STUDIO DELLA MODULAZIONE DELLA CITOTOSSICITÀ DELLE ANTRACICLINE DOPO FOTOATTIVAZIONE

Background
La chemioterapia rappresenta tuttora il trattamento standard per molti tipi di tumori (Luo et al., 2017). Tuttavia, la maggior parte dei farmaci chemioterapici tradizionali sono citotossici e agiscono eradicando le cellule che proliferano rapidamente, una caratteristica peculiare delle cellule tumorali, ma anche di molte cellule non trasformate. La chemioterapia richiede spesso dosi multiple per essere efficace, con conseguente aumento della tossicità sistemica e della resistenza ai farmaci (Luo et al., 2017). Queste limitazioni evidenziano la necessità di modalità di trattamento alternative e/o complementari. 
La terapia fotodinamica (PDT) è un approccio clinicamente approvato e minimamente invasivo utilizzato per trattare diversi tipi di cancro. Nella PDT, un composto con proprietà fotosensibilizzanti (fotosensibilizzatore, PS), una volta attivato dalla luce, genera specie reattive dell'ossigeno (ROS), responsabili della citotossicità nelle cellule tumorali (Dolmans et al., 2003; Shi et al., 2020). La PDT elimina direttamente le cellule tumorali, danneggia la vascolarizzazione del tumore e stimola l'immunità antitumorale (Dolmans et al., 2003; Luo et al., 2017; Shi et al., 2020).
La combinazione della PDT con agenti antitumorali (chemofototerapia, CPT) offre una strategia promettente per migliorare l'efficacia terapeutica in quanto promuove effetti antitumorali sinergici, migliorando così l'eradicazione del tumore e superando gli eventuali fenomeni di farmacoresistenza. Studi clinici hanno dimostrato che la CPT induce una risposta antitumorale superiore rispetto alla PDT o alla chemioterapia da sole. Tuttavia, la somministrazione simultanea del farmaco chemioterapico e del PS, necessaria nella CPT, presenta delle complessità a causa dei loro diversi profili farmacocinetici/farmacodinamici (Luo et al., 2017).
Le antracicline sono tra gli agenti chemioterapici più efficaci e impiegati oggi in terapia oncologica. Sono fluorescenti (Motlagh et al., 2016; Zakerhamidi et al., 2014), possono assorbire la luce nella regione visibile e possono favorire la reazione fotochimica (Lanks et al., 1994; Gao et al., 1997; Quintos-Meneses et al., 2020), aumentando la loro possibile applicazione anche come PS. Il loro duplice ruolo (chemioterapico e PS) nella CPT può consentire in linea teorica (i) un potenziamento degli effetti antitumorali del farmaco e (ii) una diminuzione della sua dose e, quindi, dei suoi effetti avversi correlati alla dose. Studi precedenti hanno già dimostrato il potenziamento della citotossicità della doxorubicina dopo irradiazione in cellule leucemiche, di tumore mammario e di tumore epidermoide (Greco et al., 2023). Inoltre, dati preliminari suggeriscono anche una maggiore citotossicità della daunorubicina e dell'epirubicina in cellule di tumore mammario.
Sulla base di questi risultati, il progetto mira a sfruttare le proprietà fotosensibilizzanti intrinseche delle antracicline, in modo che il farmaco chemioterapico agisca anche come PS, per migliorarne la citotossicità mediante irradiazione luminosa. Gli effetti combinati del trattamento fotodinamico e della citotossicità intrinseca delle antracicline saranno oggetto di approfondite ricerche.

Articolazione della ricerca
Dopo analisi della generazione di ROS da parte delle antracicline in seguito a irradiazione, realizzata dal gruppo del prof. Calvaresi, Dipartimento di Chimica Ciamician dell’Università di Bologna, la ricerca si articolerà in due fasi: 
1. ANALISI DEL POTENZIALE CITOTOSSICO DELLE ANTRACICLINE FOTOIRRADIATE SU LINEE TUMORALI UMANE
Il potenziale citotossico verrà indagato su linee cellulari di tumori solidi ed ematologici. Le diverse modalità di trattamento (chemioterapia/PDT) saranno testate singolarmente e in combinazione. Saranno testate diverse concentrazioni di farmaci, tempi di incubazione, tempi e modalità di irradiazione. Il potenziale citotossico dei diversi trattamenti sarà valutato mediante lettore di micropiastre e/o citometria a flusso. 
2. STUDIO DEL MECCANISMO DI MORTE CELLULARE DA ANTRACICLINE FOTOIRRADIATE SELEZIONATE
Successivamente, si procederà ad analizzare i meccanismi di morte cellulare innescati da antracicline selezionate. Diversi farmaci esercitano la loro attività antitumorale inducendo diversi tipi di morte cellulare nelle cellule tumorali. Le cellule tumorali saranno trattate con antracicline fotoattivate selezionate e sarà studiata l'induzione di varie forme canoniche (apoptosi) e non canoniche di morte cellulare programmata (PCD), come la ferroptosi e la necrosi (Figura 1a). Il meccanismo di morte cellulare sarà studiato attraverso un approccio sperimentale integrato che include l'uso di i) inibitori farmacologici delle vie non canoniche della PCD; ii) diversi test e tecniche quali microscopia a fluorescenza, citometria a flusso, test colorimetrici, fluorimetrici ed ELISA. 
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Figura 1: Overview dei percorsi di morte canonica e non canonica e della morte cellulare immunogenica (DC: dendritic cells).

Inoltre, si procederà a esplorare la capacità di antracicline selezionate di indurre morte cellulare immunogenica. La morte cellulare immunogenica è caratterizzata dal rilascio dalle cellule tumorali morenti di damage-associated molecular patterns (DAMPs), che sono in grado di stimolare le risposte immunitarie (Figura 1b) (Ruochan et al., 2025). Verrà, in particolare, valutato il rilascio di DAMP quali calreticulina, ATP e HMGB1 mediante lettore di micropiastre/citometria a flusso.

Risultati attesi 
- Identificare antracicline in grado di agire come PS in seguito a irradiazione luminosa
- Identificare la citotossicità delle antracicline fotoattivate in modelli tumorali e caratterizzare:
i) il percorso specifico di morte cellulare coinvolto nella loro attività fototossica
ii) il loro potenziale immunomodulatorio
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