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Introduzione

Le aumentate probabilita di successo nella lotta ai tumori derivano soprattutto da una
precoce diagnosi ¢ da una piu efficiente e precoce rimozione chirurgica del tumore piuttosto che
da una aumentata efficacia delle cure. Sebbene grandi passi si siano compiuti nel campo della
prevenzione e nella diagnosi basata su marcatori tumore specifici come la PSA (Prostate-
specific antigen) per il tumore della prostata, a tutt’oggi non sono disponibili metodi diagnostici
e marker prognostici oggettivi per la maggior parte dei tumori. Esempio tipo ¢ il melanoma,
tumore che nella maggior parte dei casi non risponde a nessuna terapia. Per questo tumore non
sono noti marcatori diagnostici validi e 1’unico marcatore prognostico ¢ costituito dalla
valutazione dei livelli serici di LDH (Lattico deidrogenasi) (1-3). Uno degli obbiettivi chiave
della ricerca oncologica ¢ quindi quello di individuare nuovi metodi diagnostici e prognostici
basati su marcatori specifici che consentano sia di diagnosticare precocemente la malattia sia di
comprenderne lo stadio di progressione.

Negli ultimi anni sta emergendo in modo evidente I’importanza degli esosomi come
potenziali marcatori tumorali. Gli esosomi sono nanovescicole (60-100 nm di diametro) che si
originano dal compartimento endosomale. Queste vescicole vengono racchiuse dalla cellula in
ampie strutture definite multivescicolar bodies per poi essere attivamente secrete per esocitosi
da quasi tutti i tipi cellulari sani o patologici. | multivesicular bodies, dopo essersi fusi con la
membrana plasmatica, riversano il proprio contenuto di esosomi nell’ambeinte extracellulare (4-
6). 11 profilo molecolare degli esosomi circolanti nei fluidi biologici rispecchia grossomodo
quello delle cellule da cui si sono originate. Queste microvescicole possono contenere sulla
propria superficie proteine di membrana, proteine del comparto endolisosomale, molecole del
complesso maggiore di istocompatibilita (Major Histocompatibility Complex, MHC) e proteine
costimolatorie. Gli esosomi inoltre contengono al proprio interno acidi nucleici quali, mRNA o
microRNA (7-9). Gli esosomi nascono da un punto di vista evolutivo come meccanismo di
eliminazione di detriti e di sostanze “non gradite” alla cellula quali cataboliti tossici. Di recente
¢ stato dimostrato che gli esosomi hanno una funzione nella comunicazione tra le cellule (10)
essendo in grado di fondersi con la membrana delle cellule bersaglio. Gli esosomi di
derivazione tumorale oltre alle funzioni note, sono in grado di svolgere attivita che favoriscono
la crescita e lo sviluppo dei tumori. Essi infatti si comportano da soppressori delle funzioni delle
cellule del sistema immune, e sono coinvolti nella progressione e nello sviluppo metastatico
(10-14). Ad esempio gli esosomi derivanti dai glioblastomi stimolano la proliferazione delle
cellule di glioma (15) e nel caso tumori alla prostata altamente metastatici gli esosomi rilasciati
dai fibroblasti attivati dal tumore (tumor activated fibroblasts) ne promuovono I’invasivita (16).
11 ruolo degli esosomi rilasciati dai tumori ¢ sicuramente molto complesso tanto che, al contrario
di quanto suggerito nei lavori appena citati, numerosi studi hanno focalizzato il proprio interesse
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sulle potenzialita di queste strutture nano-vescicolari come vaccini antitumorali. Questi studi si
basano sul presupposto teorico che gli esosomi tumorali, ricchi di proteine antigeniche espresse
anche sulla superficie delle cellule da cui derivano, siano in grado di stimolare una risposta
immune verso queste ultime (cross-priming cellule dendritiche/linfociti T) (17-18).

La presenza degli esosomi nel plasma e nelle effusioni neoplastiche dei pazienti con tumore
supporta ulteriormente il ruolo degli esosomi tumorali nella crescita e progressione tumorale
(13-14). Tuttavia, nonostante I’importanza di queste peculiari microvescicole, ben pochi sono
gli studi volti ad una caratterizzazione degli esosomi circolanti quali potenziali marcatori di
diagnosi o di progressione della malattia. Il limite principale deriva dalla mancanza di metodi
utili e poco laboriosi per la quantificazione degli esosomi nei fluidi biologici.

