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Il mesotelioma maligno (MM) e una neoplasia molto grave a carico delle cellule mesoteliali e nella maggior
parte dei casi causato dall'esposizione all'amianto.

Le limitate conoscenze relative all'individuazione dell'esposizione all'amianto ed alla diagnosi precoce del MM,
nonché la mancanza di opzioni terapeutiche efficaci per questo tumore potenzialmente letale, sottolineano
un'immediata necessita di comprendere i meccanismi patogenetici del MM.

Attualmente vi sono molte ricerche volte allo studio delle nano-vescicole ed al loro enorme potenziale di
contenere molecole rappresentative di diverse malattie, nonché di comunicare con bersagli distanti.

In particolare, in questo panorama di ricerca scientifica molti studiosi si sono interessati all'esplorazione del
ruolo degli esosomi nella biologia del MM.

In questa revisione bibliografica, verranno riassunti i punti piu salienti relativi alla letteratura pubblicata in
questo campo.

La speranza é che il continuo studio in questo ambito possa contribuire a far progredire il campo del MM
rivelando i meccanismi di sviluppo e sopravvivenza di tale patologia per disegnare nuove strategie
terapeutiche future per questa patologia.

Le vescicole extracellulari derivano per gemmazione dalla membrana cellulare in risposta all'attivazione
cellulare o all'apoptosi.

Sono molto eterogenee sia per quanto riguarda la loro composizione, sia per le loro dimensioni. Infatti, hanno
un diametro che varia tra 0.1 to 1 um.

Le microvescicole cellulari sono delle vere e proprie miniature della cellula madre e possono rappresentarla
esprimendo gli antigeni parentali.

La “microvescicolazione” € un processo biologico e, pertanto, risulta possibile per tutti i tipi di cellule ed in
ogni fluido del nostro organismo.

Sono pochi i dati relativi alle microparticelle ed al liquido pleurico, sebbene i primi studi siano gia stati
pubblicati a partire dai primi anni 2000.

Il liquido pleurico teoricamente € un fluido biologico ideale per studiare le microparticelle: il prelievo & mini-
invasivo, il materiale a disposizione per 'analisi € abbondante, c'é poco “rumore di fondo” poiché risulta
solitamente poco cellulato e poco ricco di detriti cellulari.

Le microparticelle derivanti dalle cellule tumorali sono di estremo interesse, poiché, per definizione,
rappresentano la cellula neoplastica da cui derivano e, quindi, possono offrire moltissime informazioni a
riguardo.

Si tratta di sacche eterogenee legate alla membrana, che vengono rilasciate dalla superficie delle cellule
tumorali nell'ambiente extracellulare.

Le cellule tumorali possono produrre costitutivamente le microvescicole extracellulari senza apparente
necessita di stimolazione.

Sebbene siano state descritte diverse caratteristiche di queste microparticelle tumorali, tutte riflettono il
particolare potenziale delle cellule tumorali per la sopravvivenza e |'espansione del tumore.
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Gli esosomi sono specifiche microparticelle extracellulari, si tratta, infatti, di nanosfere con un diametro
inferiore ai 150 nm.

Essi sono stati scoperti per la prima volta negli anni 80, tuttavia, tali ricerche non sembravano essere
particolarmente allettanti, in quanto gli esosomi erano considerati allora dei semplici residui cellulari, degli
scarti. Cio era probabilmente legato al fatto che non vi era la possibilita di dimostrare le interazioni esistenti tra
gli esosomi e le cellule vicine.

Solo recentemente € emerso I'enorme potenziale di queste particelle la cui superficie € composta da una
membrana lipidica che puo contenere proteine in superficie, DNA, miRNA, RNA, lipidi, etc.

Il corredo di proteine superficiali, la capacita di carico e la loro stabilita rende gli esosomi dei potenziali
messaggeri extracellulari in grado di raggiungere cellule molto distanti tra di loro all'interno del nostro
corpo. Gli esosomi, quindi, sono fondamentali per la comunicazione intercellulare: esiste un vero e proprio
trasporto di queste nanovescicole dalle cellule produttrici alle cellule bersaglio, importante per la normale
fisiologia e per gli stati patologici come il cancro.

La comunicazione esosomiale é implicata in una miriade di sistemi biologici, quali: la funzione
immunitaria, la riparazione dei tessuti, la segnalazione del sistema nervoso, la salute cardiaca...

