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Sintesi

Otto Warburg!, nei primi anni del secolo scorso, osservd che la
maggior parte delle cellule tumorali, mostrava contestualmente ad
una ridotta attivita respiratoria mitocondriale, un elevato consumo di
glucosio e un’alta produzione di acido lattico, si tratta di un fenotipo
metabolico espresso dalle cellule anaerobiche, ma che si manifesta in
condizioni di pressioni parziali normali di ossigeno, fenomeno per
questo definito glicolisi aerobica e conosciuto in biochimica come effet-
to Warburg. La glicolisi aerobica non si osserva solo nelle cellule neo-
plastiche ma anche nelle cellule normali in rapida crescita, perché
fonte di metaboliti necessari per la produzione delle cellule figlie. Per
alcuni anni la soppressione della glicolisi aerobica e stata considera-
ta una possibile strategia terapeutica nella lotta ai tumori, tuttavia
recenti studi hanno evidenziato che I'ablazione genetica della sola gli-
colisi aerobica, in particolari linee di cellule tumorali, non determina
la auspicata soppressione della moltiplicazione cellulare in risposta
alla netta riduzione di produzione di acido lattico?. In questo studio &
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stata analizzata la risposta di una linea cellulare di epatocarcinoma
indifferenziato, caratterizzata dal fenotipo glicolitico aerobico e colti-
vata in presenza di una miscela acquosa satura di ROS, indicata con
Pacronimo OPL (Ossigeno Poliatomico Liquido), contenente un inibi-
tore non competitivo della lattico deidrogenasi, la galloflavina.
Linibitore blocca I'azione della lattico deidrogenasi e i ROS del’OPL
bloccano la respirazione mitocondriale. Leffetto combinato porta a
inibire le vie energetiche delle cellule neoplastiche indirizzandole ver-
so 'apoptosi.

Ipotesi

Il termine cancro definisce una condizione biochimica cellulare
caratterizzata e sostenuta da alterazioni genetiche che conducono alla
trasformazione neoplastica3. Si tratta di un’instabilita genomica che
comporta una compromissione dell’efficienza della respirazione cellu-
lare* e una riprogrammazione metabolica conosciuta come glicolisi
aerobica, una via energetica caratterizzata da una velocita molto piu
alta rispetto alla glicolisi espressa dalle cellule dotate di una catena
respiratoria mitocondriale normale®. E sempre la stessa glicolisi aero-
bica espressa dalle cellule neoplastiche a rappresentare un ulteriore
fattore di esaltazione dell'instabilitd genomica®, causando la compar-
sa di mutazioni di geni che codificano non solo enzimi coinvolti nella
riparazione del DNA’, ma anche particolari proteine implicate sia nel
trasporto di membrana del glucosio sia nella attivazione della prolife-
razione cellulare. Molto studiato ¢ il caso di mutazioni che coinvolgo-
no la via metabolica PI3/AKT®, una proteina citoplasmatica, la cui
attivazione induce non solo la crescita cellulare, ma anche la compar-
sa della glicolisi aerobica.

Numerosi studi hanno dimostrato I'esistenza di un rapporto diret-
to tra mutazioni genetiche su base ossidativa, attivita della proteina
p53° e apoptosi, una importante via di segnalazione cellulare che puo
essere sfruttata per la messa a punto di nuovi presidi terapeutici nel-
la lotta contro i tumoril®. Le Specie Reattive dell’Ossigeno (ROS) e i
loro prodotti, rappresentano specifici indici di danno metabolico cellu-
lare, responsabili della trasformazione neoplastica, ma rimane anco-
ra inspiegabile come qualsiasi approccio terapeutico di contrasto ai
ROS, come dosi massicce di antiossidanti, non abbia ancora portato
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agli sperati successi terapeutici, anzi la storia della terapia antitu-
morale con antiossidanti e tuttora costellata di risultati contradditto-
ri. Molti dati fanno pensare che il fallimento della strategia antiossi-
dante nel cancro, possa essere attribuita al doppio ruolo dei ROS, uno
che porta verso proliferazione cellulare, e 1’altro nella direzione oppo-
sta, cioe verso I'attivazione dell’apoptosi, al punto che & possibile pas-
sare da una strategia terapeutica anticancro mediante antiossidantil!
a quella con i ROS, allo scopo di indirizzare le cellule tumorali verso
I’apoptosi piuttosto che verso la loro proliferazione!2. Obiettivo di que-
sto lavoro & dimostrare che le colture cellulari di epatocarcinoma
indifferenziato quando sono incubate in presenza di ROS e di gallo-
flavina, un inibitore non competitivo della lattico deidrogenasi (LDH),
inibiscono la glicolisi aerobica e interferiscono sulla respirazione
mitocondriale, indirizzandole verso la apoptosil6, suggerendo nuove
possibili strategie terapeutiche contro i tumori primitivi del fegato.

