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L'ivermectina combinata con la metioninasi :
ricombinante (rMETase) eradica sinergicamente 0//
le cellule del cancro al pancreas MiaPaCa-2
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Astratto.Contesto/Obiettivo: L'ivermectina é stata inizialmente
utilizzata come farmaco veterinario, dimostrando efficacia contro
diversi parassiti. Il cancro al pancreas é attualmente una delle malattie
piu recalcitranti. Lo scopo del presente studio era dimostrare la sinergia
della combinazione di metioninasi ricombinante (rMETase) e
ivermectina per eradicare le cellule tumorali pancreatiche umane in
vitro. Materiali e metodi: Le cellule tumorali pancreatiche umane
MiaPaCa-2 sono state coltivate in terreno di coltura di Eagle modificato
di Dulbecco (DMEM) con l'aggiunta del 10% di siero bovino fetale e 1 Ul/
ml di penicillina/streptomicina. La riduzione della vitalita cellulare da
parte di rMETase da sola e ivermectina da sola e la loro combinazione
sulle cellule MiaPaCa-2 é stata determinata con il reagente WST. Quattro
gruppi sperimentali sono stati esaminati in vitro: gruppo di controllo
senza trattamento, ivermectina da sola; rMETase da sola, ivermectina in
combinazione con rMETase. Risultati: L'ICsodi ivermectina per le cellule
MiaPaCa-2 era di 5,9 uM. L'IC50di rMETasi sulle cellule MiaPaCa-2 era di
2,93 U/ml. L'ivermectina (5,9 uM) pit rMETasi (2,93 U/ml) hanno ridotto

sinergicamente la vitalita delle cellule MiaPaCa-2,
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rispetto alla sola ivermectina (riduzione dell'80% vs. riduzione del 45%,
rispettivamente p<0,05). Conclusione: la combinazione di ivermectina e
rMETase ha eradicato efficacemente le cellule tumorali pancreatiche
MiaPaCa-2. I risultati attuali indicano il potenziale clinico futuro della
combinazione di rMETase, attualmente somministrata per via orale ai
pazienti come integratore alimentare, e ivermectina orale nel carcinoma

pancreatico.

L'ivermectina € stata inizialmente utilizzata come farmaco
veterinario e si & dimostrata altamente efficace contro diversi
parassiti, tra cui ascaridi gastrointestinali, vermi polmonari e acari
(1). Il premio Nobel & stato assegnato a Satoshi Omura e William C.
Campbell nel 2015 per I'ivermectina come nuova terapia contro i
parassiti degli ascaridi (1). L'ivermectina induce l'arresto del ciclo
cellulare e I'apoptosi nelle cellule HelLa attraverso una via
mitocondriale (2). L'ivermectina ha inoltre dimostrato efficacia
antitumorale contro il cancro del colon, il cancro al seno, il cancro
ovarico, il melanoma e la leucemia in studi preclinici (3).

La dipendenza da metionina nel cancro, nota anche come
effetto Hoffman, & un segno distintivo fondamentale e generale del
cancro (4). Numerosi studi hanno dimostrato che la metioninasi
ricombinante (rMETasi), il terreno privo di metionina o una dieta a
basso contenuto di metionina sono sinergici con la chemioterapia
per tutti i principali tipi di cancro, sia in studi preclinici che in clinica
(5-24). Recentemente abbiamo dimostrato che la combinazione di
rMETasi con farmaci chemioterapici puo invertire sinergicamente la
resistenza delle cellule tumorali a farmaci come eribulina,
trabectedina, docetaxel e doxorubicina (5, 12-13, 15, 16).

