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1. Estratto viraccia EG ViNeTro: attivita in vitro su cellule di melanoma

Backgound

E stato recentemente dimostrato che estratti di vinaccia, in particolare per la loro
componente polifenolica, hanno proprieta antiossidanti, antinflammatorie, e di
protezione della barriera intestinale in sistemi sperimentali in vitro e in vivo
[Nallathambi R, et a. 2020; Tian Q, et al. 2020]. In aggiunta, estratti di vinaccia e/o di
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gambi dell’uva hanno azione antiproliferativa in linee cellulari tumorali della
mammella (MCF-7, MDA MB-231) e antiossidante e antiproliferativa nella linea
tumorale del colon (Caco-2) [Parry JW, et al.2011; Perez-Ortiz JM et al 2019; Quero
I, et al. 2021]. Piti recentemente, & stato dimostrato che estratti di vinaccia modificati
mediante processi di biofermentazione con 1 funghi Phanerochaete chrysosporium e
Trametes gibbosa, inibiscono la proliferazione di linee cellulari tumorali del colon
(Caco-2 e SW620), modificandone la progressione del ciclo cellulare (Miskovic
Speljaric K et al, 2023).

Per quanto 1 meccanismi dell’azione antiproliferativa non siano stati indagati in modo
sistematico, ’attivita antitumorale in vifro riportata in letteratura meriterebbe
un’indagine pit approfondita che preveda, in parallelo, il raggiungimento di due
obiettivi: (1) 'approfondimento analitico della composizione degli estratti in relazione
alla loro provenienza e metodo di estrazione; (ii) un’indagine sull’azione
farmacologica antitumorale, 1 cui risultati possano concretamente orientare un piano di
ricerca e sviluppo: in altre parole, se e come proseguire le indagini sperimentali.

A partire dagli anni ‘80, la sperimentazione preclinica di candidati antitumorali inizia
con la valutazione in vitro della loro azione di inibizione della crescita/proliferazione
di linee cellulari tumorali umane [Kitacva K, et al. 2020]. Tuttavia, il fallimento della
sperimentazione clinica della maggior parte dei candidati selezionati da test su linee
cellulari considerate pienamente rappresentative dei tumori umani, ha condotto negli
ultimi anni a una revisione critica sull’uso delle linee cellulari e sulle modifiche
necessarie per migliorare la capacita predittiva della sperimentazione 7 vifro [ Wilding
J, Bodmer W, 2014]. In particolare, dalla caratterizzazione genomica e molecolare
delle linee cellulari tumorali di pit largo uso e, soprattutto, dagli studi comparativi fra
linee tumoralt e cellule tumorali primarie provenienti da pazienti, ¢ emersa la
possibilita di selezionare per la sperimentazione preclinica linee tumorali realmente
rappresentative dei corrispondenti istotipi tumorali [Warren A, et al, 20217.

Per quanto riguarda il melanoma, in particolare nella localizzazione cutanea, Il
sequenziamento di migliaia di campioni di melanoma umano ha consentito di definire
la mappa delle alterazioni genomiche (spettro mutazionale) che caratterizzano questa
forma tumorale, mostrata in FIG. 1 (TCGA, 2015).
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Figura 1. Spettro mutazionale delle alterazioni driver del melanoma cutaneo (The
Cancer Genome Atlas).

In base al profilo mutazionale, nella classificazione molecolare del melanoma cutaneo
si individuano quattro principali raggruppamenti denominati BRAF, NRAS, NF1, e
triplo-wt, in base al gene principalmente implicato.

Ai fini di un’accurata sperimentazione preclinica con linee cellulari tumorali, &
importante prima di tutto utilizzare linee cellulari caratterizzate dal punto di vista
genomico e molecolare, in modo da poter valutare preliminarmente (1) quanto le linee
sono rappresentative del tumore umano e (ii) quali siano le caratteristiche mutazionali
e molecolari che le contraddistinguono. Attualmente sono disponibili, da varie fonti,
molte decine di linee cellulari di melanoma umano, fra le quali & possibile individuare
quelle che -in base alle caratteristiche molecolari- sono in grado di fornire il maggior
numero di informazioni utili in una sperimentazione preclinica finalizzata a valutare se
proseguire o meno I’attivita di ricerca/sviluppo di un candidato farmaco antitumorale.

