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TRATTAMENTO DEL TUMORE CEREBRALE

SETTORE DELEDINVENZIONE

LLa presente invenzione concerne Puso del’oleandrina per if trattamento /o fa prevenzione di un
tumore cerebrale. In particolare, Poleandrina & usata per i trattamento ¢/o ta prevenzione del
glioma, preleribilmente i ghioblastoma, preferibilmente in combinazione con un altro trattamento
anti-tumoerale ¢ terapeutico. La presente invenzione concerne anche una composizione
farmaceutica comprendente Poleandrina per i trattamento e/o la prevenzione di un tumore

cercbrale.

TECNICA ANTERIORE

gressiva neoplasia del sistema nervoso centrale (SNC),

11 ghoblastoma (GBM) & la pia diffusa e ag
caratterizzato da un alto hvello di invasione e proliferazione delle cellule tumorali, ¢ da un alle
hvello di inflammazione ¢ necrest del tessute nervoso. Nonoestante 1 continui progressi della
neurochirurgia e nella tormulazione di nuovi farmact, allo stato attuale non ¢i sono terapie etficact
per contrastare fa crescita di guesto tumore cerebrale, ¢ H decesso del paziente avviene entro circa
dodici mesi dalla diagnosi della patologia.

La maggior parte delle nuove terapie utilizzale per ridurre a progressione del glioblastoma si
sone focalizzate sulfuso di farmact antineoplastict, come 1 Temozolomide che tramite la
metilazione &t una guanina impedisce la replicazione cellulare, oppure nel contrastare
Fangiogenesi, ovvero i meccanismo patogenico responsabile della creazione di nuovi vast
sanguigni a supporto della crescita tumorale, come i Bevacizumab. Tuttavia neghi ultim? anni &
emerse che i microambiente tumorale, costituite da cellule non tumorali come e cellule
stamtinali mesenchimali, le endoteliali, quelle del sistema immunitario e le cellule microghiali,
contribuisce allo sviluppo del GBM, alla sua proliferazione, invasivita, ¢ angiogenesi ¢ pertanto
fa ricerea sta intziando a porre grande enfast al contributo del micrcambiente nella progressione
del tumore.

Lioleandring ¢ un glucoside cardiotanico che viene prodotto dal Nerfumoleander. Insteme alla
neandrina € Fagente responsabile della velenositd delfa linfa delt'oleandro.

L oleandrina agisce come hloccante selettivo per Uisoforma 3 della sub-unitd alfa della pompa
sodio~-potassio che fisiologicamente € espressa nel SNC dai neuroni, ma anche nelle cellule
turmorali di tumort della prostata, del seno e di diversi linfomti, nelle quali Poleandrina ¢ in grado
di indurre fa morte cellulare (Nasu et al., 2002; Raghavendra et al,, 2007}, Dati recenti dimostrano

inoltre che in un modello in vitre di ischemia cerebrale, o somministrazione di oleandrina
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determiing una riduzione della morle neuronale con un meccanismo mediato dalPazione del un

fattore neurotrofice, # BDNF (Van Kanegan et al., 2014).

SOM:

ARIO DELL INVENZIC
L'oleandrina & il bioagente vegetale estralte dalla pianta Nerfign Oleander con formula

molecolare Cosbao:

Nella presente invenzione ¢ stato sorprendentemente osservato che Poleandrina ¢ un farmaco
volto a contrastare la crescita del GBM attraverse un duphice meccanismo: da un kato con
un'azione diretla sulle cellufe tumoralt {inducendone Ia morle cellulare senza interferire con la
vita delle altre cellule del parenchima cerebrale), dallaltro attraverse un’azione indiretta che
modifica i microambiente tumorale con conseguente riduzione della pmgressiune def tumore.

L oleandrina & pertanto un farmaco specifico ¢ aggressivo solo verse e cellule di gliocblastoma
che non ha effetti tossici net confronti delle cellule sane del parenchima cerebrale. I
conseguenza ¢ possibile sviluppare un chemioterapice che non indebolisca Porganismo ma al
contenpo riduca drasticamente la crescita delta massa tumorale, ¢ che non rappresenti quindi yn

agente esterno polenzialmente dannoso per i sistema nervosoe centrale,

Pertanto, la presente invenzione fornisce Poleandrina per uso nel trattamento ¢/o la prevenzione
di un tumoere cerebrale. Preferibiimente i tumore cerebrale & un glioma.