L'ondata di studi nel campo degli esosomi ha fatto affluire nella sfera scientifica preziose informazioni sulla
biologia di base e sulle malattie.

Ora sappiamo che gli esosomi sono piu che semplici contenitori di rifiuti usati dalle cellule per liberarsi di
materiale indesiderato, ma sono sofisticati sistemi di messaggistica molecolare che possono agire localmente o
distalmente dal punto in cui le vescicole sono secrete.

Questa peculiare capacita apre scenari di ricerca rilevanti dal punto di vista diagnostico: i ricercatori stanno
studiando la correlazione tra la quantita di esosomi nei fluidi biologici e la presenza di cellule tumorali, che
mostrano un forte “impulso alla comunicazione”, ovvero un’elevata produzione di queste particelle
messaggere.

Anche dal punto di vista terapeutico gli esosomi hanno un potenziale interessante: le cellule potrebbero
essere bersaglio di terapie mirate a base di esosomi specifici, trasformati in trasportatori di principi attivi.
Grazie al ruolo fondamentale che gli esosomi rivestono nelle malattie, potrebbero essere utili
nell'identificazione di biomarcatori per la diagnosi e la prognosi e nel disegnare nuove strategie terapeutiche.
Il cancro é il campo piu studiato in cui il ruolo degli esosomi e stato in vari processi come diagnosi, prognosi,
metastasi e terapia.

La prima ricerca sugli esosomi ed il MM era mirata ad identificare gli esosomi ed il loro carico proteico
partendo dal liquido pleurico di pazienti affetti da neoplasia.

Gli esosomi sono stati isolati mediante ultracentrifugazione a gravita di saccarosio dal liquido pleurico di
pazienti affetti da MM, cancro del polmone, cancro della mammella o cancro dell'ovaio. La tecnica di
spettrometria di massa “matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (" (MALDI-TOF) ha
identificato grandi quantita di peptidi provenienti dalle immunoglobuline e da vari fattori del complemento,
oltre a proteine esosomiali precedentemente non descritte, come la proteina sorting nexing (SNX25), la
proteina B-cell traslocazione delle cellule B 1 (BTG1) e il fattore derivato dall'epitelio pigmentato (PEDF). Sia
BTG1 sia PEDF sono in grande abbondanza negli esosomi provenienti da processi maligni e sono
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verosimilmente coinvolti nella biogenesi degli esosomi tumorali. Inoltre, I'analisi Western blot ha verificato la
presenza della molecola MHC classe II, HSP90 e delle immunoglobuline G e M.

E stata condotta una ricerca anche sulla composizione proteica degli esosomi secreti dalle cellule tumorali di
MM. La conoscenza degli antigeni tumorali in questa malattia e limitata e le ricerche volte in tal senso sono
state utili per delineare il carico proteomico degli esosomi di MM. Sono state create linee di cellule tumorali di
MM; gli esosomi sono stati isolati mediante ultra-centrifugazione e sono stati caratterizzati mediante TEM per
la loro morfologia e le loro dimensioni. Le proteine esosomiali sono state sottoposte all'analisi MALDI-TOF, tra
queste, quelle confermate anche dall'analisi Western blot sono le seguenti: fascina, -tubulina, HSC70 e HSP90.
Inoltre, come riportato in sistemi in vivo, questi esosomi tumorali erano arricchiti con molecole MHC di classe |
e gli autori hanno indicato anche alti livelli di annexine, che potrebbero essere coinvolte nella dinamica
membrana-citoscheletro. Questi studi hanno rivelato diverse proteine che non erano ancora state indicate
negli esosomi tumorali o nelle linee cellulari di MM, fornendo cosi nuove informazioni sul MM e sugli esosomi
tumorali, che potrebbero far progredire la nostra comprensione della malattia.