Scelta e caratteristiche genetiche delle linee di melanoma utilizzate nello studio

Le linee cellulari tumorali G-361 e SK-MEL-28 sono state acquistate da ICLC
(Interlab Cell Line Collection), mentre la linea A-375 deriva da ATCC (American
Type Culture Collection). Le caratteristiche fondamentali delle linee cellulari
utilizzate nefla sperimentazione sono mostrate schematicamente in tab. 1.
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TABELLA 1. Caratteristiche genetiche e fenotipiche delle linee di melanoma

utilizzate nello studio.

Linea | Morfologia Mutazioni Mutazioni non oV Fenotipo®
driver sinonime(® signature®
{numero)

G361 epiteliale BRAF 104 positivo proliferativo

A375 epiteliale BRAF, 674 negativo nvasivo
CDKN2A

SKMEL28 | poligonale | BRAF, TP53, 86 positivo proliferativo
PTEN, CDK4

@ mutazioni non sinonime. diversamente dalle mutazioni sinonime, che sono funzionalmente silenti,
le mutazioni non sinonime modificano la sequenza della proteina codificata e sono generalmente
assoggettate alla sclezione naturale, E stato suggerito che il numero delle mutazioni non sinonime
(NsM} pud essere usato per identificare i pazienti affetti da melanoma che possono avere maggior
beneficio dat farmaci ICT (imumune checkpoint inhibitors). Infatti, un alto numero di NsM potrebbe
generare un piu alto numero di epitopi antigenici che possono essere riconosciuti dal sistema
immunitario [Van Allen EM, 2015]

® UV signature. I tumori sono causati dall’acquisizione progressiva di mutazioni somatiche causate
da agenti sia esogeni sia endogeni. Studi recenti hanno mostrato che ’analisi del profilo mutazionale
dei tumori puo rivelare informazioni sull’esposizione a fattori ambientali, sull’infedelta replicativa e
dei sistemi di riparazione del DNA, e avere anche importanti implicazioni terapeutiche [Chong W,
2021]. I'ra tutti 1 tumori, il melanoma & caratterizzato da un carico mutazionale molto alto, e tale
profilo mutazionale appare principalmente correlato all’esposizione ai raggi UV. In generale, i
melanomi caratterizzati da uno spiccato profilo mutazionale UV hanno una prognosi migliore ¢ una
migliore risposta all’immunoterapia [Dousset L, 20211

© fenotipo proliferativo e fenotipo invasivo. Le cellule tumorali del melanoma sono funzionalmente
altamente eterogenee, ed & stato dimostrato che il loro comportamento biologico oscilla fra condizioni
di quiescenza e di proliferazione, e pud presentare anche delle accelerazioni delle proprieta invasive.
Tale plasticita di comportamento biologico ¢ associata a modificazioni dell’espressionc genica,
dipendenti in particolare dal livello di espressione del fattore di trascrizione MITF. Infatti, una
bassa/assente espressione di MITF & tipica nelle cellule di melanoma con fenotipo invasivo, mentre
un’alta espressione di MITF caratterizza le cellule non invasive [Hoek XS, 2008]

Test colorimetrico con Sulforodamina B (SRB)

Il test SRB ¢ stato originariamente messo a punto per misurare la citotossicitd e
I’inibizione della proliferazione cellulare in programmi di screening su larga scala di
nuovi composti a potenziale attivita antitumorale [Skehan P,1990]. La sulforodamina
B ¢ un colorante anionico di colore rosa brillante con due gruppi solfonici capaci di
legare elettrostaticamente 1 residui di amminoacidi basici delle proteine cellulari in
condizioni di lieve aciditd e dissociarsi in condizioni basiche. L’assorbanza del
colorante (misurata in DO, densita ottica) fornisce una stima della quantita totale di
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proteine presenti, che ¢ a sua volta direttamente correlata al numero delle cellule
presenti in un campione [Papazisis KT, 1997].

Procedura sperimentale

Le cellule tumorali, risospese in terreno di coltura, sono seminate in una piastra a 96
pozzetti “multiwell” ad una densita cellulare di 10000 cellule per pozzetto. Dopo la
semina, le cellule vengono incubate a 37°C, 5% CO-, 95% aria e 100% di umidita
relativa per 16-17 h, un tempo necessario a farle aderire alla superficie di crescita. Il
test prevede, per ogni linea cellulare in studio, I’allestimento di due piastre. Una piastra
sara usata per valutare il numero di cellule presenti all’inizio del trattamento (T),
mentre nell’altra piastra le cellule saranno trattate per 72 h con varie concentrazioni dei
composti in studio (T), oppure con il veicolo, e in assenza di trattamento (controllo).

