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Introduzione  

Dopo le malattie cardiocircolatorie, il cancro è la seconda causa di morte nei Paesi 
dell’Unione Europea. In Italia il cancro è causa di circa il 30% del totale dei decessi.  

Secondo l’Organizzazione Mondiale della Sanità un terzo dei tumori potrebbe essere curato 
se diagnosticato precocemente e trattato con farmaci adeguati. Uno degli obbiettivi più 
importanti della ricerca oncologica è quello di individuare nuovi marcatori di diagnosi e/o di 
prognosi che consentano sia di diagnosticare precocemente la malattia, sia di comprenderne lo 
stadio di malignità. A questo scopo, adottando tra l’altro un approccio che per alcuni aspetti può 
definirsi “antico”, basato sulla osservazione al microscopio delle cellule tumorali sono stati 
riscontrati fenomeni piuttosto trascurati dalla oncologia sperimentale. Ciò ovviamente non si è 
limitato ad una semplice e veloce analisi della morfologia delle cellule in coltura; sono state 
accuratamente prese in considerazione le alterazioni morfo-fisiologiche indotte da pressioni 
selettive micro ambientali, paragonabili in qualche modo a quanto avviene nei tumori in vivo 
quali la scarsità di nutrienti dovuti a scarsa vascolarizzazione e le alterazioni del pH 
extracellulare. Il fenomeno che ha più colpito usando questo tipo di approccio è stata la elevata 
frequenza di fenomeni cannibalici. Il cannibalismo cellulare viene classicamente descritto come 
una cellula apparentemente intatta contenuta in un’altra più grande all’interno di un grosso 
vacuolo, che spinge il nucleo alla periferia della cellula, facendo assumere allo stesso una 
aspetto schiacciato “a semiluna o luna crescente” (1-2). Cellule con questo fenotipo sono state 
individuate in tumori di diversa origine e la presenza di queste cellule viene sempre correlata 
con una prognosi infausta (3-5). Nel nostro laboratorio (Dipartimento del Farmaco-Reparto 
Farmaci Antitumorali) abbiamo recentemente dimostrato che cellule di melanoma derivanti da 
lesioni metastatiche, ma non quelle derivanti da lesioni primarie, sono in grado di fagocitare 
cellule apoptotiche o materiale inerte, con un comportamento apparentemente simile a quello di 
fagociti professionisti quali i macrofagi, con i quali condividono il corredo enzimatico e i 
marker tipici della fagocitosi. Inoltre, analogamente a quanto osservabile negli eucarioti 
monocellulari quali le amebe, colture cellulari di melanoma metastatico sono anche in grado di 
di ingerire cellule vive, come i linfociti del sangue periferico, e anche di nutrirsi di essi (6-7), 
suggerendo quindi che il cannibalismo tumorale può rappresentare di per sè un meccanismo di 
evasione dalla risposta immunitaria.  

Gli esosomi sono nanovescicole di un diametro cha va dai 60 ai 100 nm, che sembrano 
originare da un fenomeno di multi fusione fra vari organuli intracellulari, che porta a sua volta 
alla formazione dei Multivesicular Bodies (MVB). I MVB, dopo essersi fusi con la membrana 
plasmatica, rilasciano all’esterno della cellula il proprio contenuto esosomale. Queste vescicole 
sono composte da un doppio strato fosfolipidico contenente varie proteine del comparto 
endolisosomale, proteine di membrana (tra cui varie tetraspanine come CD9 e CD81), proteine 



Rapporti ISTISAN 12/37 

64 
 

presentanti l’antigene e proteine del citoscheletro. È stato dimostrato inoltre che gli esosomi 
contengono al proprio interno non solo proteine ma anche tra acidi nucleici: RNA (tra cui i 
microRNA, RNA messaggeri), DNA a singolo filamento e retrotrasposoni. (8-9).  

Gli esosomi vengono rilasciati da diversi tipi cellulari “sani” quali i macrofagi, i neutrofili, 
epatociti, ecc., ma anche da cellule tumorali. In particolare le cellule tumorali rilasciano una 
gran quantità di esosomi tanto da far ipotizzare un meccanismo diverso dalle cellule normali sia 
nella loro formazione che nel loro rilascio. Una delle ipotesi è che soprattutto nelle cellule 
tumorali gli esosomi rappresentino un meccanismo di eliminazione di sostanze tossiche o 
comunque di scarto, in cellule con un turnover esagerato e in grado di produrre in poco tempo 
detriti di ogni natura. Più di recente è stato dimostrato che gli esosomi hanno in generale una 
funzione legata alla comunicazione tra le cellule (10) essendo in grado di fondersi con la 
membrana delle cellule bersaglio, ove possono trasferire il proprio contenuto di proteine e acidi 
nucleici pienamente funzionanti (11).  