Preferibiimente 31 glioma & scelto nel gruppo consistente in: glioblastoma, astrocitoma
anaplastico, astrocitoma diffuso, astrocitoma pilocitica, oligodendroglionma, ependimoma,
Preferibilmente i tumore cerebrale ¢ medulloblastoma o meningioma.

P preferibilmente i tumore cerebrale & primario. Ancora preferibilmente i tumore cerebrale &
primario o secondario. Per tumort secondart st intendone tumort sviluppati come metastast
cerebrali di tumort come tumore al seno, polmone, mefanoma... .

Nelle presente invenzione preferibilmente Poleandrina & usala in combinazione con un ulteriore

trattamento antitumorale e/o terapeutico.
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Preferibiimente i trattamento anti-tumorale ¢ scelto nel gruppo consistente in: radioterapia,
chemioterapia,

Preferibilmente fa chemioterapia € scelta nel gruppo consistente in: agenti  alchilant,
antimetaboliti, antibiotici citotossict ¢ correlati, antimitotict &t origine naturale, terapic mirate,
ormoeni e antagonisti ormonatli, modificatori biologict di risposta e agenti vari.

Ancora preferibilmente la chemiolerapia & la temozolomide.

Preferibiimente i1 trattamento  terapeutico ¢ seelto nel gruppo  consistente  in: agente
antiinfiammatorio, agenie antidolorifico, agente antiemetico.

La presente invenzione fornisce anche una compasizione farmaceutica comprendente oleandrina
per use nel traltamento ¢/o fa prevenzione di un lumore cerebrale.

Preferibitmente iz composizione comprendente ubteriormente yn agente antitumorale ¢fo
lerapeutico.

Nella presente invenzione per oleandring st intende sia fa forma pura che un estratto contenente
almeno 1 % di oleandring, preferibilmente almeno 2%, 5%, 10 %6, 15 %, 20 %, 25%, 30 %, 35
%o, 40%, 43%, 30%, 35%, 60%, 70%, 8%, 90%, 95%, 99%.

Nella presente invenzione un agente anti-tumorale pud essere: Agenti alehilanti: Mostarde
azotale (ciclofosfamide, clorambucile, estramusting, bendamusting, prednimusting, ifosfamide,
mecloretantna, melphalan, rofosfamide), Sali metallier {cisplating, carboplating, exaliplatino,
satraplatine), Nitrosuree  {carmustina,  lomusting, semustina,  streptozocina,  nimustina,
tallimusting, fotemusting), Alchilsulfunati (busulfano, trecsulfano, mannosulfane), Derivati
delf'etilenimina {tiolepa, itriazichinone), Composti del lriazene (dacarbazing, lemozolomide),
Epossidi  (etoglucide) Altri  (mitobronitolo, pipobromanc, altretamina),  Antimetaboliti:
Analoghi del folato (metotrexato, pemetrexed, raltitrexed, trimetrexate, prafatrexato, plevitrexed,
nolatrexed), Analoghi delle purine (cladribina, fudarabina, mercaptopurina, clolarabina,
nelarabing, pentostating, tioguaning), Anatoght delle pirinudine (fluorouracile, tegatur, carmofur,
gemcitabing, azacitidina, capecitabina, citarabina, decitahing, {loxuriding); Antibiotiei
citotossici ¢ correlati: Antracicline {(daunorubicing, doxorubicing, epirubicing, idarubicina,
mitoxantrone, valrubicina, aclarubicina, zorubicina, pirarubicina, amrubicina, pixantrone),
Actinonyicine  (dactinomicing) Altri  (bleomicing, plicamicing, mitonucing,  ixabepilone,
amsacrina), Antimitotici di origine natarale: Alcaloidi della vinca {vinblastina, vincristina,
vinoreibina, vindesina, vinflunina, vintatolide), Alcaloidi del Colchico, derivati della colchicina
{demecoleina), Derivati della combrestating (combretastating A-4, ombrabuling), Stabilizzator
det microtubuli: taxani (paclitaxel, docetaxel, cabazitaxel), Inibitori della topoisomerasi Lt

