, all’arrivo, avevano un peso corporeo compreso trai 19 ed 1 21 grammi.

La Fig. 22 riporta I’andamento del peso corporeo degli animali nel corso del trattamento.
Negli animali di controllo (profilo verde) si & osservato un incremento del peso corporeo
continuo nel tempo; negli animali inoculati con mieloma multiplo (profilo arancione) si €
osservato un incremento del peso con una lieve riduzione dopo la terza settimana (riduzione
del 4,6% rispetto ai controlli, non significativo, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple
Comparison post-Test), mentre gli animali inoculati con mieloma multiplo e trattati con
bortezomib (viola) hanno mantenuto costante il peso corporeo con un lieve incremento dopo
la quarta somministrazione (riduzione del 3,36% rispetto ai controlli, non significativo, TEST
ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test).
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Figura 22. Valutazione del peso corporeo nell’esperimento 5.
Andamento del peso corporeo nel corso dell’esperimento. Animali di controllo (CTRL, profilo verde),
animali inoculati con mieloma multiplo (profilo arancione) e animali trattati con bortezomib 1 mg/Kg

1 volta a settimana per 5 settimane (BTZ 1 mg/Kg 1qw x 5, profilo viola).
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A.2.2 Neurotossicita: valutazione della velocita di conduzione nervosa

Nel corso dell’esperimento 5 le misurazioni delle VDC sono state eseguite solamente al
temine del trattamento farmacologico (quinta settimana).

Come illustrato in fig. 23 e in fig. 24 gli animali inoculati con mieloma multiplo mostrano
una conduzione dell’impulso nervoso del nervo caudale paragonabile a quella dei controlli; al
contrario la conduzione dell’impulso nervoso nel nervo digitale risulta ridotta (riduzione del
14,21%, p<0,0001 vs CTRL, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test).

Gli animali portatori di mieloma multiplo presentano una conduzione dell’impulso
nervoso nel fascio di nervi caudale pressoché paragonabile a quella degli animali di controllo;
al contrario la velocita di conduzione nel nervo digitale risulta ridotta in maniera
statisticamente significativa (riduzione del 14,21% rispetto ai controlli, p<0,01 vs CTRL,
TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test).

Nei topi portatori di mieloma multiplo e trattati con bortezomib si e evidenziata una
riduzione statisticamente significativa della conduzione dell’impulso nervoso sia nel fascio di
nervi caudale (riduzione del 27,1% rispetto ai controlli, p<0,001 vs CTRL, riduzione del 24,6
rispetto ai portatori di mieloma, p<0,001 vs MM, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple
Comparison post-Test), che nel nervo digitale (riduzione del 19,1% rispetto ai controlli,
p<0,01 vs CTRL, riduzione del 5,7% rispetto ai portatori di mieloma, non significativo, TEST
ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test).
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Figura 23. Grafico delle medie (+DEVIAZIONE STANDARD) delle velocita di conduzione
(VDC) misurate nel fascio di nervi caudale al termine del trattamento farmacologico. Animali di
controllo (CTRL, istogramma verde), animali inoculati con mieloma multiplo (MM, istogramma
arancione) e animali inoculati con mieloma multiplo trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1 volta a
settimana per 5 settimane (MM+BTZ 1 mg/Kg 1qw x 5, istogramma viola).
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Figura 24. Grafico delle medie (+xDEVIAZIONE STANDARD) delle velocita di conduzione
(VDC) misurate nel nervo digitale al termine del trattamento farmacologico. Animali di controllo
(CTRL, istogramma verde), animali inoculati con mieloma multiplo (MM, istogramma arancione) e
animali inoculati con mieloma multiplo trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1 volta a settimana per 5

settimane (MM+BTZ 1 mg/Kg 1gw X 5, istogramma viola).
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A.2.3 Neurotossicita: analisi morfologica dei DRG e del nervo sciatico

DRG

Come riportato in fig. 25, I’analisi di microscopia ottica ha evidenziato delle alterazioni
morfologiche dei neuroni sensitivi dei DRG negli animali portatori di mieloma multiplo e
negli animali portatori di mieloma multiplo e trattati con bortezomib.

Negli animali portatori di mieloma multiplo e risultata frequente la degenerazione dei neuroni
sensitivi (indicati rispettivamente con i cerchi rossi); la degenerazione neuronale é risultata
piu evidente negli animali portatori di mieloma multiplo trattati con bortezomib associata alla
degenerazione delle cellule satellite (indicati rispettivamente con i cerchi rossi e le frecce

gialle).

Figura 25. Analisi morfologica dei DRG al microscopio ottico. (a) CTRL; (b) MM; (¢c) MM + BTZ
1mg/Kg.
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NERVO SCIATICO

Come riportato in fig. 26, I’analisi di microscopia ottica ha evidenziato la severa e
frequente degenerazione assonale delle fibre mieliniche sia negli animali portatori di mieloma

che in quelli portatori di mieloma sottoposti a trattamento con bortezomib (indicata con le

frecce gialle).

Figura 26. Analisi morfologica del nervo sciatico al microscopio ottico. (a) CTRL; (b) MM; (c)

MM + BTZ 1mg/Kg.
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A.2.4 Neurotossicita: analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei DRG e del nervo

sciatico

DRG

L’analisi statistica ¢ stata effettuata considerando ciascun valore delle superfici di soma,
nucleo e nucleolo di 3 DRG per ciascun gruppo di animali, ed é stata effettuata mediante
TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test”, fissando la soglia di significativita
ap<0,05.

| grafici in fig. 27 a, b, ¢ riportano rispettivamente i valori medi (+ Errore Standard) delle
superfici di soma (a), nucleo (b) e nucleolo (c) dei neuroni dei DRG di animali di controllo,
degli animali inoculati con mieloma multiplo e degli animali inoculati con mieloma multiplo
e trattati con bortezomib.

Secondo I’analisi statistica dei dati, gli animali inoculati con mieloma multiplo presentano
una riduzione statisticamente significativa delle superfici somatiche (riduzione del 12,91%
rispetto ai CTRL, p<0,001 vs CTRL, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-
Test), nucleari (riduzione dell’ 11,84% rispetto ai CTRL, p<0,001 vs CTRL, TEST ANOVA,
“Tukey's Multiple Comparison post-Test) e nucleolari (riduzione del 17,24% rispetto ai
CTRL, p<0,001 vs CTRL, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test).

Negli animali inoculati con mieloma multiplo e sottoposti a trattamento chemioterapico,
bortezomib ha provocato I’aumento statisticamente significativo delle superfici somatiche
(aumento del 15,36%, rispetto ai CTRL, p<0,001 vs CTRL, TEST ANOVA, “Tukey's
Multiple Comparison post-Test) e nucleolari (aumento del 16,75%, rispetto ai CTRL, p<0,001
vs CTRL, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test), mentre 1’aumento della
superficie nucleare non ¢ risultato statisticamente significativo (aumento del 4,57%, rispetto ai
CTRL, non significativo, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test).
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Figura 27. Variazione percentuale (%) delle superfici somatiche (A), nucleari (B) e nucleolari
(C) dei neuroni dei DRG indotte da mieloma multiplo e da mieloma multiplo associato a
trattamento con bortezomib, rispetto ai propri controlli. (CTRL: controlli)
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NERVO SCIATICO

L’analisi statistica ¢ stata effettuata considerando ciascun valore (diametro esterno e diametro
interno) delle fibre misurate di 3 nervi per ciascun gruppo di animali ed e stata effettuata
mediante TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test”, fissando la soglia di

significativita a p< 0,05 .

Le Fig. 28 e 29 riportano le distribuzioni di frequenza dei valori di g-ratio (rapporto tra il
diametro dell’assone rispetto a quello della fibra) e della myelin thickness (spessore della
guaina mielinica).

Secondo 1’analisi dei dati il mieloma multiplo induce un aumento statisticamente significativo
della g-ratio (aumento rispetto ai CTRL, p<0,001 rispetto ai CTRL, TEST ANOVA,
“Tukey's Multiple Comparison post-Test) incrementato dal trattamento con bortezomib
(aumento rispetto ai CTRL, p<0,001 rispetto ai CTRL, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple
Comparison post-Test). La riduzione dello spessore della guaina mielinica provocato dal
mieloma multiplo é statisticamente significativo (riduzione rispetto ai CTRL, p<0,001 rispetto
ai CTRL, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test) ed € incrementato dal
trattamento farmacologico con bortezomib (riduzione rispetto ai CTRL, p<0,001 rispetto ai
CTRL, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test).
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Figura 28. Distribuzione di frequenza della g-ratio.

Andamento della distribuzione di frequenza dei valori di g-ratio dell’esperimento. Animali di controllo
(CTRL, istogramma verde), animali inoculati con mieloma multiplo (MM, istogramma arancione) e
animali inoculati con mieloma multiplo trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1 volta a settimana per 5

settimane (MM+BTZ 1 mg/Kg 1gw X 5, istogramma viola).
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Figura 29. Distribuzione di frequenza della myelin thickness.

Andamento della distribuzione di frequenza dei valori della myelin thickness dell’esperimento.
Animali di controllo (CTRL, istogramma verde), animali inoculati con mieloma multiplo (MM,
istogramma arancione) e animali inoculati con mieloma multiplo trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1

volta a settimana per 5 settimane (MM+BTZ 1 mg/Kg 1qw X 5, istogramma viola).
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A.2.5 Neurotossicita: dynamic test

Nell’esperimento 5 il dynamic test ¢ stato effettuato prima dell’inizio del trattamento degli
animali con bortezomib (valori basali) e successivamente al termine del trattamento (quinta
settimana).
L’analisi statistica ¢ stata effettuata considerando la media dei valori di latenza all’interno del
gruppo trattato rispetto agli animali controllo, ed ¢ stata effettuata mediante TEST ANOVA,

“Tukey's Multiple Comparison post-Test”, fissando la soglia di significativita a p< 0,05 .

Gli animali portatori di mieloma multiplo presentano una latenza di risposta pressoche
paragonabile a quella degli animali di controllo, mentre negli animali portatori di mieloma
trattati con bortezomib si € evidenziata una riduzione statisticamente significativa dei valori
di latenza rispetto ai controlli (riduzione del 14,53% rispetto ai controlli, p<0,05 vs CTRL,
TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test), ma non rispetto agli animali
portatori di mieloma multiplo (riduzione del 9,6% rispetto ai portatori di mieloma, non
significativo, TEST ANOVA, “Tukey's Multiple Comparison post-Test). (Fig. 30).
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Figura 30. Grafico delle medie (:DEVIAZIONE STANDARD) delle latenze di risposta misurate
al termine del trattamento farmacologico. Animali di controllo (CTRL, istogramma verde), animali
inoculati con mieloma multiplo (MM, istogramma arancione) e animali inoculati con mieloma
multiplo trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1 volta a settimana per 5 settimane (MM+BTZ 1 mg/Kg 1qw

x 5, istogramma viola).
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A.2.6 Azione antineoplastica: misura della crescita tumorale

Al fine di valutare 1’azione antineoplastica di bortezomib, ¢ stata monitorato una volta a

settimana I’andamento della crescita tumorale attraverso I’uso di un calibro digitale.

Il volume del tumore e stato ricavato misurando il lato corto (W) e il lato lungo (L) della

massa tumorale e applicando la formula (LxW?)/2.

Il grafico in fig. 31 mostra I’andamento della crescita tumorale durante le cinque settimane di

trattamento con bortezomib.

Gli animali portatori di mieloma multiplo presentano un incremento progressivo della massa

tumorale, al contrario degli animali portatori di mieloma trattati con bortezomib che mostrano

un rallentamento statisticamente significativo della crescita tumorale (p<0,05 vs MM al

giorno 7 e al giorno 21, p<0,01 vs MM al giorno 14 ¢ al giorno 28, Student’s t-test, Test

Unpaired).
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Figura 31. Valutazione della crescita tumorale.