Risultati e stadio di sviluppo

Nel nostro laboratorio abbiamo sviluppato un metodo, ’EXOTEST, in grado di rilevare e
quantificare gli esosomi di melanoma nel supernatante di colture cellulari, nel plasma di topi
SCID inoculati con melanoma umano e nel plasma di pazienti con tumore (19). Gli esosomi
utilizzati per la messa a punto del test sono stati purificati dal surnatante di colture cellulari di
linee di melanoma umano per centrifugate successive a velocita crescente fino ad un massimo di
100.000g. Cio consente di separare tutte le particelle non esosomali (ad esempio detriti cellulari,
microvescicole non esosomali), dagli esosomi stessi che costituiscono il pellet dell’ultima
centrifugata. In breve il test di basa sull’impiego di un anticorpo immobilizzato su piastre per
ELISA in grado di catturare tutti gli esosomi e una seconda incubazione degli esosomi catturati
con uno o piu anticorpi diretti verso proteine esosomali. I livelli di espressione delle proteine
riscontrate sulla superficie degli esosomi vengono misurati come valori di densita ottica OD
ottenuti con un lettore ELISA. In questo studio per la cattura degli esosomi abbiamo utilizzato
piastre coperte con un anticorpo anti Rab5B, una proteina del comparto endosomale che noi
abbiamo dimostrato essere espressa sulla superficie di tutti gli esosomi sia di derivazione
tumorale, sia di quelli derivanti da cellule sane (19). L’identificazione e la quantificazione degli
esosomi ¢ stata ottenuta utilizzando un anticorpo anti CD63 per quantificare tutti gli esosomi
raccolti, sia di origine tumorale che da cellule normali, o un anticorpo diretto verso CAV-1. Per
la messa a punto del test ELISA oltre agli esosomi derivanti dalle colture di melanoma sono
stati utilizzati esosomi purificati dal surnatante di colture di macrofagi derivanti dal sangue
periferico di donatori sani. Gli esosomi sono stati preliminarmente analizzati al FACS e in
Western Blot. 1 risultati ottenuti hanno dimostrato la presenza di Rab5, CD63 su tutti gli
esosomi, a prescindere dalla propria origine, mentre CAV-1 ¢ stata individuata solo sugli
esosomi di origine tumorale, confermando 1’ipotesi di CAV-1 come potenziale marker. Gli
stessi campioni sono stati quindi testati in ELISA, utilizzando il test sopradescritto (EXOTEST).
I risultati ottenuti hanno confermato quanto osservato con le altre metodiche. Nel processo di
validazione del’EXOTEST sono stati analizzati esosomi purificati dal siero di topi
xenotrapiantati con linee di melanoma umano. I dati di analisi al Facs e 'TEXOTEST eseguiti su
questi “plasma-esosomi” hanno confermato la validitd di questo test nel caratterizzare e
quantificare esosomi umani plasmatici. Questi risultati hanno consentito di formulare I’ipotesi
che tale test possa essere in grado di analizzare e quantificare esosomi derivanti da plasma
umano di pazienti con tumore. Lo studio ¢ stato condotto utilizzando piccole quantita di plasma
derivanti da 90 pazienti con melanoma e da 58 donatori sani. Gli esosomi purificati dai plasmi
dopo essere stati analizzati al Facs per I’espressione di Rab5, CD63 e CAV-1, sono stati testati
con ’EXOTEST. Gli esosomi plasmatici mostrano livelli significativamente piu elevati di
CD63 (504£315 O.D.) e Caveolina (619£310 O.D.) nei pazienti con melanoma in confronto ai
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donatori sani (rispettivamente 223 £125 e 228+102 O.D.). Questi risultati inoltre suggeriscono
che il test basato sull’utilizzazione dell’anti-Caveolina come anticorpo rivelatore ha una piu alta
sensibilita (68%) rispetto a quando si utilizza 1’anti-CD63 (43%). Di contro ’analisi di CD63
consente di fare una valutazione quantitativa di tutti gli esosomi circolanti, compresi quelli
originati da cellule sane. I risultati piu interessanti sono stati ottenuti quando i valori di CD63 ¢
Cav-1 sono stati comparati ai livelli serici di LDH. Nonostante la maggior parte dei pazienti da
cui ¢ stato prelevato il plasma fossero stati classificati come di stadio III e IV (86/90) solo 6 di
essi mostravano livelli serici di LDH decisamente alti senza apparente correlazione con la
stadiazione, mentre i restanti presentavano livelli di LDH estremamente eterogenei e comunque
poco al di sopra la media. Di contro, i valori di OD di CAV-1 e CD63 si distribuivano secondo
una scala compatibile con una correlazione tra quantita di esosomi (misurata attraverso i valori
di CAV-1) e stadiazione del tumore. Ulteriori esperimenti condotti in vivo su topi
xenotrapiantati con melanomi umani supportano tale ipotesi, poiché i livelli serici di esosomi in
questi topi correla con le dimensioni del tumore.

Conclusioni e prospettive future

I nostri risultati suggeriscono che ’EXOTEST puo essere usato per la determinazione e la
quantificazione degli esosomi circolanti nei pazienti con melanoma. Il test inoltre ¢ versatile, in
quanto permette di valutare 1’espressione non solo di proteine specifiche del melanoma, ma
anche di proteine espresse da tutti gli esosomi circolanti, consentendo quindi un’analisi
quantitativa e qualitativa delle popolazioni esosomali. Questa nuova metodica evidenzia come
gli esosomi tumorali possano essere considerati biomarcatori € come potenziali strumenti da
utilizzare nella prognosi del cancro. Sono in corso esperimenti allo scopo di valutare le
potenzialita di questo test nello screening, nella diagnosi e nel follow-up dei pazienti con
tumore.
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