Nel 2005, alcuni autori hanno pubblicato interessanti sudi sulle funzioni immunologiche degli esosomi
secreti da cellule tumorali (cancro al seno e mesotelioma) e hanno dimostrato come questi esosomi tumorali
alterassero |'espressione del recettore NKG2D sui leucociti ematici bersaglio. Gli esosomi secreti da queste
cellule tumorali di MM si sono rivelati positivi all'espressione di ligandi NKG2D e cio era direttamente correlato
alla capacita degli esosomi di MM di diminuire la capacita delle cellule T effettrici ad uccidere le cellule
bersaglio. Con queste ricerche e stato dimostrato che le due linee cellulari di MM utilizzate avevano un‘alta
espressione dei ligandi NKG2D e sembravano essere correlate con I'attitudine degli esosomi di MM a
sopprimere piu efficacemente I'espressione di NKG2D sul bersaglio. Complessivamente, questa ricerca indica
un ruolo degli esosomi di MM nell'alterare fenotipicamente le cellule immunitarie in modo da aiutare le cellule
tumorali nell'evasione immunitaria, grazie alla presenza di legami con gli esosomi attraverso la presenza di
ligandi esosomiali per NKG2D.

Un campo promettente della ricerca terapeutica sul cancro si concentra sull'uso di antigeni associati al tumore
(TAA) presenti negli esosomi tumorali come modalita di immunoterapia basata sulle cellule dendritiche. ||
concetto e che gli esosomi tumorali contenenti TAA, secreti per lo piu da tumori immunogenici, sono in grado
di indurre risposte antitumorali in modelli murini attraverso I'attivazione delle cellule dendritiche. Si tratta di un
interessante progresso in questo campo, in quanto il MM e considerato un tumore non immunogenico, di cui
si conoscono pochissimi TAA. Tali ricerche erano volte a valutare se gli esosomi di MM fossero potenziali fonti
di antigeni per I'immunoterapia basata sulle cellule dendritiche. Inizialmente, una dose letale di cellule tumorali
di MM e stata iniettata in topi BALB/c. Dopo sette giorni di formazione del tumore nei topi, e stata iniettata
una singola dose in bolo di cellule dendritiche per I'immunoterapia. Queste cellule dendritiche, tuttavia, erano
state caricate con esosomi di MM o lisato di cellule di MM per verificare se gli esosomi avessero una capacita
di priming immunogenico sulle cellule dendritiche. La sopravvivenza complessiva mediana dei topi portatori di
tumore e risultata significativamente aumentata per i topi sottoposti ad immunoterapia con cellule dendritiche
caricate con esosomi del tumore rispetto al lisato cellulare, indicando il potenziale terapeutico degli esosomi
nel MM come approccio immunoterapico, cosi come per altri tumori non immunogenici.

Altre ricerche relative agli esosomi nel MM si sono concentrate sulla formazione di nanotubi a tunnel (TnT), le
estensioni cellulari basate sull'actina coinvolte nel trasporto intercellulare del carico. La relazione tra la
formazione dei TnT e i loro effetti comunicativi con la tumorigenesi del MM é poco nota; da questa premessa
nasce il razionale dello studio degli esosomi come possibili mediatori della formazione di TnT nel MM. Gli
esosomi di MM sono stati purificati e aggiunti a cellule di MM coltivate in modo indipendente ed e stato
riscontrato che in queste condizioni le cellule tumorali di MM hanno prodotto un numero significativamente
maggiore di TnT rispetto alle cellule coltivate senza I'aggiunta di esosomi esogeni. | ricercatori hanno indicato
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che gli esosomi tumorali aggiunti si arricchivano di TnT, processo che potrebbe essere implicato nella modalita
di interazione degli esosomi con le cellule bersaglio. Inoltre, e stato dimostrato che gli esosomi hanno la
capacita di localizzarsi e "surfare" sui filipodia (proiezioni cellulari simili ai filamenti di actina) prima
dell'internalizzazione. L'assorbimento degli esosomi di MM da parte delle cellule di MM ha apparentemente
facilitato un maggior numero di connessioni TnT tra le cellule tumorali e le cellule connesse avevano un
numero quasi doppio di lipopodi. Nel complesso, & possibile che gli esosomi di MM possano agire come
agenti di induzione della formazione di TnT tra cellule tumorali di MM e forse questa connessione rappresenta
un importante canale di informazione cellulare vitale per la progressione del MM.