camptolecine {topotecan, irinotecan), Inibitori della topoisomerast 1 (etoposide, teniposide),
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Alcaloidi di origine marina {lrabectedina, lurbinecteding, PM0G104), Terapie mirate: Inibitori
det recettore tirosinchinasico (RTK) (imatintb, gefitinib, erletintb, lapatinib, dasatinib, sorafenil,
sunitinib, semaxanib, pazopanib, nilotinib, vandetanib, afatinib, bosutinib, vemurafenib,
crizotinib, axitinib, ruxolitinib, regoratenib, masitinib, dabrafenib, ponatinib, trametinib),
Anticorpt monoclonali (rituximab, (rastuzomab, bevacizomab, cetuximab, panitumumab,
alemtuzumab,  gemtuzumabozogamicin, ibritumomabtivxetan, tositumomab,  edrecolomab,
catumaxomab, ofatumumab, ipilimumab, bremtuximabvedotin, pertuzumab, obimutuzomab),
Inibitori di mTOR  (temsirolimus, everolimus, rnidaforolimus), Inibitort del proteasoma
{bortezomib, carfilzomib), Anti-VEGF (aftibercept), Agonisti del recettore delf'acido retinoice
{RAR) (lretinoina, bexarotene), Tossina legante i recettore di 112 {denileuchinadiftitox),
Ormoni ¢ antagonisti ormonali: Androgeni (fluoximesterone), Antiandrogeni (bicalutamide,
Rutamide, nilulamide), Inibitort delf'aromatasi (amminoglutetimide, anastrozolo, letrozolo,
exemestane, vorozole, fadrozolo), Corticosteroidi  {desametasone, prednisone), Estrogent
{dictilstilbestrolo,  poliestradiolo  fosfate,  ctinilesteadiclo,  fostestrolo,  gestonorone),
Antiestrogeni (SERM) (lamoxifene, raloxifene, toremifene, fulvestrant), Agonisti del'T.HRH
{posercling, leuprolide, triptoreling, busercling), Soppressort del rilascio di ormont proteici
{octreotide), Progestinici {megestrolo acelato, medrossiprogesterone acetato), Ormont tiroidei
{levotiroxing, Hotironing), Altri antagonisti ormonali (abiraterone), Medificatori biologici di
risposta (BRM): Interferoni (IFN «-2a, IFN o-2b), Interleuchine (112, oprelvechina,
dentleuchinadiftitox), Fattort di crescita micloidi ed eritroidi (eritropoieting, filgrastim,
sargramostim), Agenti vark:  Soppressort adrenocorticali  {mitotane), Bifostonati {acido
pamidronico, acido zoledronico), Ciloprotetiort {amifostina, mesna, dexrazoxane), Dervati detla
metilidrazina (procarbazing), FANS (acido acetilsalicitico, celecoxib), Agenti totosensibilizzanti
ed usati in radioterapia (porfimer sodico, metilaminolevulinato, acido S-aminolevulinico,
temoporting, efaproxiral), Agenti riducenti le prastrine (anagrelide), Sali (tricssido di arsenicoe),
Derivati  deff'vrea  (N-idrossiurea o idrossicarbamide), Antagonisti  delle  poliammine
{mitoguazone o MGBG), Inibitori delle  deacetilasiistoniche  (vorinostat, panobinoestat,
romidepsina), Enzimi (asparaginasi, pegaspargasi), Terapia genica mediata da adenovirus
{sitimageneceradenovee), Al (lonidamina,  miltefosing,  masoprocel,  oblimersen,
omacetaxinamapesuccinato, ertbulinamesitato, vismodegib).

Nefla presente invenzione un agente terapeutico pud essere: agente antiinfiammatorio, agente
antidoloritico, agente antiemetico.

Nella presente invenzione, la composizione farmaceutica pud essere scelta sulla hase del

trattamento richiesto, Tali composizioni sono preparate per niscelamento ¢ sone opportunamente
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adaltate alla somnunistrazione orale o parenterale, e come tali possono quindi essere
somministrate in forma $ compresse, capsule, preparazioni orali, polvert, granuli, piliole,
inietlabili, soluzioni Liquide per infusione, sospensioni, supposte, preparaziont per inalazione.
Compresse ¢ capsule per somministrazione orale sone normalmente presentate in dosaggio
unitario e contengono eccipientt convenzionalt come leganti, riempitivi (inclusi cellulosa,
mannilolo, lattosio), dituenti, agenti adivvanti della compressione, lubrificanti (compresi stearato
di magnesio), detergenti, disgreganti {ad esempio polivinilpirrolidene ¢ derivati di anade, come
amido ghicolato di sodio), coloranti, aromatizzanti e agenti bagnanti {per esempio sodio fauril
soltato).

Le composiziont orali solide possono essere preparate tramile meltodi convenzionali di
niscelamente, dempimenta o compressione, L operazione di miscelamento pud essere ripetuta
per distribuire # principio attivo atiraverso composizioni contenenti grandi quantita di riempitivi,
{Jueste operazioni son convenzionali.

Preparaziont Hguide orali possono essere, per esempio, in forma di sospensiont acquose o oleose,
soluzioni, emulsioni, sciroppt o elisir, o possono essere presentate come prodotti secchi da
ricostituire con acqua o un opportung veieole prima deli uso. Queste preparaziont lguide
possono contenere addilivi convenzionali come agenti sospendenti, per esempio sorbitolo,
sciroppa, metifeetiulosa, gelating, idrossictil celtulosa, carbossimetit celulosa, gel di stearato di
altluminio, o grassi idrogenati commestibili: agenti emulsionanti, come lecitina, monooleatoe di
sorbitano, o &t acacia: veieali non acquost {che possono includere olf comumestibili) quali olio di
mandorie, olio di cocco frazionato, estert oleosi quali esteri di glicerina, glicole propilenico, o
alcool etilico; conservanti, come p-idrossibenzoato di metile o propile, o acido sorbico, e se
desiderato, aromatizzanti o coloranti convenzionali, Le formulazioni orali includono anche
formulazioni a lento rilascio convenzionalt come compresse o granuli a rivestimento enterico.
Preparaziont farmaceutiche per somministrazione inalatoria possono essere somministrate da un
insufflatore o da nebulizzatore pressurizzato.

Per {a sommimstrazione parenterale dosaggl fluidi unitart possonce essere preparati, contenti
Poleandrina ed un veicolo sterile. 1" oleandrina pud essere sia sospeso sia disciolto, a seconda
del veicole ¢ della concentrazione, Le soluzioni parenterali sono normaimente preparate
scioghiendo Foleandrina in un veicolo, sterilizzando per filtrazione, riempiendo appropriate fiale
e sigillando. Vantaggiosamente, adiuvanti quali anestetict locali, conservanti ¢ agenti tampone
possono essere scioltt nel veicolo, Per aumentare la stabilitd, la composizione pud essere
congelata dopo aver riempito le fiale e rimosso acqua sotto vuote. Le sospenstont parenterali

sone preparate sostanzialmente nella stessa maniera, tranne che Poleandring pud essere sospeso
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nef veicolo invece che esservi dissolto, e sterilizzato tramite esposixione all’ossido di etilene
prima di sospenderio nel veieolo sterile. Vantaggiosamente, un tenstoattive o un agente bagnarte
pud essere incluso nella composizione per facilitare la distribuzione uniforme del composto
deli’invenzione,

Per somministrazione buccale o sublinguale le composizioni possono essere tavolette, pasticche,
pastighie o gel.

L composti passono essere farmaceuticamente formulati come supposte o clistert di ritenziene, ad
esempio supposte conlenenti bast convenzionali come burre di cacao, polietifenglicole, o altri
ghiceridi, per una somministrazione rettale.

Un altro mexrzo di somministrazione del composto oggetto & invenzione riguarda i trattamento
topice. Le formulaziont topiche possone contenere ad esempic pomate, creme, lozioni, gel|
soluzioni, paste e/o possono contenere liposomi, micelle efo microsfere. Esempi di unguenti
comprendone unguentt oleost gualt ol vegetali, grasst ammali, idrocarburi semisolidi, unguenti
emulsionabili come idrossistearin solffato, lanoling anidra, vasellina idrofila, alcool cetilico,
glicerolo monostearato, acido stearico, unguenti idrosolubili contenenti glicolt di polietdene di
varie peso molecolare. Le creme, come noto agh esperti di formulazione, sono liquidi viscost o
emulsioni semisolide, e contengono una lase oleosa, un emulsionante e una [ase acquosa. La fase
oleosa contiene generalmente vasellina ¢ un alcol conwe Palee! cetilico o stearico, Le formulariont
adalte per fa sommmuinistrazione topica per Focchio includono anche collirto, in cui i principio
attivo viene disciolto o sospeso in un adatto veieole, in particolare un selvente acgquoso per
{'ingrediente attivo.

Preteribiimente oleandrina ¢ somministrata direttamente nel cervello.

Un ulteriore metodo di somministrazione dei composti deli invenzione prevede i rilascio
transdermico. Le tipiche formulazioni transdermiche comprendono vettori acguost o non acquost
convenzienali, come creme, olif, lozioni o paste o possono essere in forma di membrane o cerotti
medicali.

Una recensione delle formulaziont ¢ presente net libro di Remington.

I composti della presenie invenzione possono essere impiegati per use come agenti antibatterici
da soli come monoterapia o In combinazione con altri agenti terapentict sia tramite
somministrazione separata, o includendo due o pio principt attivi nella stessa formulazione
farmaceutica. | composti possono essere somministrati simultaneamente o in sequenza.

La combinazione pud essere somnunistrata come composizione separala  (simuoltanes

entrambi gl agentt. Quande 1 composti di guesta invenzione sono in combinazione con altri
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principt attivi, i principi attivi possono essere formulali separatamente in preparaziont singole
scelte tra una delle forme summenzionate ¢ pot fornite come preparaziont combinate, che sono
date allo stesso tempo o a tempi diversi, o pud essere lormulata insieme in una preparazione a
due o pit componenti.

[ oleandrina pud essere somminisirata ai pazienti con una dose giornaliera totale di, per esempio
da 0,001 a 1000 mg/kg di peso corporeo al giomo. Le composiziont a unitd di dosaggio possono
contencre tali guantita o loroe sottomultipli fine ad arrivare alla dose giomalicra. La
determinazione del dosaggio otlimale per un particolare paziente & ben conosciuta dagli esperti
del settore, Come ¢ prassi comune, e composizioni sono normaimente accompagnate da
istruziont scritte o stampate per fuso nel trattamento in questione.

La presente invenzione verra descritta in esempi non Emitanivi, facendo riferimente alle seguenti
figure:

FIGURA 1: Espressione delle isoformecd e o3 della pompa sodio potassio netle cellule umane
USTMG, ed effetti del trattamento con oleandrina sulla vitalita ¢ migrazione cettulare,

A, analisi mediante PCR semi-guantitativa, defl’ espressione degli mRNA delle subunitacel e o3
defla pompa sodio potassio; B, istogramma refativo al numero di cellule US7TMG vitalt a tempi
diversi di somnuinistrazione i dosi crescenti di oleandrina {Ole), rispetlo al controlio ( cellule
non trattate C) =4 €, istogramma relativo all"indice chemotattico delle US7MG, in risposta a
stimolazione con CXCLI2 { 30ngmi) ed EGEF (100 ng/mi), in presenza o meno di dost crescenti
di oleandring (n=4), 1 dati sono espressi come media + S EM. Analist statistica One-Way

ANOVA ¥ p<0.05 ¥¥p< 0.001.

FIGURA 2: Analisi dei volumi tumorali in topt impiantati con cellule URTMG, o GL261, trattati
o meno con oleandring. A, istogramma dei volumi tumorali misurati in topt SCID, moculati con
celiule di glioblastoma umane USTMG, non trattati {V, n=4) o trattati con oleandring 0.03 (n=4)
o 0.3 mgdkg (n=4). B, pannelo di sinistra, istogramma det volumi tumorali in topi normali, “wild~
type™ {(wi) inoculati con celule di gliohlastoma nwring GL261 non trattati (V, 1=5) 0 trattati con
oleandrina 0.03 (n=5) 0 0.3 mg'kg (n=9): pannelio di destra, curva di sopravvivenza espressa in
giorni, dei topi wt inoculati con le GLIGT trattati 0 meno con oleandrina(0.3 milligrammi/Kg). 1
dati sono espressi come media + 3.E.M. Analisi statistica: Student T-test, ® p= 0.05, **p< 0.01

(A, B): Kaplan-Meter test *¥p<0.01.