Introduzione

Nelle cellule dotate di una efficiente respirazione mitocondriale,
piu del 90% dell’ossigeno molecolare e trasformato in acqua, mentre il
restante e ridotto in anione superossido libero, che attivera la cascata
generazionale di Specie Reattive dell’Ossigeno!3 14; tra queste si tro-
vano lo ione superossido, il perossido di idrogeno (H50,), il radicale
idrossile (OH-) e l'ossido nitrico (NO-). La produzione endogena, ma
anche la loro diversa distribuzione intracellulare, fanno dei ROS un
possibile “gas controllers” di importanti vie di segnalazione, che indu-
cono alla proliferazione ma anche all‘apoptosi cellulare!®. Nelle cellu-
le neoplastiche, la maggior parte dei mitocondri sono incapaci di uti-
lizzare al meglio la molecola di ossigeno; gli elettroni della fosforila-
zione ossidativa vengono deviati verso un’aumentata produzione di
ioni superossido, amplificando cosi lo stress ossidativo!” respiratorio,
inducendo in tal modo mutazioni che porteranno la proteina p53 ad
indirizzare le cellule neoplastiche verso I'apoptosi. A tal proposito,
Molti studi hanno evidenziato nel sangue e nelle urine di malati di
cancro alti livelli di purine e pirimidine ossidate, un grave indice di
danno ossidativo degli acidi nucleicil8; tuttavia resta ancora inspie-
gabile, come qualsiasi approccio terapeutico di contrasto ai ROS,
attraverso somministrazioni di dosi massicce di antiossidanti, non
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abbiano ancora portato agli sperati successi terapeutici. Anzi, si puo
affermare con certezza che la storia della terapia antitumorale con
antiossidanti & costellata piti da dati contraddittori che coerentil®.
Molti dati fanno pensare che il fallimento della strategia antiossidan-
te nel cancro puo essere attribuita al doppio ruolo dei ROS, uno che
porta verso proliferazione cellulare, e I’altro nella direzione opposta,
verso l'attivazione dell’apoptosi, al punto che & possibile passare da
una strategia terapeutica anticancro mediante antiossidanti a quella
con i ROS202122,

Linstabilita genomica che e alla base della trasformazione neopla-
stica & dovuta a danni ossidativi?® causati

soprattutto da ioni ossidrilici, che oltre ad interessare le proteine
della cromatina, coinvolgono soprattutto le purine e in particolar
modo la guanina; un danno ossidativo documentato soprattutto dal
rilascio nel sangue e nelle urine di 8-oxoguanine (8-0x0G) nei sogget-
ti affetti da tumore?. E stato anche osservato che una delle cause del-
I'instabilita genomica, che porta alla trasformazione neoplastica, e la
presenza di mutazioni che interessano il gene TP53. Il gene TP53
codifica per la fosfoproteina tp53, un fattore di trascrizione in grado
di regolare il ciclo cellulare in presenza di ROS?> 26, Nelle fasi inizia-
li della trasformazione neoplastica, la proteina tp53 & in grado di pre-
venire le mutazioni del DNA operata dai ROS, riducendone l'instabi-
lita, sopprimendo i tumori nelle loro fasi iniziali. Nelle fasi tardive
della trasformazione neoplastica, quando le mutazioni del DNA sono
gravi al punto che non é piu possibile una sua effettiva riparazione, la
proteina e in grado di indirizzare la cellula neoplastica verso la apop-
tosi??. Altra importante funzione di soppressione tumorale dei ROS
attraverso I’azione della fosfoproteina tp53 e quella di inibire 1‘angio-
genesi®8,

Alcune osservazioni, indicano un possibile rapporto tra la glicolisi
aerobia delle cellule neoplastiche e lo stato ossidativo tessutale??. Le
cellule neoplastiche generalmente esprimono un metabolismo anaero-
bico, nonostante la presenza di normali pressioni parziali di ossigeno,
ed & per questo che & chiamata “glicolisi aerobia”?. Si tratta della fer-
mentazione omolattica che, benché sia caratterizzata da una bassa
resa energetica, nelle cellule neoplastiche e altamente potenziata da
un alto livello di enzimi glicolitici®!, al punto da presentare una velo-
cita circa cento volte maggiore della glicolisi normale, conferendo alle
cellule tumorali una piu alta resistenza, anche in condizioni di scarsa
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o incompleta ossigenazione, come spesso avviene nei tumori solidi®?.
Inoltre la glicolisi aerobia & particolarmente vantaggiosa per le cellule
in attiva replicazione, comprese quelle tumorali, in quanto i suoi meta-
boliti intermedi costituiscono i precursori necessari sia per la duplica-
zione degli acidi nucleici, sia per le strutture che costituiranno le nuo-
ve cellule figlie, attraverso la via metabolica del pentosio fosfato33. La
presenza della glicolisi aerobia nelle cellule tumorali, causa un abbon-
dante produzione di acido lattico che induce una acidificazione del
microambiente, rappresentando un importante fattore facilitante I'in-
vasione tumorale, sia per la degradazione acida della matrice extra-
cellulare, sia per la forte induzione che I’acidosi extracellulare svolge
sul fenomeno dell’angiogenesi.

Le cellule che compongono una massa tumorale si possono trovare
in due condizioni di metabolismo: una detta “condizione aerobica”,
caratterizzata da un ambiente con normali pressioni parziali di ossi-
geno, in cui il piruvato e completamente ossidato a CO2 e H20 tra-
mite il ciclo dell’acido citrico e la catena di trasporto degli elettroni;
Paltra, piu frequente, definita “glicolisi aerobia”, costituita da una
riprogrammazione metabolica energetica operata da cellule che, in
condizioni ambientali caratterizzate da adeguati pressioni parziali di
ossigeno, esprimono la fermentazione omolattica®?.