Per migliorare la comprensione del secretoma del MM, alcuni ricercatori hanno pubblicato uno studio sul
carico proteomico esosomiale derivato dal MM. Attraverso |'uso della proteomica quantitativa, hanno
delineato la composizione proteica degli esosomi provenienti da quattro linee cellulari umane di MM e hanno
identificato un totale di 2178 proteine da tutte le cellule, con 631 proteine esosomiali comuni. Tra le proteine
degli esosomi di MM gli studiosi hanno delimitato i biomarcatori candidati in base alla rilevanza clinica, tra cui
gli isotipi della tubulina TUBB4A, Q8IWP6 e B3KPS3; la galectina-3-binding e LGB3P; alfa enolasi, annexina 1 e
G6PD. Inoltre, e stato dimostrato che gli esosomi che contengono mesotelina, calreticulina, vimentina e
superossido dismutasi sono altamente espressi nel MM. Inoltre, i risultati di questa ricerca hanno rivelato la
presenza di 26 componenti immunoregolatori negli esosomi di MM (come I'oncostatina-M recettore
dell'oncostatina (OSMR), la proteina 1 associata alla resistenza ai farmaci (ABCC1) ed il recettore attivante
SUMO-1 recettore attivante SUMO-1 (SAE1)), oltre a 16 antigeni di derivazione tumorale, tra cui il glican-1, che
e stato identificato in molti esosomi di derivazione tumorale ed e considerato come un biomarcatore
potenzialmente prezioso per il cancro del pancreas. E importante notare che questo studio ha anche fornito
preziose informazioni che hanno dimostrato che gli esosomi di MM regolano le cellule del microambiente
tumorale, aumentando la capacita migratoria di fibroblasti e cellule endoteliali in vitro. Nel complesso, i
risultati ottenuti implicano che gli esosomi di MM contengono molte proteine rilevanti per il cancro,
I'angiogenesi, le metastasi, la migrazione e la regolazione immunitaria.

La nota complessita del secretoma del MM é stata studiata anche utilizzando I'analisi proteomica iTRAQ.
Utilizzando 6 linee cellulari di MM a confronto con tre colture primarie di cellule mesoteliali, si & visto che i
secretomi delle cellule di MM contenevano piu proteine esosomiali.

Un’ulteriore ricerca ha analizzato un piccolo numero di campioni di pazienti dimostrando I'utilita potenziale
delle vescicole extracellulari (tra cui esosomi, microvescicole e corpi apoptotici) nella diagnosi di MM benigno
o maligno. | rapporti di mesotelina, galectina-1, osteopontina e VEGF erano piu alti nei campioni di MM
rispetto alla pleurite benigna, mentre I'angiopoietina-1 esosomiale era piu alta nei campioni di MPM. | risultati
sono incoraggianti sebbene debbano essere convalidati con popolazioni di campioni piu ampie.

Sebbene sia stata posta maggiore enfasi sulla firma proteomica esosomiale, una ricerca suggerisce che una
specifica firma di microRNA esosomiali puo discriminare il mesotelioma pleurico maligno (MPM) dai soggetti
con pregressa esposizione all'amianto (PAE). Questo studio e stato condotto su un numero ridotto di soggetti
e deve essere verificato in coorti piu ampie.

Successivamente, un gruppo che ha utilizzato il modello stromale del tumore MM ha dimostrato che gli
esosomi derivati da cellule endoteliali e arricchiti in miR-126 erano distribuiti in modo differenziato all'interno
dello stroma. | risultati dello studio hanno comunicato un ruolo importante per quanto riguarda il
trasferimento esosomiale di miR-126 nella risposta antitumorale nel MM. Lo stesso gruppo ha inoltre
dimostrato che gli sferoidi derivati da MPM, se trattati con I'esosoma arricchito di miR-126, hanno mostrato un
effetto antitumorale iniziale. Tuttavia, in seguito, I'effetto e svanito a causa della perdita di miR-126 dalle
cellule, che poteva essere ripristinata con l'inibizione della secrezione dell'esosoma.
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Alcuni ricercatori hanno studiato il carico proteomico e gli effetti di modulazione genica degli esosomi
provenienti da cellule esposte all'amianto. Questa ricerca € iniziata mettendo in coltura cellule epiteliali
polmonari (BEAS2B) o macrofagi (THP1) (le prime cellule note a incontrare I'amianto durante I'inalazione) con
I'amianto e isolando i loro esosomi. Questi esosomi di amianto sono stati sottoposti a spettrometria tandem di
massa per |'identificazione delle proteine. E stato dimostrato che 145 proteine sono state identificate negli
esosomi delle cellule epiteliali e 55 erano significativamente diverse in termini di quantita nel gruppo esposto
all'amianto, tra queste vi erano l'inibitore dell'attivatore del plasminogeno 1, la vimentina, la trombospondina e
il glicano-1, e il glican-1.