Fluidi biologici come sangue, urine, saliva e liquido spermatico contengono grandi quantità 
di esosomi. È stato dimostrato che il numero di queste vescicole, la loro origine cellulare e la 
loro composizione proteica sono correlabili con varie patologie tra cui il cancro, dove è stata 
descritta una correlazione tra progressione della malattia, diffusione metastatica e quantità di 
esosomi (12-13). 

È noto che una caratteristica tipica dei tumori maligni è un basso pH dell’ambiente 
peritumorale. È noto inoltre che le alterate condizioni di pH influenzano sia il rilascio di 
esosomi sia la fusione degli stessi con la membrana delle cellule bersaglio (14). 

Lo studio delle interazioni tra alterazioni del pH tumorale e del ruolo che tale fenomeno 
gioca nei processi di endocitazione e nel traffico vescicolare potrà fornire importanti 
informazioni per la comprensione delle dinamiche alla base della progressione maligna dei 
tumori.  

Stadio di sviluppo 

Studio di nuovi biomarcatori: lo studio di TM9SF4 

Uno dei modelli più caratterizzati per lo studio della fagocitosi è l’ameba Dyctiostelium 
discoideum. In questo organismo un ruolo chiave nella fagocitosi è svolto dalla proteina Phg1A 
(15-16). L’omologo umano di questa proteina è TM9SF4 una proteina pressoché sconosciuta e 
caratterizzata per la prima volta nell’uomo da Lozupone e collaboratori, 2009 (17) nel Reparto 
di Farmaci antitumorali del Dipartimento del Farmaco. Questa proteina appartiene ad una 
famiglia di proteine trans membrana, la Transmembrane 9 Superfamily, composta da 4 proteine 
(TM9SF1-4) altamente simili tra loro e altamente conservate da un punto di vista filogenetico. 
La funzione di queste proteine nei vertebrati è quasi completamente sconosciuta. TM9SF4 si 
compone di una regione N-terminale extracitoplasmatica e una regione C-terminale 
caratterizzata da 9 domini trans membrana. L’analisi dell’espressione di questa proteina 
mediante tecniche di RT-PCR e di Western Blot condotta su melanociti, cellule endoteliali e 
cellule del sangue periferico provenienti da donatori sani, e su un pannello di linee di 
melanoma, ha rivelato che sia i trascritti sia la proteina (di circa 70 kDa) sono identificabili 
esclusivamente nei melanomi con fenotipo maligno. Osservazioni di microscopia a fluorescenza 
hanno inoltre consentito di proporre una localizzazione di TM9SF4 sui fagosomi e sugli 
endosomi primari, giacchè questa proteina colocalizza con marcatori tipici dei fagosomi e degli 
endosomi primari Rab5 ed EEA1, mentre non colocalizza con marcatori tipicamente lisosomiali 
come il Lysotracker e Lamp-1, né con marker nucleari o mitocondriali (17).  
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Per quel che riguarda la funzione di TM9SF4, esperimenti di RNA-interference hanno 
evidenziato che silenziando questa proteina si inibiscono quasi del tutto sia i processi di 
endocitazione di materiale inerte come lieviti fissati, sia i processi di fagocitosi nei confronti di 
linfociti vivi, suggerendo un suo ruolo nell’insorgenza del fenotipo cannibale (17).  

La presenza di TM9SF4 sulle membrane dei fagosomi e degli endosomi primari e la sua 
conformazione con 9 domini transmembrana ci ha indotto a supporre che TM9SF4 sia una 
pompa o un canale ionico e che possa essere coinvolta nella regolazione dell’acidità delle 
vescicole su cui si esprime. Esperimenti di analisi del pH delle vescicole endo-lisosomiali 
condotti su linee di melanoma metastatico hanno infatti evidenziato che inibendo l’espressione 
di TM9SF4 mediante l’utilizzo di iRNA si induce una sensibile alterazione del pH vescicolare. 
Queste evidenze sembrano confermare l’ipotesi di un suo ruolo nella acidificazione di queste 
vescicole, processo peraltro fondamentale nei processi di fagocitosi. Tirando le somme, 
l’inibizione della espressione di TM9SF4 sembra far perdere alle cellule silenziate alcune 
caratteristiche tipiche dei tumori metastatici, suggerendo che questa proteina possa avere un 
ruolo chiave nella progressione maligna dei tumori. 

Studio di nuovi biomarcatori: gli esosomi 

Il nostro gruppo di ricerca si occupa da un decennio dello studio degli esosomi umani di 
origine tumorale. Abbiamo dimostrato che gli esosomi isolati da cellule di melanoma e di 
carcinoma del colon e quelli presenti nel plasma dei pazienti con tumore hanno capacità 
immunosoppressorie, in quanto sono in grado di indurre l’apoptosi dei linfociti T citotossici 
grazie all’espressione in membrana delle proteine pro-apoptotiche Fas Ligando e TRAIL (18-
19). Inoltre abbiamo dimostrato, per la prima volta, che gli esosomi tumorali entrano nelle 
cellule tumorali tramite un meccanismo di fusione con la membrana plasmatica cellulare, 
mediato dai lipidi di membrana e che sono in grado di trasferire nelle cellule riceventi la 
caveolina, proteina coinvolta nella progressione tumorale. Un dato interessante è che 
l’efficienza di fusione degli esosomi con le cellule di tumore metastatico è significativamente 
più alta rispetto alle cellule di tumore primario e normali, cioè i linfociti del sangue periferico 
(14).  

Un protagonista importante nella regolazione del traffico degli esosomi è il pH del 
microambiente cellulare. È noto che il pH dei tumori è acido (20) e che le cellule tumorali 
riescono a sopravvivere in condizioni di acidità che non sono invece tollerate dalle cellule 
normali.  

Noi abbiamo evidenziato che l’acidità tumorale determina un aumento del traffico degli 
esosomi sia in entrata che in uscita dalla cellula. Il trattamento farmacologico con specifici 
inibitori delle pompe protoniche V-ATPasi (tra le responsabili dell’insorgenza dell’acidità 
tumorale) riduce in maniera consistente il traffico degli esosomi (14). 

Nell’ambito della ricerca sugli esosomi, un filone di studio riguarda il possibile potenziale 
patogenetico e come marcatore diagnostico/prognostico di esosomi rilasciati in tumori associati 
al virus EBV, in particolare veicolanti componenti virali (proteine e/o acidi nucleici). L’analisi 
di esosomi prodotti in vitro da linee cellulari linfoblastoidi ha rilevato la presenza delle proteine 
della fase latente di EBV LMP1 e LMP2a, di miRNAs codificati dal genoma virale, e anche di 
sequenze di mRNA codificanti per LMP2a. Gli sviluppi di questo studio riguarderanno la 
possibilità di trasferimento di componenti virali a cellule non infette mediante esosomi prodotti 
da cellule EBV infette, e la valutazione della presenza e della composizione di esosomi in 
campioni biologici di pazienti con patologie EBV correlate. 
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Conclusioni e prospettive future 

I meccanismi che controllano il pH delle cellule tumorali hanno un ruolo cruciale nella 
regolazione dei processi di endocitosi e di fagocitosi. L’alterazione del pH delle cellule tumorali 
stesse e del microambiente, svolge inoltre un ruolo nella progressione maligna dei tumori, 
alterando il traffico vescicolare e l’interazioni del tumore stesso con i tessuti circostanti. Noi 
abbiamo suggerito the TM9SF4, proteina associata all’attività cannibalica, ha un ruolo chiave in 
questi processi ipotizzando che TM9SF4 possa essere coinvolta sia nella diffusione metastatica, 
sia nell’insorgenza del fenotipo resistente.  

I nostri studi inoltri aggiungono alcuni tasselli alla conoscenza della rilevanza biologica che 
hanno gli esosomi come “nano dispositivi” per la comunicazione tra le cellule. In un 
microambiente tumorale gli esosomi possono aumentare la malignità del tumore usando diverse 
strategie: inducendo apoptosi in linfociti che dovrebbero controllarne la crescita, attraverso una 
interazione ligando recettore; ma anche inducendo profonde alterazioni in cellule nelle quali gli 
esosomi trasferiscono il loro contenuto attraverso un processo di fusione.  

Sono in corso esperimenti allo scopo di caratterizzare molecolarmente e funzionalmente sia 
il TM9SF4 espresso dai tumori, sia altre proteine della Tm9 superfamily. Sono stati generati 
cloni producenti anticorpi diretti verso TM9SF4 ed esperimenti di selezione sulla espressione di 
TM9SF4 da parte di vari tumori umani sono tuttora in corso. Si spera di ottenere a breve dati 
che giustifichino l’uso di TM9SF4 come nuovo marker tumorale e potenziale nuovo target per 
strategie antitumorali.  

Questi risultati inoltre supportano la ricerca di nuove terapie antitumorali che abbiano come 
target l’acidità tumorale e l’inibizione del rilascio degli esosomi tumorali e che sfruttino gli 
esosomi come possibile strumento selettivo di trasporto del farmaco.  
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