Nei pozzetti delle piastre Ty e T viene aggiunto acido tricloroacetico (TCA) al 50 %
w/v (TCA freddo, concentrazione finale pari al 10%) per fissare le cellule adese alla
superficie di crescita. In breve, dopo I’aggiunta di TCA, le piastre vengono incubate
per 1 ora a 4°C, quindi lavate 5 volte con acqua corrente e asciugate a temperatura
ambiente. Il numero di cellule adese alla superficie (cellule vive) & valutato utilizzando
il test SRB. In breve, in ogni pozzetto vengono aggiunti 100 pl di SRB e le piastre sono
incubate al buio per 30 minuti. Al termine, il colorante non legato ¢ rimosso tramite 6
lavaggi con acido acetico all’1%, mentre il colorante che si ¢ legato alle proteine
cellulari & solubilizzato aggiungendo 200 pl di Tris base 10 mM a pH 10,5.
I.’assorbanza della soluzione presente in ciascun pozzetto viene letta utilizzando un
lettore per micropiastre alla lunghezza d’onda di 515 nm. Dai valori di assorbanza ¢
possibile determinare la concentrazione di proteine presenti in ogni pozzetto (indicativa
della densita cellulare), e quindi la concentrazione di complesso che determina
un’inibizione della proliferazione cellulare pari al 50% rispetto al controllo non trattato
(ICs0). Il calcolo viene effettuato mediante curve semi-logaritmiche dose/risposta. Il
valore numerico di ciascun punto della curva viene estrapolato applicando la seguente
formula;
(T-To) / (C-To) x 100

Dove T rappresenta [’assorbanza del pozzetto con le cellule trattate; To ¢ 1’assorbanza
delle cellule di controllo a 24 h dalla semina; C, ¢ [’assorbanza delle cellule di controllo
alla fine del trattamento.

Risultati
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Nella valutazione preclinica in vifro di un candidato antitumorale, ¢ generalmente
valutato ’effetto del composto in esame sulla crescita/proliferazione di cellule
tumorali. Per valutare tale parametro & necessario poter misurare il numero delle
cellule: quelle presenti all’inizio del trattamento ¢ alla fine del trattamento, ¢ valutare
se e quanto tale numero sia ridotto rispetto all’aumento del numero di cellule che non
sono sottoposte al trattamento. I test SRB, fornendo una misura quantitativa delle
proteine cellulari come parametro surrogato del numero di cellule, € generalmente
considerato piu affidabile rispetto a test (ad esempio, MTT) che misurano un’attivita
enzimatica come parametro di vitalita cellulare a sua volta surrogato del numero di
cellule vive. In particolare, quando si studiano composti ignoti per quanto riguarda il
possibile meccanismo d’azione e miscele complesse di composti (come nel caso degli
estratti), &€ opportuno evitare di usare come end-point biologico Iattivita di un enzima,
che potrebbe diminuire perché compromessa da componenti presenti nell’estratto e non
come conseguenza della riduzione del numero di cellule indotta dal trattamento. La
piastra ottenuta dopo SRB ha I’aspetto mostrato in FIG. 2, che mostra chiaramente una
variazione dell’intensitd della colorazione a testimonianza di una diversa
concentrazione di proteine presenti nei diversi pozzetti.

Figura 2. Tipico aspetto di una
plastra a 96 pozzetti, in cui ¢
apprezzabile la diversa intensita
di  colorazione con SRB
dipendente  dalla  diversa
concentrazione di  proteine
presenti nei pozzetti.

Effetto del veicolo sulla crescita/proliferazione cellulare

L’azione inibitrice dell’estratto EG ViNe'Tro sulla proliferazione delle linee cellulart
tumorali ¢ stata studiata con il metodo della Sulforodamina B (SRB), dopo un
trattamento di 72 h. Prima perd di effettuare esperimenti sull’azione antitumorale
dell’estratto, ¢ stato valutato I’effetto sulla crescita/proliferazione cellulare del veicolo
idroglicerico utilizzato per ’estrazione. L. esperimento ¢ stato condotto trattando le
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cellule G-361 per 72 ore con il veicolo a varie diluizioni decrescenti (%v/v) in terreno
di coltura: 40%, 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,63% e 0,3%. 1 risultati
dell’esperimento, condotto in triplicato, hanno dimostrato che un trattamento per 72 h
con il solo veicolo idroglicerico non deve superare la concentrazione del 2% (dati non
mostrati), per evitare effetti sulla crescita/proliferazione attribuibili allo stesso veicolo
usato per I’estrazione.

Effetto del trattamento con EG ViNeTro sulla proliferazione cellulare linee G-
361, A-375 e SK-MEL-28

A seguito dei risultati ottenuti con il test preliminare condotto con il solo veicolo
d’estrazione sulla linea G-361, sono stati allestiti gli esperimenti sulle linee cellulari
G-361, A-375 ¢ SK-MEL-28 finalizzati a valutare I’effetto sulla crescita/proliferazione
dell’estratto di vinaccia. Per [estratto, ¢ stato valutato Ieffetto di varie concentrazioni
a dimezzo a partire dall’1% fino allo 0.03%. Per maggior precauzione, nonché per
estendere la valutazione dell’effetto del solo veicolo su tutte le linee cellulari usate, per
ogni concentrazione di EG ViNeTro ¢ stato valutato in paralielo I’effetto di un’uguale
concentrazione del solo veicolo. In parallelo, & stata valutata [’attivita di inibizione
esercitata dal cisplatino (CDDP), utilizzato come controllo positivo nel range di
concentrazione da 50 pM a 0.3 pM.

Un  esempio rappresentativo  dell’effetto  dei composti  testati  sulla
crescita/proliferazione delle cellule di melanoma & mostrato nella FIG, 3.
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Figura 3. Immagine rappresentativa dell’effetto dell’estratto di vinaccia EG ViNeTro
sulla crescita/proliferazione di cellule di melanoma SK-MEL-28 (ingrandimento 10x).
A sinistra, cellule tumorali al tempo 0 (o), subito prima dell’inizio del trattamento per
72 h con i composti in esame; st noti, sempre a sinistra, I’aumento del numero di cellule
dopo 72 h di incubazione a 37 °C in assenza di trattamento (controllo T72). Nel
riquadro piu grande (a destra), nella prima colonna (intestazione, CDDP), risulta
evidente 'effetto di inibizione dose-dipendente dovuto al trattamento con cisplatino.
Nella seconda e terza colonna (rispettivamente, estratto e veicolo) del riquadro pit
grande, ¢ evidente ’effetto di inibizione della crescita/proliferazione dell’estratto,
anch’esso dose-dipendente. Si noti ancora che il solo veicolo, a concentrazioni uguali
e quelle dell’estratto non ha effetti di inibizione su crescita e proliferazione delle cellule
tumorali,

Come descritto in precedenza, il numero di cellule presenti all’interno di ogni singolo
pozzetto viene determinato in base all’assorbanza del colorante SRB. A titolo
esemplificativo dei risultati ottenuti, nella tabella 2 sono riportati quelli di un
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Estratto EG ViNcTro, concentrazione

SK-MEL- 28 % (VIv)

2 1 0,5 0,25
0,6488| 1,7511| 2,4148| 2,5369
0,6609] 1,7832| 2,4498| 2,6194
0,62071 1,7871| 2,4479| 2,6800
0,6568] 1,8674] 2,5103| 2,6965
0,7528| 1,9080] 2,2359| 2,6121

media 0,6680| 1,8194: 24117, 2,6290
DS 0,049932 0,065522|0,104162 | 0,06328
Media OD Ty 0,7377 0,7377| 0,7377| 0,7377
Media OD T 72 controllo 2,6807| 2,0807| 2,6807| 2,6807
A(media OD sample -media

0D To) S -0,0697 1,0817| 1,6741| 1,8913
B(media OD controllo T 72-

media OD Top) 1,94317  1,9431| 1,9431| 1,9431
A/Bx100 percentuale di

crescita -3,5854| 55,6695 86,1564 | 97,3366

esperimento eseguito per la valutazione degli effetti dell’estratto sulle cellule SK-
MEL-28.

Tabella 2. Inibizione della crescita/proliferazione indotta dall’estratto su cellule SK-

MEL-28 (a).
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(a)L’attivita dell’estratto ¢ stata misurata, in quintuplicato, a varie concentraziomi (v/v) nel range 2-
0.25%. In tabella sono riportate la media ¢ deviazione standard delle assorbanze registrate per ogni
concentrazione di estratto. Sono inoltre riportati i calori medi di assorbanza a TO e per il controllo
non trattato a T72. Tali valori sono utilizzati per il calcolo della percentuale di crescita in accordo alla
formula in precedenza riportata. Il calcolo della concentrazione IC50, ovvero della concentrazione
capace di inibire al 50% la crescita/proliferazione cellulare, & effettuato -come descritto n
precedenza- mediante curve semi-logaritmiche dose/risposta, come quella mostrata nella FI1G. 4.
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Per ogni esperimento, condotto almeno in quadruplicato, sono state eseguite 2-4
repliche biologiche, e i risultati finali sono riportati nella TAB. 3.

TABELILA 3. Effetti di inibizione della crescita/proliferazione di cellule di melanoma
umano da parte dell’estratto di vinaccia EG ViNeTro oggetto del presente studio. Le
tre linee indicate sono state sottoposte ad un trattamento con ’estratto per 72 h a 37
°C, e i risultati sono espressi come concentrazioni 1Cso, media di 2-4 repliche
biologiche, ognuna in quadruplicato, £DS (valori v/v e uM per I’estratto ¢ il cisplatino,
rispettivamente).

G361 A375 SK-28-MFEL
Estratto EG ViNeTro | 0.55+0.02 1 0.3520.01 | 1.2+0.1
CDDP 5.1+0.9 1.9+0.3 17+£2.5
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In linea con altri lavori scientifici che hanno dimostrato che estratti di vinaccia possono
mostrare attivitd antitumorale in vitro, 1 risultati riportati in questo lavoro dimostrano,
per la prima volta, che un estratto di vinaccia ha la capacita di inibire Ia
crescita/proliferazione di cellule di melanoma umano in un range di concentrazioni
ICso (v/¥) compreso fra 0.3% ¢ 1.3%. B importante sottolineare che le linee utilizzate
sono altamente rappresentative del melanoma umano (Vincent K, 2017) e quindi di
erande validita per la sperimentazione preclinica. E interessante rilevare che Pattivita
dell’estratto esaminato € presente in cellule di melanoma che esprimono un profilo
trascrizionale sia proliferativo (G361 e SK-MEL-28) sia invasivo (A375). Per quanto
riguarda I’attivita inibitoria nelle cellule a fenotipo proliferativo, la minore sensibilita
all’estratto delle cellule SK-MEL-28 rispetto alle cellule G361 & verosimilmente
dipendente dal diverso profilo mutazionale delle due linee. Le cellule SK-MEL-28,
infatti, sono caratterizzate (i) dalla mutazione p53, che le mette in condizioni di
sopravvivere meglio in condizioni di stress, (ii) dalla mutazione attivante CDK4 che
favorisce la progressione del ciclo al checkpoint G1/S, e (iii) dalla perdita della
funzione PTEN, che contribuisce positivamente all’attivazione della via pro-
proliferativa AKT/mTOR. Si noti che nell’insieme, le caratteristiche genetiche delle
cellule SK-MEL-28 influenzano in mode nettamente pit marcato la sensibilita al
cisplatino, farmaco di riferimento usato in questo lavoro, noto per esercitare la sua
attivita antitumorale mediante danneggiamento del DNA. Questo effetto differenziale,
per quanto presente anche nel caso dell’estratto, & tuttavia meno marcato, a suggerire
un meccanismo d’azione probabilmente diverso da quello del CDDP.

Appare anche interessante il riscontro che I’estratto ha una buona attivita di inibizione
delle cellule A375, caratterizzate da un fenotipo invasivo. La capacita di inibire anche
questa linea appare promettente, considerando la rilevanza prognostica del processo
invasivo nella progressione del melanoma maligno. Tale attivita, seppure
indirettamente, conferma il suggerimento di un meccanismo d’azione diverso da quello
del cisplatino.

CONCLUSIONI

Irisultati ottenuti dimostrano che Iestratto di vinaccia esaminato EG ViNeTro inibisce
la crescita/proliferazione di linee cellulari di melanoma altamente rappresentative del
melanoma umano e variamente caratterizzate dal punto di vista genetico e fenotipico.
La capacita di inibire linee di melanoma a fenotipo sia proliferativo sia invasivo appare
promettente in relazione alla grande rilevanza di tali processi, in particolare
dell’invasione, nella progressione del melanoma maligno.
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La diversa potenza di inibizione nei confronti delle linee esaminate & da mettere in
relazione alle caratteristiche genetiche di queste ultime.

Nell’insieme, i risultati ottenuti indicano la necessitd ¢ I’interesse a proseguire la
sperimentazione sull’estratto, da un lato per identificarne con precisione i componenti
responsabili dell’attivitd farmacologica e, dall’altro lato, per definirne i possibili
meccanismi d’azione.
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