E stato inoltre scoperto che gli esosomi provenienti da cellule epiteliali esposte all'asbesto hanno portato a
cambiamenti genetici nelle cellule mesoteliali umane pleuriche target (HPM3), che ricordavano la transizione
da epiteliale a mesenchimale (EMT): down-regulation di E-caderina, desmoplakin e dell’antagonista del
recettore IL1. Dopo I'analisi proteomica degli esosomi dei macrofagi, sono state identificate 785 proteine. Di
queste proteine, 32 erano presenti in quantita diverse tra esosomi del gruppo esposto all'amianto e del
gruppo di controllo. Quindici di queste proteine esosomiali erano piu abbondanti nel gruppo dell'amianto
rispetto al controllo ed e interessante notare che la vimentina e la SOD erano tra quelle che mostravano un
incremento negli esosomi dei macrofagi dopo I'esposizione all'amianto. In risposta all'esposizione di esosomi
di amianto provenienti dai macrofagi a cellule mesoteliali primarie bersaglio, sono state dimostrate
significative alterazioni genetiche nelle cellule mesoteliali: 498 cambiamenti genetici in totale, con 241 up-
regulation e 257 down-regulation. Come controllo positivo, il gruppo ha utilizzato fibre di amianto su cellule
mesoteliali e ha scoperto che 206 geni erano reciprocamente alterati negli esosomi o nel gruppo di cellule
mesoteliali esposte all'amianto. Questa interessante scoperta implica che gli esosomi provenienti da cellule
esposte all'amianto siano in grado di modificare la genetica delle cellule mesoteliali in modo simile a come le
fibre di amianto cambierebbero da sole.

Come passo iniziale in direzione di uno studio in vivo, i ricercatori hanno iniziato a definire la firma
proteomica degli esosomi del siero di topo in un modello di esposizione all'amianto. Topi C57/BI6 sono stati
esposti all'amianto tramite aspirazione orofaringea e, 56 giorni dopo, gli esosomi del siero sono stati isolati
tramite I'analisi proteomica. Anche in questo caso, utilizzando la spettrometria di massa tandem per
l'identificazione delle proteine, € stato dimostrato che negli esosomi del siero di topo erano presenti 376
proteine quantificabili, con la maggior parte delle proteine piu abbondanti nel gruppo esposto all'amianto. Di
queste proteine piu abbondanti nel gruppo esposto all'amianto, tre sono state convalidate dall'analisi Western
blot, tutte proteine della fase acuta: I'aptoglobina; ceruloplasmina, la glicoproteina che trasporta il rame, gia
vista aumentare nel sangue di pazienti con MM e negli individui esposti all'amianto e la fibulina-1 risulterebbe
implicata nell'esposizione all'amianto e nel MM. Questi risultati sugli esosomi secreti dalle cellule di
mesotelioma rispetto alle cellule mesoteliali sane hanno dimostrato che le cellule tumorali secernevano
rispetto alle cellule mesoteliali sane, hanno dimostrato che le cellule tumorali secernono modelli di miRNA
rispetto alle loro controparti sane. In particolare, é stato evidenziato che il miR-16-5p e significativamente
aumentato nell'espressione all'interno degli esosomi rilasciati dalle cellule tumorali. L'ipotesi & che le cellule di
mesotelioma abbiano sviluppato un meccanismo di secrezione preferenziale per liberarsi del miR-16-5p, grazie
alle sue consolidate funzioni di soppressione tumorale. Molteplici esperimenti hanno indicato la funzionalita di
questa secrezione e la possibilita di colpire questo fenotipo pro-tumorale.

Inoltre, un ulteriore studio ha preso in considerazione diversi tipi di tumore umano analizzandone, tramite
un'analisi proteomica completa, le vescicole e particelle extracellulari (EVP). Tale ricerca ha dimostrato che le
proteine EVP possono essere usate per il rilevamento del tipo di cancro. Concentrandosi sui dati relativi al
mesotelioma, il documento ha dimostrato che le immunoglobuline erano la principale famiglia di proteine
trovate nelle EVP con un'alta frequenza nel mesotelioma. