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EFFETTI ANTILEUCEMICI DI DUE STILBENI :
IDENTIFICATI IN UVE PROVENIENTI DA VIGNETI
AFFETTI DA PERONOSPORA E Botrytis cinerea

Manlio TOLOMEO!, Stefania GRIMAUDO!, Antonietta DI CRISTINA!, M. Rosaria PIPITONE!,
M. Gabriella BARBAGALLO?, Lucia CROSTAS, Francesca GRIPP, Nicola GEBBIAS.

I Divisione di Ematologia, Policlinico, Palermo PA, 1. MT4539@policlinico.pa.it

2 Dipartimento di Colture Arboree, Universita di Palermo PA, L mgbarbag @unipa.it

3 Consorzio di Ricerca sul Rischio Biologico in Agricoltura (Co.Ri.Bi.A.), Palermo PA, L
nicolagebbia@unipa.it

Parole chiave: stilbeni, leucemie, antitumorali, apoptosi.
Key words: stilbenes, leukemia, anticancer, apoptosis.

1. INTRODUZIONE

Gli effetti benefici del vino rosso sulla salute umana sono stati ampiamente studiati
soprattutto a partire dagli anni 1970-80 quando si ripresero in esame, confermandole, le
osservazioni pubblicate nel 1933 dal Dougnac, che aveva notato come la popolazione di
determinate regioni della Francia dove vi era un alto consumo di vino rosso presentasse
una bassa incidenza di malattie cardiovascolari (Masquelier, 1987), nonostante 1’elevato
consumo di grassi animali (paradosso francese).

Successivamente si dimostro che 1’effetto protettivo nei confronti di malattie
cardiovascolari era dovuto alla presenza nella buccia degli acini d’uva e nel vino rosso
di uno stilbene naturale chiamato trans-resveratrolo (Fremont, 2000). Questo
composto risultd possedere anche: attivitd chemiopreventiva (Jang er al., 1997; Vitrac
et al., 2003) ed una spiccata attivita antiproliferativa nei confronti di cellule tumorali
(Schneider et al., 2000).

Recentemente abbiamo osservato che il resveratrolo ha un’attivita inibente del
50 % (IC50) sulla crescita di linee cellulari leucemiche e di linfoma di circa 5uM
(Roberti et al., 2003). Tuttavia ¢ noto che I’attivita antitumorale della maggior parte dei
farmaci chemioterapici € legata al fatto che essi sono in grado di attivare nelle cellule
tumorali I’apoptosi o0 morte cellulare programmata, un fenomeno ATP-dipendente che
coinvolge una serie di proteine cellulari. Sebbene in letteratura sia riportato che il
resveratrolo € un induttore di apoptosi (Huang er al., 1999), noi abbiamo osservato che la
concentrazione utile di resveratrolo per indurre I’apoptosi nel 50 % di cellule leucemiche
¢ circa 10 volte superiore alla IC50 (Roberti er al., 2003). Quindi il resveratrolo non
puo essere considerato un potente agente pro-apoptotico. Inoltre il resveratrolo non &
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attivo su leucemie resistenti ai comuni farmaci chemioterapici, come le leucemie che
esprimono la P-glicoproteina o il gene anti-apoptotico Ber-Abl. Questo ci ha indotti a
studiare altri stilbeni presenti nelle uve e quindi nel vino rosso.

Recentemente abbiamo osservato che alcuni vigneti siciliani producono uve ricche
di piceatannolo, uno stilbene non presente in uve di altre regioni d’Italia (Gebbia
et al., 2003). Questo stilbene si differenzia dal resveratrolo perché presenta un gruppo
idrossilico in piit nello scheletro stilbenico (fig. 1). Dati di letteratura dimostrano che il
piceatannolo & pid attivo del resveratrolo specialmente su cellule prelevate direttamente
da pazienti leucemici (Wieder et al., 2001). Si & quindi ritenuto utile prendere in
considerazione gli effetti citotossici di altri due stilbeni naturali, lo pterostilbene e il
3’-idrossipterostilbene (fig. 1), su diverse linee cellulari e si ¢ dimostrato come essi
siano attivi in cellule leucemiche resistenti all’apoptosi indotta dai comuni agenti
antitumorali ed in grado di sinergizzare con i pill recenti farmaci antileucemici come
I’imatinib mesilato. Purtroppo questi due composti sono piuttosto rari, avendoli noi
riscontrati solo in due vitigni affetti da peronospora e muffa grigia (Borrytis cinerea).
Tuttavia, il fatto stesso che essi possono essere presenti indica che I’acino d’uva & in
grado di sintetizzarli e suggerisce che pud essere portata avanti una ricerca di
metodologie atte ad incrementare i livellj di questi stilbeni nelle uve.

2. MATERIALI E METODI

In questo studio sono state usate 5 diverse linee cellulari: HL60 e K562 (leucemia
mieloide umana); HUT78 (Linfoma T umano); HL60-ADR e K562-ADR (linee cellular
di leucemia mieloide farmaco-resistenti che esprimono la P-glicoproteina e quindi il
fenotipo multidrug resistant-MDR). Le HL60-ADR e K562-ADR sono state selezionate
dopo continua esposizione a concentrazioni crescenti di daunorubicina e adramicina
rispettivamente. Queste linee cellulari erano fatte crescere in un terreno di coltura
costituito da RPMI 1640 (Gibco Grand Island, NY, USA) contenente il 10 % di siero
bovino fetale (Gibco), 100 U/mL di penicillina (Gibco) e 100 ug/mL di streptomicina
(Gibco) e 2mM di L-Glutammina (Sigma Chemical Co, St Louis. MO, US.A), a37°C
col 5 % di CO,. Per valutare il numero di cellule neoplastiche vive e morte, prima e dopo
trattamento, le cellule sono state colorate con Tripan Blue e contate mediante emocitometro.

Per determinare I’attivita antiproliferativa cellulare delle sostanze utilizzate
venivano preparate sospensioni di 2x105 cellule in 1 mL di terreno completo e trattate
con differenti concentrazioni di ciascuna sostanza. Dopo 48 h di incubazione, il numero
di cellule vitali & stato determinato ed €spresso come percentuale del numero di cellule
vitali del testimone non trattato. La capacita degli stilbeni analizzati di indurre apoptosi
€ necrosi ¢ stata valutata morfologicamente e mediante citometria a flusso dopo
colorazione con annessina V. L’attivita antiproliferativa e apoptotica veniva espressa
rispettivamente come 1C50 (cioé la concentrazione de] farmaco che & capace di inibire
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la crescita cellulare del 50 %) e come AC50 (cio¢ la concentrazione del farmaco che &
_capace di indurre apoptosi nel 50 % delle cellule). '

30H

Resveratrolo

Pterostilbene 3’-idrossipterostilbene

Fig. 1 - Struttura chimica del trans-resveratrolo, del piceatannolo, dello pterostilbene e del
3’-idrossipterostilbene.

E stata inoltre eseguita un’analisi clonogenica per la valutazione del numero di
UFC-GM (unita formanti colonie granuloeito-macrofagiche) al fine di valutare gli
effetti citotossici degli stilbeni naturali sulle cellule staminali emopoietiche. In questo test,
1x103 cellule di midollo emopoietico normale erano Sospese in un terreno costituito da
MEM (Gibco) contenente 0,9 % di metilcellulosa (Sigma), 30 % di FCS (fetal calf
serum-Gibco), 104 M dj beta-mercaptoetanolo (Sigma) e 5 % di PHA-LCM (phyto-
hemagglutinin - leukocyte conditioned medium). Dopo 7 giorni di incubazione in
un’atmosfera contenente COz al 5 % e a 37 °C venivano contate le CFU-GM sia nei
pozzetti non trattati che in quelli trattati con gli stilbeni. Per ogni stilbene sono state
studiate le modificazioni indotte sul ciclo cellulare dopo 24 ore di trattamento mediante
citofluorimetria dopo colorazione con ioduro di propidio. Gli stilbeni saggiati in

questo studio sono stati forniti dal Dipartimento di Chimica Farmaceutica
dell’Universita di Bologna.
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3. RISULTATI

I valori di IC50 e AC50 dello pterostilbene e del 3’-idrossipterostilbene nelle cellule
sensibili HL60 e HUT?78 e nelle cellule resistenti K562, HL60-R e K562-ADR sono
'stati messi a confronto con gli stilbeni naturali piu noti quali il trans-resveratrolo e il
piceatannolo (tabb. 1 e 2).

Tab. 1 - Valori espressi in #M, dell’IC50 e AC50 (cioé delle concentrazioni capaci rispettivamente
di inibire del 50 % la crescita cellulare e di Indurre apoptosi nel 50 % delle cellule) del
trans-resveratrolo, del piceatannolo, dello pterostilbene e del 3’-idrossipterostilbene
nelle cellule sensibili HL60 e HUT7S.

Composti HL-60 HUT78 j
IC50 AC50 IC50 AC50
Trans-resveratrolo 5+2 506 42+6 68 +8
Piceatannolo 10£3 42+5 20+6 47+ 6
Pterostilbene 35+7 755 24+3 98 + 10
‘gidrossipterosﬁlbene 0,8+0,1 1£02 0,6 + 0,08 0,7 0,04

Tab. 2 - Valori espressi in 1M, dell’IC50 ¢ AC50 di trans-resveratrolo, piceatannolo, pterostilbene
€ 3’-idrossilpterostilbene nelle cellule resistent; all’apoptosi K562 (esprimenti Ber-Abl)
e nelle cellule MDR HL60-R e K562-ADR.

’Emposti K562 HL60-R K562-ADR

IC50 AC50 IC50 AC50 IC50 AC50
Trans-resveratrolo 286 230 = 11 60+6 >300 123 £ 12 >300
Piceatannolo 22x4 220+ 8 507 >300 126 + 8 >300
Pterostilbene 10+3 45+7 40+3 8511 12+2 50x4
J’-idrossipterostilbene | 0,8 + 005 302 09=+0,1 5204 1.2+0,1 | 3,5+02 |

Lo pterostilbene non era particolarmente attivo nella linea cellulare di leucemia
mieloide acuta HL60 e nella linea cellulare di linfoma a T cellule HUT?7S, entrambe

-~ sensibili ai comuni agenti chemioterapici antitumorali; tuttavia esso era pit attivo del
trans-resveratrolo e del piceatannolo nelle linee resistenti K562, HL60- R e K562-ADR.
Piu interessanti risultano essere le proprieta del 3’-idrossiderivato. Questo composto,

dai nostri studi, & risultato da 50 a 97 volte pili attivo del trans-resveratrolo in cellule
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leucemiche e di linfoma e marcatamente pi attivo dello pterostilbene nelle cellule
esprimenti il fenotipo MDR o in cellule esprimenti I"oncogene Ber-Abl. Di particolare
interesse risulta I'attivita del 3’-idrossipterostilbene sulle cellule K562-ADR, una linea
cellulare che esprime sia il fenotipo MDR che I’oncogene Ber-Abl e che & resistente
all’apoptosi indotta dalla maggior parte di farmaci chemioterapici incluso I'imatinib
mesilato (Glivec).

Lo pterostilbene e il 3’-idrossipterostilbene differiscono dal trans-resveratrolo e dal
piceatannolo non solo per la diversa attivita citotossica nelle cellule sensibili e resistent,
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Fig. 2 - Attivita apoptotica dell’imatinib (0,2 xM), dello pterostilbene (10 uM), del 3’-idrossi-
pterostilbene (1 M), dell’associazione imatinib (0,2 M) + pterostilbene (10 uM) e
dell"associazione imatinib (0,2 #M) + 3"-idrossipterostilbene (1 xM) sulle cellule K562.
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ma anche per i loro diversj effetti sul ciclo cellulare. Infatti, il trans-resveratrolo e il
piceatannolo causano un reclutamento in fase S, il 3-idrossipterostilbene in fase M,
mentre lo pterostilbene nop modificava sostanzialmente ]a distribuzione delle cellule
nel ciclo cellulare.

sinergico tra i suddetti stilbeni e 1'imatinib mesilato (Gleevec) che & attualmente ]
farmaco di scelta per il trattamento di leucemje Ber-Abl positive. T nostr dati hanno

pill sommatorio che sinergico (fig. 2).

Abbiamo quindi valutato se lo pterostilbene e i] 3’-idrossipterostilbene possedevano
attivita citotossica nei confronti di cellule emopoietiche normali mediante test clonogenico,
valutando in vitro il numero di unitd formanti colonje granulocito-macrofagiche
(CFU-GM) dopo trattamento con clascuno stilbepe. Abbiamo osservato che j due
composti erano circa 10 volte meno tossici sulle cellule emopoietiche normalj rispetto
alle cellule leucemiche HI60.

4. DISCUSSIONE

piceatannolo.

In particolare, |a caratteristica che emerge ¢ la loro spiccata attivita citotossica in
cellule leucemiche resistenti al comuni farmaci chemioterapici e in particolare in cellule
che esprimono I"oncogene antiapoptotico Ber-Ap] (McGahon er al., 1994; McGahon
eral.. 1997). Questo suggerisce una loro possibile applicazione come Sostanze naturalj
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isolato da uve provenienti da vigneti affettj da peronospora e Botrytis cinerea due stilbenj pit
rari, lo pterostilbene e la sua forma 3’-idrossilata. A differenza del rans-resveratrolo e del
piceatannolo, questi stilbeni erano in grado di indurre apoptosi nelle cellule leucemiche

¢ pterostilbene potrebbe essere una terapia efficace per il trattamento di leucemie esprimenti
"oncogene Ber-Ab.

ANTILEUKEMIC EFFECTS OF TWO STILBENES ISOLATED IN GRAPES OF
VINEYARDS AFFECTED BY DOWNY MILDEW AND Botrytis cinerea

Abstract

stilbenes was resveratrol, a phytoalexin present in grapes and other Joods, which is capable of
acting as a cancer chemopreventive and Cytotoxic agent. Recently, we isolated Jrom grapes of
vineyards affected by downy mildew ahd Botrytis cinerea o stilbenes, the perostilbene and its
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