Enzima centrale della glicolisi aerobica e la Lattico deidrogenasi
(LDH), che converte il piruvato prodotto dalla glicolisi in acido lattico,
riossidando il NADH ottenuto dalla Gliceraldeide-3-fosfato deidroge-
nasi (GAPDH), sostenendo cosi il continuo flusso della glicolisi, che
richiede un constante apporto di NAD ossidato come accettore di elet-
troni®®. Il risultato dell’attivita enzimatica della Lattico Deidrogenasi
é una elevata produzione e accumulo di acido lattico associata ad una
elevata acidosi. La lattico deidrogenasi (LDH) & un enzima ubiquita-
riamente presente in quasi tutti gli esseri viventi, compreso 1'uomo,
nel quale sono riconoscibili 5 diverse isoforme, tutte tetrameriche e
formate dalla combinazioni di due differenti tipi di subunita, M e H,
codificate da due diversi geni ldh-a e 1dh-b. E’ la diversa combinazio-
ne di questi monomeri a formare due isoforme omotetrameriche chia-
mate LDH-A (M4) e LDH-B (H4) e tre isoforme eterotetrameriche
LDH-2 (M1H3), LDH-3(M2H2), LDH-4 (M3H1)3%. Sempre nell'uomo
si riconosce una diversa isoforma LDH-X (C4), il cui monomero & codi-
ficato dal gene ldhc ed é fenotipicamente & espressa principalmente
nei testicoli e negli spermatozoi. Le cinque isoforme della LDH oltre a
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presentare una differente distribuzione tessutale3’, hanno anche una
diversa compartimentazione intracellulare e si differenziano sia nella
cinetica enzimatica, che nella loro regolazione?® 39, I tessuti caratte-
rizzati da un intenso metabolismo aerobico, come quelli del cervello e
cuore, esprimono isoforme costituite per la maggior parte da subunita
H, come la LDH-B (0o LDH-1)%° e la LDH-2, mentre le isoforme com-
poste principalmente da subunita M (LDH-A o LDH-5 e la LDH-4)
sono espresse specialmente nei tessuti che vanno incontro spesso a
condizioni di anaerobiosi, come tessuti tumorali oppure le cellule epa-
tiche e muscolari scheletriche*!. L'isoforma LDH-3 si trova espressa
nei tessuti tumorali maligni e nei tessuti linfatici, mentre 'isoforma
LDH-A e sovraespressa nelle cellule neoplastiche ad elevata velocita
proliferativa; essa € associata ad un’alta velocita glicolitica aerobica e
alla conseguente alta produzione di acido lattico.

Questo studio si propone di valutare “in vitro” una possibile stra-
tegia antitumorale attraverso I'uso di una miscela acquosa satura di
ione superossido e altri ROS in tracce e della galloflavina, che inibisce
la lattico deidrogenasi*? 43, senza pero danneggiare le cellule sane, le
quali con sufficiente apporto di ossigeno non necessitano di questo
enzima*‘. A supporto di questa ipotesi, vi & l'evidenza che cellule
tumorali con ridotta attivita di LDH, ottenuta mediante shRNA o si-
RNA, mostrano una riduzione della loro cancerogenicita.

Materiali e metodi

Ossigeno Poliatomico Liquido (OPL).

OPL, acronimo di Ossigeno Poliatomico Liquido & utilizzato per
indicare una miscela acquosa bidistillata, sterile e apirogena, nella
quale sono stati disciolti ROS alla molalita di un grammo/litro, otte-
nuti attraverso un generatore OPL-ROS a tecnologia sputtering,
Dispositivo medico (DMe) n°000C02017809000053 prodotto dalla
Barcoline s.r.l. su licenza dell’Istituto Internazionale Barco S.p.A. La
tecnologia di produzione OPL-ROS é coperta da brevetto. La tecnolo-
gia OPL si basa sulla diffusione di una miscela gassosa ricca di ROS,
prodotta in sputtering, setacciata attraverso un filtro semipermeabi-
le polimerico in polisulfone (PES), in controcorrente rispetto ad un
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flusso di acqua sterile per preparazioni iniettabili. La membrana
(PES) e un materiale a scambio non ionico, che permette di bloccare
gli ioni positivi per mezzo dei gruppi solfonato mentre gli anioni ROS
passano selettivamente nella soluzione acquosa bidistillata, costi-
tuendo una soluzione acquosa satura di ROS alla molalita 1g/L, tale
da poter essere utilizzata, in immediato, durante la produzione della
miscela, come fonte di specie reattive dell’ossigeno in fase acquosa.
Le membrane per la produzione di OPL-ROS utilizzate in questo stu-
dio, sono state prodotte in modo da essere dotate di spiccata stabilita
nei confronti degli agenti ossidanti, di un range di resistenza al pH
compresa tra 3 e 12 e dalla capacita di inibire qualsiasi proliferazio-
ne batterica. Usando i metodi analitici e le sonde successivamente
elencate, & stato dimostrato che I‘OPL & una soluzione satura di ROS
contenente: anione superossido (02-e), radicali OH, radicali NO e
ossigeno singoletto. Con le stesse metodiche analitiche e stata valu-
tato il decadimento della capacita ossidativa della miscela OPL-ROS,
che corrisponde ad una emivita di circa 6 ore, emivita che dipende sia
dalla temperatura, dal pH e dalla purezza dell’acqua bidistillata.

Lossigeno singoletto & stato rivelato mediante una sonda specifica
(S36002-Life Technologies). Tale sonda non mostra alcuna risposta
apprezzabile al radicale ossidrile o al superossido. Questo indicatore
inizialmente mostra una fluorescenza blu debole, ma in presenza di
ossigeno singoletto, emette una fluorescenza verde (hexc = 488 nm,;
hem = 525 nm) simile a quella della fluoresceina.

L'anione superossido (O2-e) e stato rilevato utilizzando il ferricito-
cromo c (da cuore di cavallo C7752, Sigma-Aldrich Milano Italia) come
sonda. L‘anione superossido reagisce riducendo il ferricitocromo a fer-
rocitocromo e questa reazione & seguita mediante spettroscopia di
assorbimento a 550 nm. L*anione superossido & stato rivelato anche
in UV a 258 nm (¢ = 1010 M-1 ¢cm-1 a 240 nm).

Lfossido nitrico e stato determinato utilizzando la sonda DAF-2
(4,5-diamminofluoresceina-2, D224 Sigma Aldrich Milano, Italia). In
presenza di NO la DAF-2 diventa DAF-2T ed aumenta l‘emissione a
515 nm (hex =485 nm).

Lfacido tereftalico (THA 185361 Aldrich) e stato impiegato come
sonda specifica per i radicali idrossilici. I radicali OH convertono l‘aci-
do tereftalico in acido 2-idrossitereftalico (HTA) [12, 13]. L'HTA é sta-
ta rilevata mediante misurazione della fluorescenza (hexc = 310nm,
hem = 425nm).
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Sintesi della Galloflavina (CAS 586-80-9)

La galloflavina & una molecola che inibisce la glicolisi aerobica
attraverso un blocco non competitivo per il piruvato delle LDH-A e
LDH-B%. Inoltre la galloflavina ha anche la capacita di ridurre la
produzione di ATP, senza interferire con la respirazione cellulare.
La galloflavina oltre presenta una buona capacita di penetrazione
nelle cellule di epatocarcinoma indifferenziato ottenuto da una
lesione neoplastica primitiva dal lobo VIII di un soggetto di sesso
maschile?6 47, Non essendo reperibile in commercio, la galloflavina
é stata sintetizzata seguendo la procedura di sintesi dell’acido gal-
lico attraverso 'ossidazione in ambiente alcalino (KOH) (pH >10) in
soluzione idroalcolica45, mentre la purezza della galloflavina e
stapta determinata al 99.5% mediante sistema HPLC-DAD-TOF
(ESI+ ed ESI-).

Metodo di Misurazione delle variazioni di acido lattico nelle
colture cellulari

Lfacido fosforico per 1‘analisi HPLC & stato preparato a partire da
sodio fosfato monobasico monoidrato (BDH Laboratory Supplies,
Poole, Inghilterra) e acido fosforico (V800287 VETEC =85%). Il meta-
nolo per misure di cromatografia a fase inversa (RP-HPLC) & stato
acquistato da Carlo Erba (Rodano, MI, Italia). La preparazione / dilui-
zione di campioni e soluzioni & stata eseguita gravimetricamente con
acqua ultrapura (MilliQ, 18,2 MQ c¢cm-1 a 25 ° C, Millipore, Bedford,
MA, USA).

Analisi del lattato mediante RP-HPLC con rilevamento UV

Per I'analisi del lattato e stato utilizzato un sistema HPLC (1260
Infinity Agilent Technologies) dotato di autocampionatore, degaser
meccanico e rivelatore UV / vis diode array a 210 nm (volume inietta-
to 10 uL). Le separazioni sono state effettuate mediante una colonna
RP HPLC Hydra RP C18 (Phenomenex) 250 x 4,6 mm (dimensione
della particella di silice 4 um) in eluizione isocratica in acido fosforico
0,1% e flusso 0,8 ml min-1. La corsa cromatografica & completa in 15
minuti.
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Misurazione delle variazioni di ossigeno nelle colture cellulari

In questo studio e stato valutata la respirazione mitocondriale
mediante il consumo di ossigeno nelle 24 ore, in colture cellulari di
epatocarcinoma indifferenziato, quando queste sono incubate in
assenza di galloflavina e OPL-ROS (grafico 1, controllo), in presenza
di 50 uM di OPL-ROS (grafico 2), in presenza di 200 1M di galloflavi-
na (grafico 3) e in presenza di 50 pM di OPL-ROS e 200 pM di gallo-
flavina (grafico 4).

Le variazioni di ossigeno sono state misurate con PeriFlux Sistem
5000 (Perimed), sensore Tc electrode E5280-tcpO,/tcpCO,, (REF-945-
377) RADIOMETER. Anello di fissaggio dell’elettrodo TC550 Perimed.
Software PSW ExM.