Il cancro al pancreas € uno dei tumori piu difficili da trattare al
mondo, altamente aggressivo e con una prognosi infausta. Terapie
mirate, come gli inibitori di KRAS, sono state valutate in modelli
preclinici e studi clinici di fase iniziale per il cancro al pancreas (25).
Gli inibitori dei checkpoint immunitari e le terapie con cellule CAR-T
sono stati testati su cellule tumorali del pancreas (26).
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Figura 1.CIRCUITO INTEGRATO50determinazione di ivermectina e metioninasi ricombinante (rMETase) su cellule di cancro pancreatico MiaPaCa-2. (A) IC50di ivermectina sulle
cellule MiaPaCa-2. (B) IC50di rMETasi sulle cellule MiaPaCa-2.
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Tuttavia, il cancro al pancreas rimane recalcitrante, con un alto
tasso di mortalita e opzioni limitate, in particolare per gli stadi
avanzati (27). Un recente studio clinico sul cancro al pancreas
metastatico ha dimostrato che FOLFOX-6 (oxaliplatino, leucovorina
e 5-fluorouracile), aggiunto alla terapia standard di nab-paclitaxel
pit gemcitabina, ha aumentato la sopravvivenza globale mediana a
13,2 mesi rispetto ai 9,7 mesi con la terapia standard. Tuttavia, la
tossicita del trattamento & stata maggiore con il nuovo regime (28).
Pertanto, vi € un bisogno critico per lo sviluppo di nuove strategie
terapeutiche che offrano maggiore efficacia e sicurezza, poiché la
maggior parte dei trattamenti attuali & associata a significativi
effetti avversi e risultati a lungo termine limitati.

Lo scopo del presente studio era dimostrare la sinergia della
combinazione di rMETase e ivermectina sulle cellule tumorali
pancreatiche umane,in vitro,come nuovo paradigma per il
trattamento del cancro al pancreas.

Materiali e metodi

Coltura cellulare.Le cellule tumorali pancreatiche MiaPaCa-2 sono state ottenute
dall'’American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA). Le cellule
MiaPaCa-2 sono state coltivate in terreno di coltura Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) con l'aggiunta di siero bovino fetale (FBS) al 10% e 1 UI/ml di
penicillina/streptomicina (10-013-CV; Corning, Corning, NY, USA).

Reagentil'ivermectina € stata ottenuta da MedChemExpress (Monmouth
Junction, NJ, USA). La metioninasi ricombinante (rMETase) & stata prodotta da
AntiCancer Inc. come precedentemente descritto (29).

Test di sensibilita al farmaco 1: Determinazione della ICsodi ivermectina e
rMETasi sul pancreas MiaPaCa-2-cellule cancerose in vitro.La vitalita cellulare
€ stata determinata con il reagente WST-8 (Dojindo Laboratory, Kumamoto,
Giappone). Le cellule MiaPaCa-2 sono state coltivate in piastre da 96 pozzetti,
con 3x103cellule per pozzetto, in DMEM (100 pl per pozzetto). rMETasi (da 0,5
U/ml a 8 U/ml) o ivermectina (da 5 uM a 80 pM) sono state aggiunte alle
cellule per 72 ore. Al termine del periodo di coltura, 10 pl della soluzione
WST-8 sono stati aggiunti a ciascun pozzetto. Successivamente, la piastra &
stata incubata per 1 ora a 37°C. L'assorbimento e stato misurato a 450 nm
con un lettore di micropiastre (SUNRISE: TECAN, Mannedorf, Svizzera), che
indica il numero di cellule vitali. Microsoft Excel per Mac 2016 versione 15.52
(Microsoft, Redmond, WA, USA) e stato utilizzato per generare le curve di
sensibilita al farmaco. Image] versione 1.53k (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) e stato utilizzato per determinare le concentrazioni
inibitorie semi-massimali (IC50).50) valori. Ogni esperimento & stato condotto
due volte in triplicato.

Test di sensibilita al farmaco 2: determinazione della sinergia di ivermectina e
rMETasi sulle cellule di cancro al pancreas MiaPaCa-2.Le cellule MiaPaCa-2 sono
state seminate in piastre da 96 pozzetti a una densita di 3x10° cellule per pozzetto.
Le cellule sono state trattate come segue 24 ore dopo: Controllo (DMEM);
ivermectina da sola (5,9 pM [IC5050]); rMETasi da sola (2,93 U/ml [IC50]); ivermectina
(5,9 UM [IC50]) piti rMETase (2,93 U/ml [IC50]). La vitalita delle cellule € stata valutata
72 ore dopo, come descritto sopra.

Analisi statisticall software EZR (Jichi Medical University, Saitama,
Giappone) e stato utilizzato per le analisi statistiche (30). Un'analisi
Tukey-Kramer é stata utilizzata per analizzare la relazione tra variabili e
P-i valori <0,05 sono stati considerati statisticamente significativi.
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Figura 2.Efficacia della combinazione di ivermectina e metioninasi
ricombinante (rMETase) su cellule di carcinoma pancreatico MiaPaCa-2.
Controllo (DMEM); ivermectina (5,9 uM [IC5050per le cellule
MiaPaCa-2]); rMETasi (2,93 U/ml [ICsoper le cellule MiaPaCa-2]);
ivermectina (5,9 uM [ICsoper le cellule MiaPaCa-2]) piu rMETase (2,93 U/
ml [ICsoper le cellule MiaPaCa-2]).