FIGURA 3: Espressione delle isoformea! ¢ «3 della pompa sodio potassio nelle cellule

murineGL261, ed effettd del trattamento con oleandrina sulla vitalita ¢ migrazione celiulare,
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A, analisi mediante PCR semiquantitativa, dell’espressione ghi mRNA delle subunitacl e o3
della pompa sodio potassio; B, islogramma relativo al numero di ceftule di glioblastoma G1L.261
vitali a tempi diversi di somministrazione di dost crescenti di oleandrina (Ole) n=4; C,
istogramma relativo alindice chemotattico delle GL261, in risposta a stimolazione con CXCL12
{30ng/ml) ed EGF (100 ng/ml), in presenza o mene di dost crescentt di oleandring (n=4), [ dat

sone espressi come media + S.E.M. Analist statistica One-Way ANOVA ¥ p<0.035 ¥¥p<L .01,

FIGURA 4 Espressione della proteina BDNF. Analisi mediante BLISA del’espressione di
BDNF nelf'emislero controlaterale (C) e ipsilaterale (13 di topt wi non trattati{C) (n= 6) o trattati
cont Oleandrina (ne= 4) dopo 17 glornt dallinoculo delie GL261. 1 dati seno espresst come media

+ S EM. Analisi statistica mediante One Way ANOVA ¥ p<(1.03.

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELIVINVENZIONE

MATERIALI E METODI

Analist dellespressione degli mRNA mediante PCR

L' RNA totale & stato estratto dalle ceftule in coltura (in DMEM, GIBCO # 10366-016) di GBM
umano, USTMG (ATCC, #HTB-14), e murine GL261 {DCTD TUMOR REPOSITARY, NCIL
Maryland) 300 nanogrammi di gquesto RNA sono stati retrotranseritti in ¢cDNA, che € stalo poi
usato per Pamplificazione mediante teenica di r PCR det traseritti specifict per la sub unita atfal,
atfald della pompa sodio-potassio unana e murnina.. La reazione di PCR @ la seguente: i1 DNA ¢
denaturate per 2 minuti @ 94°C ¢ e sequenze vengono amplificate per 35 cicli a 60°C per 35
secondi, seguito da una fase di estensione finale a 72°C per 10 minuti. 1} prodotto amplificato &

fatto correre per elettroforesi su un gel di agarosio alla concentrazione di 2%,

Analisi di sopravvivenza in vifro

Per verificare fa vitalita delle cellule di glioblatoma umane US7MG ¢ murine GL261 esposte ¢
Oleandrina {Sigma #06069), Ie cellule sono slate piastrate (12X10%) su un apposito supporto in
plastre per colture cellulari in terrenc di coltura DMEM contenente ¢ meno dosi diverse di
oleandrina (0.3, 3 ¢ 30 M) Dopo 3. 8 20 ¢ 40 ore e cellule vive sono state contate
all'emocitometro. Nelle figure, 1 dati sono espresst come % di cellule sopravvissute, prendendo

come 100% in numero di cellule vitali net campiont non trattati con oleandrina.

Chemiotassi
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Per verificare se Poleandring riduce la migrazione delle cellule tumorali umane /o murine in
risposta a specifici stimoli chemiotattici, le cellule sono state piastrate (10X 107 URTMG, 40X 107
GL261)in una camerelta su una membrana con pori farghi 8 um, in terreno DMEM. Nello
compartimento inferiore della cameretta viene aggiunta fa CXCL12 (50ng/mi, Peprotech, #300-
28) o ¥ EGF (100 ng/ml, Gibco #PHCT074) o solamente a soluzione salinag come controlo, Le
cellule sono lasciate migrate per 3-24 h ore attraverso 1 pori della membrana. Al termine det
tempo, I cellule che non hanne migrato vengono lavate via, mentre guelle che hanno migrato
sono colorate con uno specifico colorante blu e contale al microscopio (almeno 20 campi con

mgrandimento 20x).

Inoculo intracranico di cellule di glioblastoma umane (US7MG) e murine (GL261)

In topi maschi di 8 settimane, dal peso di circa 22 gr { topi SCID per inoculo di USTMG, ¢ topie
CS7BLG  per moecule d GL261, Charles River Laboratory), sono  state  inoculate
mtracerebralmente netlo striato una sospensione cetulare di cetlule di ghoblastoma (USTMG
SX10%: GL261 100X10% )y con una siringa (Hamylion) ad un fosso di 1l al minuto, a 3 mm di
profondita, L'oleandring € stata somministrata dope 10 giorni dall'inceuto, alle dosi d1 6.03 0 0.3
mg/kg con iniezioni intraperitoneali (1p.), glornalmente, per 7 giorni al termine dei quali i topi
sano statt sacrificati ¢ analizzati. Conwe gruppo di controtlo seno stati utitizzatt maschi che hanno
la stessa etd e che subiscono e stesse procedure chirurgiche, ma trattati untcamente con i solvente

(PBS GIBCO # 10010023} in cut & disciolta Poleandrina,

Vahlutazione del volume tumorale

Per valutare Pestenstone della massa tumorale, dopo 17 giorni dalf'inoculo detle cellule tumoralt
USTMG o GL261, 1 topi trattali con oleandrina o con # solo veicolo (controflo), sono stati
sacriticati, it loro cervello rimosso ¢ trattato per ottenere delle fettine sertali di 20 micron d
spessore, che vengono collezionate ad intervalll di 100 micron, ¢ sottoposte a colorazione
istologica con 1 colorantt ematossiling ed cosina. La massa tumorale presenta una colorazione
viola rispelto al tessuto sano, che risulta invece di colore rosa chiaro. La delerminazione della
niassa del tumore viene calcolate via software (Image Tool Software) attraverso Pintegrazione

delle aree tumorali,

Analisi di sopravvivenza in vive
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Dopo Pinoculo intra-striatale delle celtule di ghioma murine GL261, i topt sono monitorati
giornaimente. 1 punto finale ¢ stato definito dalla perdita & attivita fisica o dalla morte. La

probabilita di sopravvivenza € stata calcolata vsando # metodo Kaplan-Meier.

Misarazione di BDNF

Al diciassettesimo giorno dope U'inoculo delle cellule tumorali murine GL261, ¢ quindi al settimo
giorno di trattamento con oleandrina (0.3 mg/kg), sono state estratte e proteine dalf'emisfero
ipsitaterale (tumorale) e contro laterale (primo di tumore) dei lopi e i livello &t BNDF ¢ stato
misurato mediante teeniche ELISA, ntitizzando un kit ELISA (Promega # G7610) specifico per
it BDNF.

RISULTATI

La Fig. 1A mostra che e cellule di glioblastoma umance, in particolare la hnea celtylare USTMG,
sovracsprimono Pisaforma alfa 3della pompa sodio-potassic, a cul si lega selettivamente
Foleandrina, rispetto all’isoforma atfal, che non lega Poleandrina (Fig. 1A)

Per valutare Pefferte delf'oleandring sulla vitalita delle cellule USTMG, cellule in coltura sono
state trattate per tempi diverst con diverse dost di oleandrina {0.03-3-300M). Dopo i trattamento
st ¢ valutata fa vitalith delle USTMG mediante colorazione con yn colorante specifico che rende
blu sofo i nuclei delle cellude vive: 1 dati ottenuti dimostrano che oleandrina riduce drasticamente
ta vitalitd delle LISTMG (Fig. 1B). lnoltre & stata analizzata la capacita delle cellule di migrare in
risposta ad uno stimolo chemotattico {CXCL12 o EGF ¢ si & evidenziale che Poleandrina ¢ in
grado di intbire § movimento di queste cellule con un effetio dose dipendente, Fig. 1C.

Per verificare Pefletto in vive dell'oleandrina sulle cellule di ghioblastoma, cellule di ghoblastoma
umano US7MG, sono state impiantate, , mediante iniezione intracranica, nello striato di topt
aleunt lopt Poleandrina ¢ slata somministrala cronicamente, con guotidiane imezioni
mtraperitoneal, a partir ¢ dal decinm gioro successivo all'impiante delle cellule tumorali, per
un lotale di 7 giomni di trattamento. 8t € scelto di iniziare # tattamento dopo 10 giornt dalt®
impianto delle cellule tumorali, per mimare guanto avviene nei pazienti, in cui i trattamenti
farmacologict intziane dopo che i tumore ¢ stato diagnosticato. 11 giorno dopo ultima
somministrazione di oleandrina, i topt sono stati sacrificati, i loro cervelio rimosso ¢ trattato per
ottenere delle fettine sertalt di 20 micron di spessore collezionate ad intervatli di 100 micron. La

determinazione del volume tumorale ¢ stata fatta mediante colorazione istologica (ematossilina
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ed eosing) delle fettine di cervello: la massa tumorale risulta di una colorazione pit scura rispetlto
il restante tessuto sano, 1 volume tumorale viene caleolato via software.

1 dati sperimentalt hanno dimostrato che la somministrazione intraperitoneale di oleandrina alla
concentrazione di 0.3 milligrammi‘kg ¢ in grade di ridurre significativamente i1 volume del
gliobiastoma {di circa il 70%), rispetto al volume misurato net topt in cu € stato somnunistrato
solo {a soluzione salina (Fig. 24).

Dal momento che le ceflule del sistema immunitaric contribuiscono alla determinazione del
microambiente tumorale che facilita la progressione ¢ lo sviluppo del glioblastoma, sono stati
effettuati esperinmenti in topt normali CS7BLG6 (provvisti del sistema immunttario), impiantati con
una finea di ghoblastoma murino, cellule GL261, e trattaii con oleandrina. Anche in questi topt
il trattamente con oleandrina ha ridotto significativamente i volume tumorale, rispetto a guelio
misurato net topi non trattati (Fig. 2B, pannelio di sinistra). [noltre sono staty fatld esperimenti per
valutare 1a curva di sopravvivenza degli animali a seguito dello sviluppo del glioblastoma, ¢ come
riportata in Fig. 2B (pannclio di destra), 1 risultati dimostrano che vi & un aumento significativo
{p=0.006) del tempo di sopravvivenza in lopt trattati con oleandring (343 giomni) rispetto ai topi
di controtle (2321 giomi),

La Fig. 3A mostra che nelle cellule murine GL261 non vi & la sovra-espressione dell’isotorma
alfa3 della pompa sodio-potassio rispette Pisoformaaifal, (contrariamente ¢ quanto avviene nelle
cellule umane US7MG). Inoltre, le cellule GL261 non muoiono né riducono ia loro capacita
nigratoria quando trattate con oleandring (Fig, 3B, C)

Da questi dati, & possibile ipotizzare che gli effetti protettivi dell’ oleandrina in questo modelio
sperimentale verosimiimente passano per una modulazione del microambiente tumorale.

Inoltre, ¢ stato dimostrate che a sovra~-produzione di BDNF pud avere effettt sul microambiente
tumorale contribuendo alla riduzione dello sviluppe del GBM (Garofalo et al. 2015). Pertanto
nela presente invenzione sono stati misurati  ivellt di espressione di BDNF nel cervello det top
impiantati con GL261 e tratlati o meno con oleandrina. Come riportato in Fig. 4,net topi rattati

con oleandring vi ¢ una sovra-produzione di BDNF rigpetta a guetti non trattati,
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RIVENIMCAZIONI

I~ Qleandrina per uso nel trattamento efo fa prevenzione di un tumore cerebrale.

2- Oleandring per use secondo b rivendicazione 1 in cut i tumore cerebrale ¢ un ghioma,

3~ (Heandrina per uso secondo la rivendicazione 2 in cui i ghoma & scelto nel gruppo
consistente i ghoblastoma,  astrocitoma  anaplastico,  astrocitoma diffuse,
astrocitomapilocitico, oligodendroghioma, ependimoma.

4- Oleandrina per uso secondo la rivendicazione 1 i cui i tumore cercbrale ¢
medulioblastoma o meningioma.

5~ Oleandrina per uso secondo una qualsiasi rivendicazione da 1 & 4 incui il tumore cerebrale
& printario o secondario.

6- Oleandrina per uso secondo una qualsiasi rivendicazione da | a 3 in cui iHtumore cerebrale
¢ primario,

¥

7 Oleandrina per uso secondo la rivendicazione da 1 a 6 in combinazione con un ulteriore

trattamento antituntorale ¢/o terapeutico.

>

8

3

(Oleandrina per uso secondoe la rivendicazione 7 in cut i trattamento anti-tumorale & scelto

nel gruppo consistente it radioterapia, chemioterapia.

1

9~ (Heandrina per uso secondo fa rivendicazione § in cut fa chemioterapia € scelta nel gruppo

consistente in: agenti alchilanti, antimetaboliti, antibiotict cilolossict ¢ correlati,

antimitotic: di  origine natyrale, terapic murate, ormont ¢ antagonisti  ormonali,

modificatori biologict di risposta e agenti vari.

10- Ofcandrina per usa secondoe la rivendicazione 9 in cut fa chemicterapia & la temozolonide.

11~ Oleandrina per uso secondo ia rvendicazione 9 in cui il trattamento terapeutico € scelto
nel gruppoe consistente in: agente antiinframmatorio, agente antidolorifice, agente
antiemetico.

12- Composizione farmaceutica comprendente oleandrina per use nel trattamente e/o fa
prevenzione di un tumore cerebrale.

13- Composizione per uso secondo la rivendicazione 12 comprendente ulleriormente un

agente antitumoerale ¢/o terapeutice.
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