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La nanomedicina ¢ una delle piu importanti aree di studio della ricerca medica, sia a livello
di diagnosi che di terapia di pazienti e di soggetti sani. Le nanoparticelle e le vescicole
extracellulari possono essere considerate due classi di modelli di biomimetismo della
nanomedicina.

Crescenti evidenze dimostrano che i fluidi corporei contengono notevoli quantita di
vescicole della dimensione di 30-1000 nm che sono rilasciate dalla maggior parte dei tipi
cellulari umani sia di soggetti sani che malati. Tra le vescicole extracellulari molta importanza
hanno assunto gli esosomi, di dimensione dai 30 ai 150 nm, derivanti dall’apparato endosomiale
cellulare e le microvescicole, di dimensione dai 150 ai 1000 nm, che originano dalla membrana
plasmatica. Queste vescicole trasportano molecole, come proteine, lipidi, metaboliti, acidi
nucleici, sia costitutivi che cellula-specifici. Tale contenuto pud essere trasferito alle cellule
bersaglio mediante un processo di fusione e/o endocitosi. Le nanovescicole sono anche in grado
di indurre una funzione specifica nelle cellule bersaglio, mediante un legame recettore-ligando,
per es. tra i recettori che inducono la morte cellulare per apoptosi, Fas/FasL (Cd 95 CD 95-L)
TRAIL/TRAILR (Tumor Necrosis Factor- Alfa —Related Apoptosis Ligand) (1, 2).

Noi abbiamo dimostrato che i componenti lipidici della membrana plasmatica e il pH acido
del microambiente cellulare rivestono un ruolo chiave nella regolazione del traffico degli
esosomi nel melanoma umano (3).

Le nanovescicole hanno diverse funzioni biologiche che giustificano il fatto che possano
essere usate come agenti terapeutici nella risposta immunitaria, nei #ia/ clinici e nel campo
della medicina rigenerativa (4,5). Avendo poi anche un contenuto cellula-specifico, gli esosomi
possono essere considerati delle riserve di bio-marcatori circolanti per una grande varieta di
patologie umane.

I nostri studi precedenti hanno dimostrato che gli esosomi possono essere individuati,
caratterizzati e quantificati dal plasma sia di donatori sani che di pazienti con tumore tramite un
saggio immunoenzimatico chiamato EXOTEST (6). L’EXOTEST ¢ un test ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) che utilizza una combinazione di due anticorpi, uno per la cattura
degli esosomi e 1’altro per la loro rivelazione. Generalmente per la cattura si utilizzano anticorpi
specifici diretti verso marcatori esosomiali, come Rab5B, CD81 e CD63, oppure diretti contro
proteine tumore-specifiche, come la caveolina-1. Per la rivelazione del segnale si usano specifici
anticorpi secondari. Tramite questo saggio abbiamo evidenziato che nei pazienti con tumore il
livello degli esosomi circolanti ¢ piu elevato che nei donatori sani. Risultato confermato anche
dagli esperimenti condotti sui topi SCID. I nostri dati supportano quindi ’'uso del’EXOTEST
non solo per caratterizzare quantitativamente e qualitativamente gli esosomi circolanti nel
plasma di pazienti con tumore, ma anche come nuovo strumento in diagnostica.

Le ultime ricerche suggeriscono che gli esosomi possono veicolare molecole di natura
chimica, come la curcumina, il cisplatino e la doxorubicina (7-9). Uno studio dimostra che la
curcumina veicolata dagli esosomi ¢ piu efficace nel prevenire 1’inflammazione al cervello che
la curcumina da sola (10). Noi abbiamo dimostrato, inoltre, che gli esosomi rilasciati da tumori
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trattati con il chemioterapico cisplatino, contengono il cisplatino nella forma chimica nativa/
attiva (8). Quindi gli esosomi possono essere visti allo stesso tempo sia come sorgente di bio-
marcatori tumorali che come veicoli di sostanze in grado di raggiungere il tumore, di tracciarlo e
contrastarlo.