Misurazione di ATP nelle colture cellulari

Per la misurazione della produzione di ATP si ¢ ricorsi a un Kit di
dosaggio fluorometrico MAK190- Adenosine triphosfato Assay Kit
(Sigma-Aldrich), costituito da: ATP Assay Buffer 25 ml, ATP Probe, in
DMSO 0.2 mL, ATP Converter 1 vl, Developer Mix 1 vl, ATP standard
1.0 mmole 1 vl.

Coltura cellulare di cellule di epatocarcinoma indifferenziato

Le cellule di epatocarcinoma indifferenziato sono state ottenute da
una lesione primitiva posta nel lobo VIII epatico e prelevate attraver-
so un ago di 15 G. Le cellule sono state in seguito separate con tripsi-
nizzazione e sospese mediante centrifugazione e lavaggio in PBS.
Sono state messe in coltura con DMEM e/o 25 mM di glucosio. Tutti i
terreni di crescita cellulare sono stati integrati con 10% di FBS,
amminoacidi non essenziali, 100 U/mL di penicillina G e 100 pg/mL
di streptomicina e L-glutammina 2mM. Le cellule sono state coltiva-
te a 37 °C in un incubatore a 5% di CO2 umidificato. Le cellule sono
state seminate in piaste di 75 cm? e usate durante la loro fase di cre-
scita esponenziale. Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti su cellule
dopo 24 ore dalla loro semina.
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Misurazione del contenuto intracellulare di OPL-ROS

I ROS-OPL intracellulari sono stati misurati attraverso sonde fluo-
rescenti sensibili all’'ossidazione, DHE e DCFH-DA, dopo che le cellule
di epatocarcinoma indifferenziato sono state seminate in piastre mul-
tipozzetto da 6 alla concentrazione di 2 x 106 per pozzetto. La sonda
DHE rileva la presenza dello anione superossido. La sonda DHE e sta-
ta aggiunta al buio in tempi diversi fino a raggiungere la concentra-
zione finale di 10 uM per poi dopo 30 minuti aggiungere i 50 pM di
OPL-ROS. Sempre al buio la sonda DCFH-DA & stata aggiunta alla
concentrazione finale di 10 uM, 30 minuti prima della fine dell'incu-
bazione con i 50 uM di OPL-ROS. Le cellule prelevate, sono state lava-
te con PBS e messe in sospensione in 500 pL di PBS per poi essere sot-
toposte a misurazione dei contenuti di ROS-OPL mediante analisi
fluorimetrica con spettrofotometro a fluorescenza. Per la sonda DHE &
stata utilizzata la lunghezza d’onda di eccitazione di 392 nm, mentre
quella di emissione di 538 nm. Sia per la sonda DHE che DCFH-DA le
finestre di eccitazione e emissione sono impostate a 10 nm. L'uso di
queste due sonde, ha evidenziato un incremento prolungato dell’inten-
sita di fluorescenza solo nelle cellule trattate con la miscela OPL-ROS.

Determinazione dell’espressione PUMA mediante Western
Blotting

Il test-PUMA®*® permette di distinguere se I'inibizione della cresci-
ta di una coltura cellulare di carcinoma epatocellulare indifferenzia-
to, sia dovuta ad un effetto citostatico o alla morte cellulare della
miscela galloflavina-OPL-ROS.

A tale scopo sono state utilizzate fiasche da 75 cm? seminate con 2
x 106 di cellule di epatocarcinoma indifferenziato coltivate con
DMEM e/o 25 mM di glucosio. Tutti i terreni di crescita cellulare sono
stati integrati con 10% di FBS, amminoacidi non essenziali, 100 U/mL
di penicillina, 100 g/ml di streptomicina, glutammina 2mM. Le cellu-
le sono state coltivate a 37 °C in un incubatore a 5% di CO2 umidifi-
cato.

Per il test PUMA sono state allestite:

- 2 x 106 cellule di colture cellulari di carcinoma epatocellulare indif-
ferenziato seminate in fiasche da 75 ¢m2 e trattate con 50 mM di
ROS della miscela OPL (RosOPL)
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- 2 x 106 cellule di colture cellulari di carcinoma epatocellulare indif-
ferenziato seminate in fiasche da 75 cm? e trattate con 200 pM di
galloflavina.

- 2 x 10% cellule di colture cellulari di carcinoma epatocellulare indif-
ferenziato sono seminate in fiasche da 75 cm? e trattate con 200 pM
di galloflavina e 50 mM di ROS della miscela OPL (Galloflavina-
RosOPL)

- Il controllo viene effettuato con 2 x 106 cellule di colture cellulari di
carcinoma epatocellulare indifferenziato seminate in fiasche da 75
cm? e 10 pM di miscela OPL senza ROS e senza galloflavina.

Ogni giorno e per quattro giorni le cellule trattate e le cellule di
controllo sono lisate con 100 pL di tampone di potassio fosfato (100
mmol/L), a pH 7,5, contenente 1% di NP40 ed inibitori di proteasi.
Ottenuto 'omogenato di cellule, viene centrifugato per 15 minuti dopo
averlo lasciato riposare per 30 minuti nel ghiaccio. Con il metodo di
Lowry si misurano 20 pg di centrifugato proteico e caricati sul gel al
12% di poliacrilammide si sottopongono ad elettroforesi. Terminata la
corsa le proteine, attraverso un campo elettrico di 300 mA per 2 ore,
vengono trasferite su una membrana di PVDF a bassa fluorescenza.
Una volta immobilizzato il tutto con BSA al 5% in TBS Tween, la
membrana & incubata con un anticorpo policlonale di coniglio anti-
PUMA, I'avvenuto legame proteina-anticorpo sara evidenziato da un
anticorpo secondario marcato con il fluoroforo Cy5 (A. Biosciences).

Determinazione dell’apoptosi

L'apoptosi delle cellule di carcinoma epatocellulare indifferenziato
e stato valutata attraverso lo studio citofluorimetrico dei nuclei a con-
tenuto di DNA ipodiploide.

Le cellule di epatocarcinoma indifferenziato sono incubate in piastre
multipozzetto da 96 alla concentrazione di 1 X 104 cellule per pozzetto e
successivamente, sono incubate per 24 ore rispettivamente con 200 pM
di galloflavina, con la miscela OPL-ROS alla dose di 50 1M, con la misce-
la di 200 uM di galloflavina associata a 50 pM di OPL-ROS e per con-
trollo solo cellule senza alcun trattamento. In seguito le cellule sono stac-
cate mediante tripsinizzazione e sospese mediante centrifuga e lavaggio
in PBS. Il pellet ottenuto viene risospeso in una soluzione per lisi ipoto-
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nica contenente 50 pg/mL di ioduro di propidio. Dopo incubazione a 4°C
per 30’ le cellule sono sottoposte ad analisi citofluorimetrica per valuta-
re la presenza di nuclei contenenti DNA ipodiploide.

Analisi statistica

La significativita dei dati e stata analizzata attraverso il test ¢ di
Student e one-way Anova seguita dai post- test di Bofferoni.

RISULTATI

Allo scopo di valutare ’azione inibitoria della galloflavina sull’atti-
vita enzimatica della lattico deidrogenasi, in questo studio sono state
analizzate le variazioni di produzione di lattato, quando cellule di car-
cinoma epatocellulare indifferenziato** dotate di fenotipo aerobico
sono incubate con questo inibitore. La lattico deidrogenasi (LDH),
rappresenta un enzima chiave della glicolisi aerobica, in quanto
garantisce il necessario NAD+ per il suo mantenimento, riossidando
il NADH attraverso la riduzione del piruvato in acido lattico. In que-
sto studio, le cellule di carcinoma epatocellulare, incubate per 24 ore
con una concentrazione di 200

pM di galloflavina, hanno espresso una netta riduzione della pro-
duzione di acido lattico, evidenziandone, in linea con i dati reperibili
in letteratura, la forte funzione inibitoria sulla lattico deidrogenasi,
bloccando la glicolisi aerobica delle cellule neoplastiche.

Nello stesso studio e stata verificata anche I’azione inibitoria sulla
lattico deidrogenasi, della miscela acquosa OPL-ROS satura di ROS
alla molalita di 1000 mg/litro. Le colture cellulari di carcinoma epato-
cellulare indifferenziato, sono state incubate per 24 ore, con 50 uM di
OPL-ROS verificando l'attivita sintetica della lattico deidrogenasi
attraverso la quantificazione di acido lattico sintetizzato in coltura.
La sintesi di acido lattico espressa dalle cellule di carcinoma epato-
cellulare indifferenziato, non e stata influenzata dalla presenza di
OPL-ROS, al punto da poter affermare che la lattico deidrogenasi non
¢ inibita dai ROS. (Figura 1)
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Figura 1 - In questo studio i risultati ottenuti dimostrano una netta
azione inibitoria della galloflavina sulla lattico deidrogenasi, quando le
cellule di carcinoma epatocellulare indifferenziato capaci di esprimere il
fenotipo glicolitico aerobico & incubato per 24 ore con 200 pM di gallofla-
vina. Sempre le stesse colture cellulari quando sono incubate con 50 pM
di una soluzione acquosa satura di OPL-ROS, non sono inibite nella sin-
tesi della lattico deidrogenasi. Sempre nello stesso studio & stato eviden-
ziato che non esiste nessuna azione sinergica verso la lattico deidrogena-
si, quando le cellule neoplastiche sono incubate con la stessa quantita di
OPL- ROS e galloflavina.

Per verificare se la galloflavina oltre a svolgere un’azione di blocco
sulla glicolisi aerobica e anche in grado di interferire sulla respirazio-
ne mitocondriale, sono stati misurati sia il consumo di ossigeno che la
produzione di ATP nelle colture di cellule di carcinoma epatocellulare
indifferenziato, quando incubate con 200 1M di galloflavina. La misu-
razione del consumo di ossigeno e stata effettuata sulle quattro coltu-
re cellulari, compresa la coltura di controllo costituita da sole cellule
di epatocarcinoma indifferenziato, durante un incubazione durata 24
ore. Attraverso una sonda é stato possibile misurare in continuo il
consumo di ossigeno delle cellule, allo scopo di valutare le possibili
interferenze che la sola galloflavina, la sola miscela di OPL-ROS
oppure la miscela galloflavina-OPL-ROS hanno sulla respirazione
mitocondriali*® (Figura 2).
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Figura 2 - Consumo di ossigeno nelle 24 ore. Grafico 1: Il controllo di cellule
di carcinoma epatocellulare indifferenziato mostra un normale consumo di
ossigeno. Grafico 2: incubando per 24 ore, colture di cellule di carcinoma epa-
tocellulare indifferenziato, con

50 pM di ROS della miscela OPL-ROS, si osserva una regolare riduzione nel
tempo del consumo di ossigeno. Grafico 3: incubando per 24 ore, colture di
cellule di carcinoma epatocellulare, con la sola 200 1M di galloflavina non si
osserva nessuno effetto sul consumo di ossigeno. Grafico 4: incubando per 24
ore, colture di cellule di carcinoma epatocellulare con 200 uM di galloflavina

e 50 pM di ROS della miscela OPL-ROS, si osserva una graduale riduzione
del consumo di ossigeno.
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In questo caso, si e ritenuto utile ricorrere anche alla misurazione
della produzione di ATP in coltura, in quanto la maggior parte della
produzione di ATP cellulare, anche nelle cellule neoplastiche & dovu-
ta alla attivita ossidativa della respirazione mitocondriale. A tal pro-
posito i dati stechiometrici indicano che per ogni molecola di glucosio
ossidata nella sola glicolisi, si ha la produzione netta di sole due mole-
cole di ATP, mentre, quando alla glicolisi si associa la respirazione
mitocondriale, il guadagno netto per ogni molecola di glucosio sale a
36 molecole, delle quali 34 di ATP derivano dall’attivita di respirazio-
ne mitocondriale. In questo studio, nelle colture di cellule di carcino-
ma epatocellulare indifferenziato, incubate con la sola galloflavina &
stata misurata solo una lieve flessione di produzione di ATP, dato che
indica che le cellule neoplastiche sono ancora capaci, di esprimere un
metabolismo energetico ossidativo mitocondriale in grado di mante-
nerli in vita; percio si dimostra che la galloflavina, pur se priva di
effetti tossici sulle cellule normali, & tuttavia inefficace per la cura dei
tumori a fenotipo aerobico (figura 3).

In questo studio e stata studiata I'inibizione della resa energetica
della respirazione mitocondriale, attraverso la riduzione delle sintesi
di ATP, quando le colture di cellule di carcinoma epatocellulare sono
incubate per 24 ore con la sola miscela di OPL-ROS alla dose di 50
pM. La flessione della produzione della sintesi di ATP, fa ritenere che
i ROS contenuti nella miscela OPL-ROS sono in grado di interferire
con le sintesi di ATP della respirazione mitocondriale, azione non
espressa, come detto, dalla galloflavina (Figura 4).

Figura 3 - Incubando per 24 ore colture di
cellule di carcinoma epatocellulare con 200
pM di galloflavina si osserva solo una lieve
flessione della produzione di ATP.
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Figura 4 - Incubando per 24 ore colture di
cellule di carcinoma epatocellulare con 50
pM di ROS contenuti nella miscela OPL-
ROS si osserva una efficace depressione del-
le sintesi di ATP.

Figura 5 - Caduta delle
sintesi di ATP, osservabi-
le quando le cellule di
carcinoma epatocellulare
indifferenziato vengono
incubate per 24 ore con
50 pM di OPL-ROS e 200
pM di Galloflavina, indi-
cando un possibile blocco
energetico cellulare, che
puo essere utilizzato per
contrastare la prolifera-
zione delle cellule neo-
plastiche.

Infine per verificare una possibile sinergia tra la galloflavina e i
ROS e stata utilizzata una miscela costituita da 200 pM galloflavina
e 50 pM di OPL-ROS allo scopo di inibire le sintesi energetiche delle
cellule ci carcinoma epatocellulare indifferenziato, indirizzandole ver-
so la morte cellulare (apoptosi e/o necrosi). I dati ottenuti, incubando
le cellule di carcinoma epatocellulare indifferenziato con la miscela
galloflavina- OPL-ROS e misurando la riduzione di sintesi di ATP nel-
le 24 ore, hanno confermato una possibile sinergia OPL-ROS-gallofla-
vina nell'inibire le sintesi energetiche delle cellule neoplastiche che

esprimono la glicolisi aerobica (Figura 5).
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Linsperata azione inibitoria sinergica, della miscela OPL-ROS e
galloflavina, nelle colture cellulari di carcinoma epatocellulare indif-
ferenziato, sulle sintesi energetiche di ATP e sulla inibizione della cre-
scita cellulare, ha permesso di proseguire gli studi col test-PUMAA48,
un’indagine di laboratorio che permette di distinguere se I'inibizione
sulla crescita di una coltura cellulare, sia dovuta o ad un effetto cito-
statico oppure per morte cellulare. I risultati ottenuti hanno eviden-
ziato un incremento dell’espressione PUMA di 3,6 volte per le cellule
di carcinoma epatocellulare indifferenziato trattate con la soluzione
galloflavina-OPL- ROS (Figura 6).

Effetto citotossico della galloflavina

Le alterazioni morfologiche indotte dalla incubazione per 24 ore
con 200 pM di galloflavina delle cellule di carcinoma epatocellulare
indifferenziato sono confrontate con una coltura di controllo costitui-
ta dalle stesse cellule ma non trattare con galloflavina. Le cellule di
entrambe le colture, sono incubate con ioduro di propidio e analizzate
mediante citofluorimetria.
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Figura 6 - I risultati ottenuti con le tecniche Western Blotting hanno evi-
denziato un incremento dell’espressione PUMA di 3,6 volte per le cellule di
carcinoma epatocellulare indifferenziato trattate con la soluzione galloflavi-
na-OPL-ROS (1), di 2,8 per le cellule trattate con la sola soluzione OPL-ROS
(2) e di 1.8 per le cellule trattate con sola galloflavina (3). In questo caso I'in-
dagine PUMA ha evidenziato che I'inibizione della crescita delle cellule trat-
tate con la soluzione galloflavina a 200 uM e 50 uM di ROS contenuti nella
miscela OPL-ROS & causata da morte cellulare e non da un effetto citostati-
co della soluzione.
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L'analisi citofluorimetrica delle cellule di carcinoma epatocellulare
indifferenziato incubato per 24 ore con 200 pM di galloflavina, rispet-
to alle cellule della coltura di controllo ha mostrato un aumento del
43% del numero dei nuclei apoptotici.

Effetto citotossico della soluzione OPL-ROS

Le alterazioni morfologiche indotte sulle cellule di carcinoma epa-
tocellulare indifferenziato dalla incubazione per 24 ore con 50 uM di
OPL-ROS sono confrontate con una coltura di controllo costituita dal-
le stesse cellule ma non trattare con OPL-ROS. Le cellule di entram-
be le colture, sono incubate con ioduro di propidio e analizzate
mediante citofluorimetria.

L’analisi citofluorimetrica delle cellule di carcinoma epatocellulare
indifferenziato incubato per 24 ore con 50 uM di OPL-ROS, rispetto
alle cellule della coltura di controllo ha mostrato un aumento del 47%
del numero dei nuclei apoptotici.

Effetto citotossico della soluzione Galloflavina-OPL-ROS

Le alterazioni morfologiche indotte sulle cellule di carcinoma epa-
tocellulare indifferenziato dalla incubazione per 24 ore con una misce-
la di 50 pM di OPL-ROS e 200 uM galloflavina, sono confrontate con
una coltura di controllo costituita dalle stesse cellule ma non trattare
con OPL-ROS. Le cellule di entrambe le colture, sono incubate con
ioduro di propidio e analizzate mediante citofluorimetria.

L’analisi citofluorimetrica delle cellule di carcinoma epatocellulare
indifferenziato incubato per 24 ore con una miscela di 50 pM di OPL-
ROS e 200 uM galloflavina, rispetto alle cellule della coltura di con-
trollo ha mostrato un aumento del 90% del numero dei nuclei apopto-
tici.

Discussione
I dati ottenuti in questo studio, confermano che le cellule di carci-

noma epatocellulare indifferenziato sono dotate ancora di una respi-
razione mitocondriale efficiente, una delle principali cause per le qua-
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li gli inibitori della lattico deidrogenasi, come la galloflavina, non sono
sufficienti nella lotta contro i tumori. A conferma di questo dato, e sta-
to riscontrato, che la galloflavina nelle cellule di carcinoma epatocel-
lulare, pur provocando un blocco della glicolisi aerobica, dato confer-
mato dalla documentata riduzione della produzione di lattato, non
causa una significativa riduzione delle sintesi di ATP e tanto meno un
evidente calo del consumo di ossigeno, indici di una attivita respira-
toria mitocondriale ancora in grado da supportare le cellule neopla-
stiche nelle loro vitali richieste energetiche. In questo studio, si & volu-
to superare questa importante limitazione degli inibitori della glicoli-
si aerobica, associando alla galloflavina una soluzione acquosa satura
di ROS, indicata come Ossigeno Poliatomico Liquido (OPL), che inter-
ferendo con la respirazione mitocondriale delle cellule cancerose, & in
grado di ridurre drasticamente i livelli intracellulari di ATP, indiriz-
zando le cellule neoplastiche verso la morte per apoptosi.

Conclusioni

Questo studio dimostra che una efficace cura delle neoplasie, deve
necessariamente procedere non solo attraverso il blocco della respira-
zione mitocondriale, dalla quale deriva la quasi totalita dell’energia
cellulare, ma deve operare anche I'inibizione della glicolisi aerobica,
che attraverso il ciclo dei pentosi, sostiene la sintesi del ribosio neces-
sario per la produzione dei nucleotidi, indispensabili per sostenere
una rapida proliferazione cellulare. A questo scopo I'associazione di
un inibitore della glicolisi aerobica come la galloflavina con una
miscela acquosa di OPL-ROS, potrebbe rappresentare un efficace
trattamento antineoplastico, anche se & necessario approfondire ulte-
riormente le modalita di inibizione dei ROS sulla fosforilazione ossi-
dativa, visto che possono danneggiare mitocondri isolati da cellule
normali.
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