Risultati

CIRCUITO INTEGRATOs50dli ivermectina da sola e rMETase da sola sulle
cellule del cancro pancreatico MiaPaCa-2.1l Clsoil valore di ivermectina
da sola sulle cellule MiaPaCa-2 era di 5,9 pM. L'ICsoper la sola rMETase
sulle cellule MiaPaCa-2 era pari a 2,93 U/ml (Figura 1).

Sinergia di rMETase piu ivermectina sulle cellule tumorali del
pancreas MiaPaCa-2.Rispetto alle cellule di controllo, il
trattamento con sola ivermectina ha ridotto la vitalita delle
cellule MiaPaCa-2 di circa il 54%, la sola rMETase ha ridotto la
vitalita delle cellule MiaPaCa-2 del 37% e la combinazione di
ivermectina (5,9 uM [ICs0]) pit rMETase (2,93 U/ml [ICs0]) ha
causato una riduzione significativamente maggiore della
vitalita delle cellule MiaPaCa-2, circa I'80% rispetto alla sola
ivermectina o alla sola rMETase, P<0,05 (Figura 2).

Discussione

Il cancro al pancreas € la quarta causa piu frequente di mortalita
per cancro a livello globale ed &€ uno dei tumori piu resistenti. Il
tasso di sopravvivenza a 5 anni é di circa il 10% a causa della
diagnosi tardiva, delle metastasi ricorrenti e delle limitate
alternative terapeutiche (31-34). Di conseguenza, & essenziale
identificare nuovi agenti chemioterapici e progettare strategie
terapeutiche efficaci.

L'ivermectina & un farmaco antiparassitario approvato dall'
Food and Drug Administration (FDA) statunitense per uso umano
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ed & ampiamente utilizzato negli animali (35). L'ivermectina ha
dimostrato efficacia contro il cancro al seno, il cancro
gastrointestinale, il cancro urologico, le neoplasie ematologiche, il
cancro dell'apparato riproduttivo, il glioma, il cancro polmonare e il
melanoma, nonché contro le cellule HelLa, in studi di laboratorio
(36). L'ivermectina inverte la resistenza multifarmaco, sopprime
I'angiogenesi e riduce la biogenesi mitocondriale (37).

La restrizione della metionina (MR) da parte della rMETasi provoca
I'arresto reversibile delle cellule tumorali nella fase tardiva S/G2fase del
ciclo cellulare in cui si verifica il danno al DNA (38). L'ivermectina induce
G1Arresto del ciclo di fase /S nelle cellule tumorali, che pud anche
causare danni al DNA (2, 39). Nel presente studio, la combinazione di
rMETasi e ivermectina ha mostrato un'efficacia sinergica contro le
cellule tumorali pancreatiche MiaPaCa-2.

La principale limitazione dello studio attuale & che & stato
eseguitoin vitro, utilizzando una singola linea cellulare. Sebbene
questa linea cellulare sia comunemente utilizzata nella ricerca sul
cancro al pancreas, basarsi su un singolo modello limita la
generalizzabilita dei nostri risultati, poiché i risultati potrebbero
variare tra diverse linee cellulari tumorali. Inoltre, i meccanismi
molecolari alla base dell'efficacia sinergica osservata non sono stati
esplorati nel presente studio, lasciando irrisolti interrogativi sui
percorsi e |le interazioni specifici responsabili dell'efficacia del
trattamento. Studi futuri dovrebbero includere una gamma piu
ampia di linee cellulari, indagare i meccanismi molecolari coinvolti
e includere valutazioni della tossicita per fornire una valutazione
pit completa del potenziale terapeutico e della sicurezza del
presente approccio.

Tuttavia i risultati attuali dimostrano il potenziale terapeutico
dell'ivermectina piu rMETase, come trattamento combinato per i
pazienti affetti da cancro al pancreas.

rMETase ¢ efficace perché agisce sul segno distintivo fondamentale
del cancro, la dipendenza da metionina (4, 38, 40-66).
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