Andamento della crescita tumorale nel corso dell’esperimento. Animali portatori di mieloma multiplo

(MM, profilo arancione), animali portatori di mieloma multiplo e trattati con bortezomib 1 mg/Kg 1

volta a settimana per 5 settimane (MM+BTZ 1 mg/Kg 1gw x , profilo viola).
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B. ANALISI DI LOCALIZZAZIONE DEI TRASPORTATORI DEL Ca*
PARVALBUMINA E CALBINDINA

L’analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei DRG ha evidenziato alterazioni
statisticamente significative a carico delle superfici somatiche, nucleari e nucleolari, a
differenza dei dati riportati in letteratura nel ratto (Cavaletti et al., 2007 a).

L’aumento delle superfici di soma, nucleo e nucleolo rispetto a quelle dei controlli ci ha fatto
ipotizzare la presenza di un danno maggiore in una sottopopolazione neuronale, nella
fattispecie quella di neuroni piccoli, per cui 1’analisi morfometrica potrebbe aver determinato
una sovrastima delle superfici somatiche, nucleari e nucleolari.

Dopo un’attenta analisi dei dati riportati in letteratura, abbiamo deciso di valutare la
distribuzione delle sottopopolazioni neuronali (piccoli e grandi neuroni) attraverso un’analisi
di localizzazione dei due trasportatori del Ca?* parvalbumina e calbindina.

Secondo Celio (Celio M.R., 1990) e Honda (Honda C.N., 1995) calbindina e parvalbumina si
distribuiscono in due differenti sottopopolazioni neuronali dei DRG (rispettivamente neuroni
piccoli e neuroni grandi) che possono essere distinte dall’estensione della superficie cellulare.

Per poter valutare la distribuzione delle sottopopolazioni neuronali ¢ stata condotta 1’analisi

morfometrica delle superfici somatiche delle cellule marcate con i due anticorpi.

DRG

Per I’analisi immunoistochimica sono stati utilizzati i DRG prelevati dai topi CD1

(Esperimento 2).

Le immunomarcature per i trasportatori del Ca?* hanno rivelato una positivita parziale nelle
cellule in analisi e assenza di colocalizzazione dei due marcatori (fig. 32).

L’analisi morfometrica consiste in una misura delle superfici somatiche dei neuroni sensitivi
marcati in cui € visibile la struttura nucleolare.

L’analisi statistica ¢ stata effettuata considerando ciascun valore delle superfici di soma di 3
DRG per ciascun gruppo di animali, ed é stata effettuata mediante STUDENT’S T-TEST,

“Unpaired t-test”, fissando la soglia di significativita a p< 0,05 .
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Figura 32. Analisi immunoistochimica dei marcatori Calbindina e Parvalbumina. (a,c) CTRL
Calbindina; (b,d) CTRL Parvalbumina; (e,g) BTZ Calbindina; (f,h) BTZ Parvalbumina.
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Animali controllo

Il grafico in fig. 33 riporta i valori medi (+ Errore Standard) delle superfici somatiche
dei neuroni dei DRG di animali di controllo immunomarcati con calbindina e parvalbumina.
Secondo I’analisi statistica dei dati, I’immunomarcatura con calbindina (istogramma verde)
interessa neuroni con una superficie somatica di 478,1 + 2105 um? (26.9% di cellule
marcate), mentre quella con parvalbumina (istogramma rosa) interessa cellule con una
superficie somatica di 451,5 + 193.5 um? (33,13% di cellule marcate).
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Figura 33. Grafico delle medie (zerrore standard) delle superfici somatiche dei neuroni sensitivi
di 3 DRG. Animali di controllo immunomarcati con calbindina (istogramma verde) e con
parvalbumina (istogramma rosa).
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Il grafico in fig. 34 riporta la distribuzione di frequenza dei neuroni immunomarcati con

calbindina (istogramma verde) e parvalbumina (istogramma rosa).
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Figura 34. Grafico della frequenza di distribuzione delle superfici somatiche dei neuroni
sensitivi di 3 DRG. Animali di controllo immunomarcati con calbindina (istogramma verde) e con

parvalbumina (istogramma rosa).
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Animali trattati con bortezomib

Il grafico in fig. 35 riporta i valori medi (+ Errore Standard) delle superfici somatiche
dei neuroni dei DRG di animali trattati con bortezomib immunomarcati con calbindina e
parvalbumina.
Secondo I’analisi statistica dei dati, I’immunomarcatura con calbindina (istogramma verde)
interessa neuroni con una superficie somatica di 368,2 + 144,1 um? (21,16% di cellule
marcate), mentre quella con parvalbumina (istogramma rosa) interessa cellule con una

superficie somatica di 342,6 + 136 um? (15,36% di cellule marcate).
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Figura 35. Grafico delle medie (terrore standard) delle superfici somatiche dei neuroni sensitivi
di 3 DRG. Animali trattati con bortezomib immunomarcati con calbindina (istogramma verde) e con

parvalbumina (istogramma rosa).
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Il grafico in fig. 36 riporta la distribuzione di frequenza dei neuroni immunomarcati con

calbindina (istogramma verde) e parvalbumina (istogramma rosa).
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Figura 36. Grafico della frequenza di distribuzione delle superfici somatiche dei neuroni
sensitivi di 3 DRG. Animali trattati con bortezomib immunomarcati con calbindina (istogramma

verde) e con parvalbumina (istogramma rosa).

I dati dell” esperimento 1 sono stati in parte pubblicati nel lavoro “Neurophysiological and
neuropathological characterization of new murine models of chemotherapy-induced chronic
peripheral neuropathies.” Carozzi V., Canta A, Oggioni N., Sala B., Chiorazzi A., Meregalli
C., Bossi M., Marmiroli P., Cavaletti G. Exp Neurol. 2010 Dec;226(2):301-9.
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DISCUSSIONE

Le neuropatie periferiche indotte da chemioterapici (CIPN dall’inglese chemotherapy-
induced peripheral neuropathies) rappresentano uno dei fattori limitanti 1’utilizzo di tali
farmaci nella terapia antitumorale, in quanto spesso possono compromettere in modo
significativo la qualita di vita dei pazienti. L’azione antineoplastica di tali farmaci, infatti,
determina effetti tossici sul sistema nervoso periferico (SNP) il quale, pero, possiede la
capacita di rigenerarsi in seguito a lesione solo se il corpo cellulare dei neuroni rimane illeso
anche dopo il termine della chemioterapia.