Dati preliminari da noi ottenuti mostrano che gli esosomi di varie origini cellulari possono
essere caricati con molecole, quali I’ Arancio di Acridina (AO), che fungono allo stesso tempo
sia da traccianti, essendo naturalmente fluorescenti, che da sostanze ad azione citotossica, in
seguito a stimolazione con la luce ad opportune lunghezze d’onda (11). Questi risultati
mostrano inoltre che 1’ Arancio di Acridina veicolata dagli esosomi ¢ maggiormente concentrata
e trattenuta per un tempo piu lungo nelle cellule tumorali bersaglio. Evidenze sperimentali
mostrano che gli esosomi sono acidi, e quindi molecole acidofile, come I’ Arancio di Acridina,
potrebbero essere considerate sostanze ideali da essere caricate in questo tipo di vescicole,
perché facilmente trattenute e veicolate. Gli esosomi caricati con sostanze citotossiche
potrebbero fungere sia da marcatori diagnostici che da agenti terapeutici diretti verso le lesioni
neoplastiche.

Infine, ricerche recenti mostrano che gli esosomi sono in grado di trasportare diversi tipi di
RNA (12, 13) e una grande varieta di virus, tra cui ’EBV (Epstein Barr Virus) (14). Si puo
quindi ipotizzare che in un futuro molto vicino le nanovescicole possano rappresentare uno
strumento utile anche per lo screening e la diagnosi di malattie virali.

Abbiamo inoltre evidenziato la presenza negli esosomi della proteina prionica (15) e di
molecole di RNA capaci di essere trasferite dalle cellule somatiche alle cellule germinali, per
mezzo degli esosomi (16, 17). Tutti questi dati suggeriscono fortemente che saggi basati
sull’utilizzo degli esosomi, possono rappresentare dei nuovi strumenti per lo screening di
malattie trasmissibili.

Alla luce di queste premesse, gli obiettivi della ricerca che verra effettuata nell’ambito del
presente progetto sono:

1) verificare se gli esosomi sono in grado di veicolare nanomateriali (come ad esempio il
titanio) tramite studi preclinici, sia in vitro utilizzando i macrofagi e gli esosomi da questi
rilasciati, sia in vivo usando topi trattati a diversi dosaggi con nanomateriali;

2) verificare se nel plasma di pazienti a cui sono state impiantate protesi a base di
nanomateriali, ritroviamo tale materiali negli esosomi circolanti.

I nostri studi preliminari sulle vescicole extracellulari, considerate come marcatori
diagnostici e come possibili vettori terapeutici, hanno stimolato I’interesse e 1’attenzione di
diverse industrie farmaceutiche. Infatti, piccole e grandi compagnie farmaceutiche, il cui elenco
¢ riportato di seguito, stanno sfruttando questi risultati al fine di renderli commercializzabili.
Tali industrie stanno investendo nella valutazione delle tecnologie attualmente in uso, per
I’individuazione e la caratterizzazione degli esosomi nei diversi fluidi biologici e nello sviluppo
di nuove tecnologie da applicare a scopo diagnostico.

Le industrie che stanno attualmente investendo sugli esosomi sono:

- Exosome Diagnostics, Inc.;

— Aethlon Medical Inc.;

- System Biosciences

— HansaBiomed;

— Exothera;

- Exosomics

— Codiack;

— Bioscience;

— Izon;
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- Invitrogen;

- Biovision.

La partecipazione attiva delle industrie farmaceutiche supportera sicuramente il futuro
sviluppo del filone della ricerca sugli esosomi, portando diversi benefici in termini di:

1) produzione su larga scala di nanovescicole a scopo terapeutico;

2) sviluppo di nuove tecniche per I’isolamento e la caratterizzazione di queste

nanovescicole;

3) standardizzazione nella raccolta del campione.

Considerando che gli esosomi: i) sono strumenti naturali, acellulari, non tossici, capaci di
trasportare in maniera autocrina e paracrina diverse molecole nelle cellule bersaglio; ii) possono
indurre cambiamenti fenotipici e genotipici nelle cellule bersaglio; iii) possono contenere
specifici marcatori di malattie; iv) possono veicolare potenziali molecole terapeutiche, ¢
verosimile ipotizzare che essi potranno svolgere un ruolo chiave nel futuro sviluppo della nano-
medicina.

In particolare gli esosomi possono essere considerati innovativi strumenti di teranostica, che
come dice la parola, inglobando terapia e diagnosi, consentiranno I’individuazione e il
monitoraggio della malattia negli stadi precoci e il trasporto specifico del farmaco piu adatto a
curare la malattia.
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