La sintomatologia associata alle CIPN dipende dal tipo di nervo interessato: i nervi sensitivi
presentano un rischio maggiore di danno associato a chemioterapia rispetto ai nervi motori,
dal momento che i farmaci utilizzati non sono in grado di passare la barriera ematoencefalica
e raggiungere il sistema nervoso centrale (SNC).
I sintomi associati ad una neuropatia sensitiva sono generalmente sonnolenza, formicolii ed
un aumento della sensibilita dolorosa.
La sintomatologia, perd, non e sempre in grado di risolversi: nella maggior parte dei casi la
neuropatia indotta da chemioterapici € solo parzialmente reversibile (Peltier e Russel, 2002).
I meccanismi coinvolti nell’insorgenza delle neuropatie periferiche sono ancora poco chiari,
nonostante sia noto che la neurotossicita sia correlata alla dose, al tipo di farmaco utilizzato, al
tumore e alla presenza di complicanze cliniche (Cata et. al., 2006).
Nonostante gli effetti collaterali riscontrati, la terapia antitumorale si rende necessaria in
patologie di estrema gravita e ad oggi non esistono terapie che possano sostituirla benché per
una percentuale di pazienti, variabile a seconda della tipologia, del dosaggio e della durata
della terapia, l’insorgenza della CIPN sia motivo di sospensione del trattamento
chemioterapico (Windebank, 1999; Quasthoff e Hartung., 2002).
L’impegno della ricerca in questo senso ¢ quindi rivolto sia allo studio dei meccanismi di
neurotossicita indotti dai farmaci antineoplastici in modo da aumentare la selettivita di quelli
gia in uso, sia allo studio di eventuali farmaci neuroprotettori da affiancare nella terapia
antitumorale.
Attualmente, molti studi in letteratura (Jaggannath et al., 2004; Pace, 2005; Cavaletti et al.,
2006) dimostrano che ’efficacia antitumorale di ciascun chemioterapico sia legata alla dose e
al meccanismo d’azione della classe a cui esso appartiene; diversi studi inoltre hanno
caratterizzato modelli in vivo in ratto di CIPN riproducendo gli effetti collaterali che possono
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insorgere durante il trial clinico, al termine del ciclo di trattamento o progredire anche a
distanza di tempo da esso. Al contrario, dati di letteratura che riguardano lo studio della
neurotossicita dei composti chemioterapici in modelli murini di CIPN sono ad oggi molto
scarsi. | modelli in vivo, infatti, sono necessari per riprodurre, e meglio comprendere, i
meccanismi che sono alla base di alcune patologie all’interno di un organismo complesso ¢
paragonabile a quello umano. | modelli animali di tossicita sono in grado di fornire
informazioni riguardo la biodistribuzione del farmaco di interesse, che pud pesantemente
influire sull’attivita ed efficacia del farmaco stesso, evidenziare, e successivamente

caratterizzare, I’insorgenza di possibili effetti collaterali in determinati distretti corporei.

Tra i farmaci di ultima generazione, I’inibitore del proteasoma bortezomib, ha
manifestato la comparsa di neurotossicita associata al trattamento inducendo una marcata
neuropatia periferica dose-dipendente spesso accompagnata anche da dolore neuropatico che
reverte, nella maggior parte dei pazienti, dopo la sospensione della terapia (Jaggannath et al.,
2004; Cavaletti e Nobile-Orazio, 2007).

Bortezomib e un composto sintetico che inibisce in modo reversibile 1’attivita chimotriptica
del proteasoma, in grado di inibire la proliferazione cellulare e indurre apoptosi nelle cellule
di mieloma multiplo (Kane et al., 2006; Chari et al., 2010). Inoltre & coinvolto nei meccanismi
di down-regolazione del pathway molecolare del fattore nucleare NFkB e nell’induzione
intrinseca ed estrinseca di pathways di morte cellulare (Roccaro et al., 2006; Hideshima et al.,
2011).

Trials clinici hanno dimostrato che bortezomib € in grado di indurre il 35% di risposta
positiva in pazienti affetti da mieloma refrattario e recidivato quando viene utilizzato come
singolo agente, mentre la risposta positiva € del 57% in associazione a desametasone e
lenalidomide (Richardson et al., 2003, 2010).

La neuropatia periferica indotta da bortezomib & caratterizzata dalla comparsa di parestesia,
sensazione di bruciore, disestesia, propriocezione ridotta e addormentamento degli arti. Inoltre
i riflessi tendinei appaiono ridotti, mentre 1’indebolimento motorio si manifesta generalmente
ad un livello subclinico (Argyriou et al., 2008; Chaudhry et al., 2008). La neuropatia
periferica da bortezomib é facilmente diagnosticabile seppur rimanga non chiara la sua
patofisiologia. 1l dolore neuropatico associato al trattamento con il farmaco (I’effetto
collaterale piu rilevante dal punto di vista clinico) viene attribuito alle alterazioni plastiche
subite dalle fibre afferenti primarie o dalle loro sinapsi nel SNC. Tali alterazioni riguardano le

funzioni dei centri del SNC coinvolti nell’elaborazione delle informazioni nocicettive ed
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includono la sensibilizzazione periferica e centrale (Guilbaud et al., 1990; Cervero e Laird,
1996). Risulta ancora da chiarire se e come bortezomib causi alterazioni nei pathways

sensitivi del SNC pur non attraversando la barriera ematoencefalica (Carozzi et al., 2013).

Il mieloma multiplo é una neoplasia sostenuta dalla proliferazione di un clone neoplastico
di natura plasmacellulare. In particolare, le plasmacellule neoplastiche si accumulano nel
midollo osseo e producono una proteina monoclonale che viene rilevata nel sangue o nelle
urine (o in entrambi) e che causa un danno tissutale o un danno d’organo (Smith e Yong,
2013). L’ultima decade ¢ stata caratterizzata da un avanzamento senza precedenti nella cura
del mieloma multiplo sintomatico con I’introduzione di nuovi farmaci quali bortezomib (un
inibitore del proteasoma), talidomide e lenalidomide (farmaci immunomodulatori). Questi
composti rappresentano ad oggi il pilastro su cui si basa il trattamento contro tale patologia.
Molti dei pazienti rispondono alla prima terapia ed entrano in un periodo di stabilita
generalmente associata a una buona qualita di vita (Cavo et al., 2011). L’assenza di farmaci
curativi rende inevitabile la ricaduta, ma almeno il 50% dei pazienti risponde una seconda
volta al trattamento chemioterapico sia con gli stessi farmaci che con altri. Ulteriori ricadute
diventano meno responsive ai trattamenti fino a che lo stadio di malattia refrattario porta a

manifestazioni extramidollari e citopenia.

Precedentemente a questo lavoro, nel nostro laboratorio sono stati sviluppati modelli di
CIPN in ratto indotta dal trattamento con bortezomib. Il primo modello € stato messo a punto
attraverso la somministrazione di bortezomib (0,20 mg/Kg 3 volte a settimana per via
endovenosa) in ratti Wistar per 4 settimane ed é stato in grado di evidenziare alcune
caratteristiche patologiche quali la demielinizzazione e I’alterazione dei gangli delle radici
dorsali (DRG) negli animali trattati, seppur non abbastanza severe da riprodurre la
sintomatologia clinica (Cavaletti et al., 2007 a). Lo studio successivo ha previsto la
somministrazione di bortezomib per 8 settimane, mantenendo la stessa frequenza e la stessa
dose di trattamento. Le alterazioni patologiche riscontrate, tra cui la degenerazione assonale,
sono state piu rilevanti ed ¢ stata accertata I’insorgenza di dolore neuropatico associato alla
neuropatia periferica (Meregalli et al., 2010).

La messa a punto di un modello di CIPN nel ratto & sicuramente decisiva sia per
caratterizzare 1’entita degli effetti negativi dei composti antineoplastici sul SNP, sia per
valutare in fase pre-clinica I’efficacia di farmaci neuroprotettori utilizzati per prevenire e/o

contrastare 1’effetto invalidante del trattamento chemioterapico in pazienti gia di per sé
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sofferenti. Tuttavia, poiché solamente un limitato numero di linee tumorali sono in grado di
indurre lo sviluppo di tumori nel ratto, questo modello animale non rappresenta il mezzo piu
efficace per studiare, contemporaneamente ¢ nel medesimo contesto sperimentale, 1’attivita
antineoplastica e gli effetti neurotossici dei farmaci antineoplastici. Al contrario, diversi ceppi
murini immunodeficienti, capaci di sviluppare tumori solidi di diversa origine, rappresentano
non solo buoni modelli sperimentali per lo studio dei meccanismi legati all’ attivita dei
composti antineoplastici e alla farmaco-resistenza dei tumori, ma anche per [’analisi

concomitante dei loro effetti tossici.

Il lavoro svolto nell’ambito del percorso di Dottorato in Neuroscienze ha permesso di
mettere a punto, attraverso una caratterizzazione neurofisiologica, istopatologica e
comportamentale, quattro modelli murini (Balb/c, CD1, Hola Hsd NuNu e Scid) di neuropatia
periferica indotta dalla somministrazione dell’ inibitore del proteasoma bortezomib. I
modello murino, infatti, grazie alla capacita di sviluppare tumori solidi in seguito all’inoculo
di linee cellulari tumorali di diversa origine, rappresenta, al contrario del ratto, un contesto
sperimentale che consente una concomitante analisi degli effetti collaterali dei composti
antineoplastici, tra cui la neurotossicita periferica, e dei meccanismi legati alla loro efficacia
antitumorale e alla farmacoresistenza. Nello stesso contesto e stato possibile utilizzare il
modello murino messo a punto in topi Scid per procedere alla messa a punto di un modello di
mieloma multiplo associato al trattamento con bortezomib per valutare contemporaneamente

I’attivita antineoplastica e neurotossica del farmaco.

In questo lavoro, il disegno sperimentale adottato é stato studiato con 1’obiettivo di
creare modelli di neuropatia periferica di tipo cronica, in grado di mimare cio che in clinica
avviene a pazienti in trattamento prolungato con farmaci chemioterapici.
| trattamenti farmacologici dei topi con bortezomib sono stati quindi eseguiti con due diverse
schedule e si sono prolungati per quattro, cinque o sei settimane. Durante tale periodo é stata
valutata la tossicita generale dei trattamenti farmacologici attraverso un controllo quotidiano
della mortalita e dello stato di salute degli animali ed una misura bisettimanale del peso
corporeo. Al termine del trattamento farmacologico é stata valutata la tossicita sul SNP
attraverso analisi neurofisiologiche, rappresentate dalla misura della velocita di conduzione
nervosa (VDC) nel fascio di nervi caudale (considerata di tipo misto, sia sensitiva che
motoria), e nel nervo digitale (considerata puramente sensitiva), attraverso analisi
morfologiche al microscopio ottico ed elettronico dei DRG e del nervo sciatico, attraverso

analisi morfometriche dei neuroni dei DRG e del nervo sciatico. Inoltre, nel modello di
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mieloma multiplo, & stata valutata 1’azione antineoplastica di bortezomib attraverso il
monitoraggio della crescita tumorale.

Come gia accennato, nella prima fase di questo lavoro sono stati sviluppati quattro
modelli di neuropatia periferica indotta da bortezomib utilizzando topi Balb/c, CD1, Hola Hsd
NuNu e Scid femmine (peso iniziale di 19-21 gr.) attraverso la conduzione di quattro
esperimenti consecutivi.

Il primo esperimento ha previsto la somministrazione bisettimanale per un periodo di 4
settimane di bortezomib (0,8 mg/Kg) per via endovenosa in topi femmine Balb/c (peso
iniziale di 19-21 gr.). Gli animali sottoposti a trattamento farmacologico non hanno
manifestato segni di malessere. E stata osservata una riduzione statisticamente significativa
del peso corporeo dopo la prima somministrazione (8% rispetto agli animali di controllo),
seguita da un recupero e dalla successiva riduzione al termine del trattamento (10,65%
rispetto agli animali di controllo).

Il secondo esperimento ha previsto la somministrazione bisettimanale per un periodo di 6
settimane di bortezomib (0,8 mg/Kg) per via endovenosa in topi femmine CD1 (peso iniziale
di 19-21 gr.). Gli animali sottoposti a trattamento farmacologico non hanno manifestato segni
di malessere ed hanno mostrato un incremento del peso corporeo seppur non paragonabile a
quello degli animali di controllo (riduzione del 7,9% rispetto ai controlli).

Il terzo esperimento ha previsto la somministrazione bisettimanale per un periodo di 6
settimane di bortezomib (0,8 mg/Kg) per via endovenosa in topi femmine Hola Hsd NuNu
(peso iniziale di 19-21 gr.). Gli animali sottoposti a trattamento farmacologico non hanno
manifestato segni di malessere ed hanno mostrato un incremento del peso corporeo
paragonabile a quello degli animali di controllo.

Il quarto esperimento ha previsto la somministrazione bisettimanale per un periodo di 5
settimane di bortezomib (1 mg/Kg) per via endovenosa in topi femmine Scid (peso iniziale di
19-21 gr.). Gli animali sottoposti a trattamento farmacologico non hanno manifestato segni di
malessere, ma & stata osservata una mortalita del 27%. E stata osservata una riduzione
statisticamente significativa del peso corporeo dopo la prima somministrazione (7,32%
rispetto agli animali di controllo), che si € protratta sino al termine del trattamento (8,17%
rispetto agli animali di controllo).

Dal momento che i quattro esperimenti sono stati eseguiti separatamente e al fine di poter
uniformare e quindi paragonare i risultati, abbiamo eseguito un confronto tra le alterazioni
indotte da bortezomib nei diversi ceppi esprimendo ogni parametro quantitativo come

variazione percentuale rispetto ai propri controlli non trattati.
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Le valutazioni neurofisiologiche hanno evidenziato in tutti i ceppi una significativa riduzione,
seppur di diversa entitd, della conduzione dell’impulso nervoso negli animali sottoposti a
trattamento farmacologico sia lungo il fascio di nervi caudale che lungo il nervo digitale,
rispettivamente espressione di conduzione sensitivo/motoria e conduzione puramente
sensitiva.

La VDC caudale ha evidenziato una maggiore tossicita associata a bortezomib nei topi Balb/c
(riduzione della VDC del 27,3%) seguita da quella nei topi Scid (riduzione della VDC del
21,35%) e nei topi CD1(riduzione della VDC del 20,3%). La minore tossicita & a carico dei
topi Hola Hsd NuNu nei quali la riduzione della VDC caudale ¢ del 15,2%.

La VDC digitale ha invece evidenziato una maggiore tossicita nei topi CD1 (riduzione della
VDC del 26,9%), leggermente superiore a quella riscontrata nei topi Scid (riduzione della
VDC del 23,83%). Nei topi Balb/c la riduzione é stata del 17,9% mentre nei topi Hola Hsd
NuNu e stata del 13,5%.

La tossicita indotta da bortezomib sia nella conduzione dell’impulso nervoso di tipo
sensitivo/motoria che nella conduzione di tipo sensitiva risulta statisticamente significativa in
tutti e quattro i ceppi, seppur con delle evidenti differenze: queste potrebbero essere dovute
alle differenze intrinseche esistenti tra i ceppi e di conseguenza a un effetto differente, seppur
tossico, del farmaco.

Sebbene nel ratto i neuroni sensitivi dei DRG non mostrino evidenti alterazioni morfologiche
dovute al trattamento con bortezomib e le cellule satellite risultino moderatamente alterate
(Meregalli et al., 2012), abbiamo deciso di procedere con le valutazioni morfologiche al
microscopio ottico e, per quanto riguarda il primo esperimento, anche al microscopio
elettronico che hanno messo in evidenza alterazioni a carico dei neuroni sensitivi e delle
cellule satellite.

In tutti e quattro i ceppi bortezomib ha provocato la degenerazione da moderata a severa dei
neuroni sensitivi dei DRG e delle cellule satellite; nei topi Balb/c la microscopia elettronica
ha evidenziato la presenza di citoplasma condensato circondato da cellule satelliti degenerate
con I’estensione dello spazio intercellulare.

Al fine di confermare questo dato ¢ stata effettuata I’analisi morfometrica sui neuroni dei
DRG. Questa analisi consiste in una misura della dimensione delle superfici di soma, nucleo e
nucleolo dei neuroni sensitivi dei DRG e ha dimostrato che il trattamento con bortezomib
provoca un inusuale aumento statisticamente significativo delle superfici nucleolari di tutti e
quattro i ceppi, un aumento statisticamente significativo delle superfici somatiche nei topi

Balb/c, Hola Hsd NuNu e Scid e ’aumento statisticamente significativo delle superfici
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nucleari nei topi Balb/c. Il confronto delle misurazioni dell’analisi morfometrica dei neuroni
dei DRG ha messo in luce che il maggior aumento delle superfici nucleolari € riscontrato nei
topi Scid (27,1% rispetto agli animali di controllo), seguito dai Balb/c (19,9%), dai CD1
16,6% e dagli Hola Hsd NuNu (15,9%). L’aumento delle superfici somatiche ¢ pressoché
identico nei topi Hola Hsd NuNu e Scid (rispettivamente 15,9% e 15,4%) ed é inferiore nei
topi Balb/c (11,1%).

Questo dato inusuale e inaspettato, che non ha riscontri in letteratura, ci ha spinto alle ulteriori
indagini che sono state effettuate nella terza fase di questo lavoro e che verranno discusse
successivamente.

Dal momento che nel ratto bortezomib ha causato una moderata assonopatia, mentre la
degenerazione della mielina e stata osservata raramente (Meregalli et al., 2012), abbiamo
effettuato 1’analisi morfologica del nervo sciatico al microscopio ottico e, per quanto riguarda
il primo esperimento, anche al microscopio elettronico.

Anche in questo caso in tutti e quattro i ceppi bortezomib ha provocato la degenerazione
assonale delle fibre mieliniche da moderata a severa; inoltre nei topi Balb/c e stata confermata
al microscopio elettronico la degenerazione assonale ed é stata evidenziata la presenza di fibre
mieliniche con vacuolizzazione assonale e disorganizzazione delle fibre assoplasmatiche.
Sempre nel modello in ratto di Meregalli e colleghi, ¢ risultata evidente I’insorgenza di dolore
neuropatico dovuto al trattamento con bortezomib (Meregalli et al.,, 2012). Attraverso
I’utilizzo del dynamic test & stata indagata la misura della soglia allodinica (percezione
dolorosa di uno stimolo meccanico non doloroso) associata a bortezomib: in tutti e quattro i
ceppi é stata riscontrata una riduzione dei valori di latenza di risposta rispetto agli animali di
controllo che é risultata statisticamente significativa solo nei topi CD1 e nei topi Scid
(rispettivamente con una riduzione del 29,1% e del 22,1%).

| risultati ottenuti nel complesso ci hanno portato a concludere che il modello messo a punto
nei topi Scid é in grado di riprodurre al meglio le condizioni patologiche osservate in clinica
in pazienti neuropatici in terapia con bortezomib e che risulta essere pit idoneo per essere
utilizzato come standard di riferimento per la messa a punto di un modello murino di mieloma
multiplo associato al trattamento chemioterapico. Inoltre questi risultati confermano che,
nell’ottica della creazione di un modello di patologia cronica, il dosaggio da noi scelto (1

mg/Kg) e compatibile con la sopravvivenza degli animali a lungo termine.
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I gruppi di ricerca che in passato si sono dedicati allo studio del mieloma multiplo hanno
focalizzato la loro attenzione sulla messa a punto di un modello idoneo per lo studio dei
meccanismi di insorgenza della patologia.

Nella seconda fase di questo lavoro e stato messo a punto un modello murino di
mieloma multiplo (inoculo sottocute di 1x10° cellule della linea cellulare di mieloma multiplo
RPMI 8226) in topi femmine Scid (peso iniziale 19-21 gr.) che ha previsto la
somministrazione per via endovenosa di bortezomib alla dose di 1mg/Kg una volta a
settimana per 5 settimane.

Dal momento che i dati ottenuti precedentemente nei topi Scid sono stati espressi come
variazione percentuale rispetto ai propri controlli non trattati, al fine di poter paragonare i
risultati ottenuti anche i dati di questa seconda fase sono stati espressi nello stesso modo.

Sia gli animali portatori di mieloma multiplo che quelli sottoposti a trattamento farmacologico
non hanno manifestato segni di malessere. E stato osservato un incremento del peso corporeo
costante nel tempo fino alla terza settimana in entrambi i gruppi; durante la quarta settimana
gli animali solo portatori di mieloma hanno manifestato una lieve riduzione del peso mentre
gli animali sottoposti a trattamento farmacologico hanno mostrato un lieve incremento.

Le valutazioni neurofisiologiche hanno evidenziato nel gruppo di animali sottoposto a
trattamento una significativa riduzione della conduzione dell’impulso nervoso sia lungo il
fascio di nervi caudale che lungo il nervo digitale, rispettivamente espressione di conduzione
sensitivo/motoria e conduzione puramente sensitiva. Al contrario, il gruppo di animali
portatori di mieloma multiplo ha manifestato una riduzione statisticamente significativa solo
della conduzione dell’impulso nervoso nel nervo digitale.

Nello specifico la VDC caudale ha evidenziato la tossicita solo a carico di bortezomib
(riduzione del 27,1% rispetto ai topi di controllo e del 24,6% rispetto ai topi portatori di
mieloma) mentre la VDC digitale ha mostrato una tossicita associata alla presenza di mieloma
multiplo (riduzione del 14,21% rispetto ai controlli) incrementata negli animali sottoposti a
trattamento con bortezomib (riduzione del 19,1% rispetto ai controlli).

Le valutazioni morfologiche dei neuroni sensitivi dei DRG hanno confermato le alterazioni
sia a carico dei neuroni sensitivi che delle cellule satellite negli animali sottoposti a
trattamento. Inoltre é risultata evidente la degenerazione neuronale provocata dal mieloma
multiplo.

Per valutare la gravita del danno a carico dei neuroni sensitivi dei DRG ¢ stata effettuata
I’analisi morfometrica. Per quanto riguarda gli animali portatori di mieloma multiplo e

sottoposti a trattamento con bortezomib & stato confermato il dato ottenuto nei topi Scid della
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fase precedente con I’aumento statisticamente significativo delle superfici somatiche (15,36%
rispetto ai controlli) e nucleolari (16,75%), mentre negli animali solo portatori di mieloma ¢
risultata statisticamente significativa la riduzione delle superfici somatiche (12,91%), nucleari
(11,84%) e nucleolari (17,24%). Secondo i dati dell’analisi morfometrica sembrerebbe essere
evidente il ruolo del mieloma multiplo nella degenerazione neuronale osservata a livello
morfologico, inoltre la riduzione della superficie nucleolare ad esso associata potrebbe aver
contrastato 1’aumento delle superfici nucleolari associate al trattamento con bortezomib,
risultato satisticamente significativo ma in percentuale ridotta rispetto all’aumento riscontrato
nei topi utilizzati nella prima fase di questo lavoro e sottoposti solo a trattamento
chemioterapico.

L’analisi morfologica del nervo sciatico al microscopio ottico ha evidenziato la degenerazione
assonale delle fibre mieliniche sia negli animali portatori solo di mieloma multiplo che in
quelli sottoposti a trattamento con bortezomib.

Per quantificare il danno subito dal nervo sciatico € stata eseguita 1’analisi morfometrica che
consiste nella misura dei diametri degli assoni e delle fibre e del loro rapporto. Bortezomib da

solo (esperimento 4 della prima fase di questo lavoro) ha provocato un aumento

statisticamente significativo della g-ratio (rapporto tra il diametro dell’assone e il diametro
della fibra), mentre ha causato solo una lieve tendenza alla riduzione della myelin thickness
(spessore della guaina mielinica).Quest’ultimo dato risulta non completamente in accordo con
quello riportato nel lavoro di Bruna e colleghi (Bruna et al., 2010) nel quale la riduzione dello
spessore della guaina mielinica dovuto a bortezomib risulta statisticamente significativo:
questo potrebbe essere dovuto al fatto che si tratta di un ceppo diverso e di una schedula di
trattamento differente (0,8 mg/Kg due volte a settimana per 6 settimane somministrato
sottocute). Negli animali portatori di mieloma multiplo 1’aumento della g-ratio e la riduzione
della myelin thickness sono risultati statisticamente significativi e negli animali sottoposti
anche a trattamento farmacologico tale aumento e tale riduzione sono risultati incrementati.
Questi dati indicano I’insorgenza di mielinopatia sia negli animali portatori di mieloma
multiplo che in quelli sottoposti a trattamento chemioterapico.

Questi risultati possono avallare I’ipotesi secondo cui il mieloma multiplo puo causare da solo
neurotossicita periferica (ipotesi che potrebbe essere confermata anche dalla riduzione della
VDC digitale dovuta al mieloma multiplo) che viene peggiorata dall’effetto sinergico di

bortezomib.
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La valutazione della comparsa di allodinia meccanica ha confermato il ruolo di bortezomib
nell’insorgenza di dolore neuropatico (riduzione dei valori di latenza di risposta rispetto ai
controlli del 14,53%), non associato invece al mieloma multiplo.

Per valutare 1’efficacia dell’azione antineoplastica di bortezomib ¢ stata valutata la crescita
della massa tumorale settimanalmente: il rallentamento della crescita dovuto all’azione di
bortezomib e risultato statisticamente significativo sin dalla prima somministrazione. Sebbene
I’indagine dell’azione antineoplastica del farmaco sia stata condotta in maniera del tutto
differente dai metodi utilizzati da Fryer e colleghi (Fryer et al., 2013) i quali hanno valutato la
bioluminescenza delle cellule di mieloma transfettate con 1’enzima luciferasi, i livelli di
paraproteine nel siero e la quantificazione della massa tumorale attraverso 1’utilizzo della
risonanza magnetica, i nostri dati possono comprovare 1’efficacia di bortezomib nel
trattamento del mieloma multiplo.

Al termine di questa seconda fase di sperimentazione possiamo affermare di aver messo a
punto un buon modello di mieloma multiplo che é in grado di riprodurre al meglio sia le
condizioni patologiche osservate in clinica nei pazienti che le condizioni neuropatiche

associate al trattamento con bortezomib.

La terza fase di questo lavoro € stata incentrata sull’approfondimento dei risultati
anomali ottenuti con I’analisi morfometrica dei neuroni sensitivi dei DRG nelle prime due
fasi.

Per motivare I’anomalo aumento delle superfici somatiche, nucleari e nucleolari dei neuroni
sensitivi dei DRG degli animali trattati con bortezomib, la prima ipotesi fatta e stata quella di
un possibile danno a carico della sottopopolazione di neuroni piccoli che portasse a una
sovrastima della sottopopolazione di neuroni grandi.

Dopo un’accurata ricerca bibliografica, sono stati identificati due trasportatori del Ca?",
calbindina e parvalbumina, rispettivamente marcatori dei neuroni piccoli (504+7 um?2) e dei
neuroni grandi (1094+12 pm2) (Honda, 1995).

Sono state effettuate analisi immunoistochimiche dei neuroni sensitivi dei DRG dei topi CD1

(esperimento 2) per procedere successivamente all’analisi morfometrica delle superfici

somatiche dei neuroni marcati in cui risultasse visibile la struttura nucleolare.

Inaspettatamente, i risultati ottenuti da questa analisi hanno evidenziato la marcatura di
sottopopolazioni di superficie simili tra loro sia nei controlli (calbindina 478,1+210,5 um? e
parvalbumina 451,5+193.5 um2) che nei trattati (calbindina 368,2+144,1 um? e parvalbumina

342,6+£136 pum?2). Il fatto che i due trasportatori non siano utili per discriminare le due
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sottopopolazioni in studio non ci permette di validare la nostra prima ipotesi, ma
1’osservazione che ci siano delle differenze di marcatura tra i controlli e i trattati ci ha portato
ad effettuare una conta cellulare dei neuroni sensitivi marcati per verificare un’eventuale
differenza di distribuzione dovuta ai due marcatori. Le cellule marcate con calbindina nei
controlli risultano essere il 26,9% delle cellule totali marcate, mentre quelle marcate con
parvalbumina rappresentano il 33,13%. Negli animali sottoposti a trattamento con bortezomib
rimane pressoché costante la percentuale di cellule marcate con calbindina (21,16% delle
cellule marcate totali), mentre risulta particolarmente ridotto il numero di cellule marcate con
parvalbumina (15,36% delle cellule totali marcate).

Questo dato risulta di particolare interesse, non solo dal punto di vista dell’utilizzo dei due
marcatori che non sembrano avere il ruolo descritto in letteratura, ma per il fatto che sembra
comunque sussistere una differenza notevole tra gli animali di controllo e gli animali
sottoposti a trattamento con bortezomib immunomarcati con parvalbumina. Questo risultato
costituisce il punto di partenza per un’ulteriore indagine che coinvolga I’uso di altri marcatori
neuronali al fine di valutare il ruolo di calbindina e parvalbumina nei neuroni sensitivi dei
DRG e che permetta di capire il meccanismo che sta alla base dell’aumento anomalo, in

particolare, delle superfici nucleolari negli animali trattati con bortezomib.

Sulla base dei risultati ottenuti possiamo affermare di aver messo a punto un modello murino
di CIPN che mima la somministrazione cronica di bortezomib utilizzata in clinica. Il nostro
modello e servito come base per lo sviluppo di nuovi disegni sperimentali volti allo studio
dell’attivita antineoplastica di un farmaco in presenza di una massa tumorale.

Questo lavoro proseguira con ulteriori studi che, in generale, avranno 1’obiettivo di:
\ Valutare ’eventuale neuroprotezione di un farmaco.
\ Studiare 1’effetto combinato di un farmaco antineoplastico e di un farmaco
neuroprotettore al fine di valutare I’attivita del chemioterapico, determinare Pattivita di
neuroprotezione di alcuni farmaci e verificare che il loro uso combinato non

comporti la perdita di efficacia dell’antineoplastico.

< Chiarire i meccanismi coinvolti nella degenerazione dei neuroni sensitivi dei DRG

causata da bortezomib.
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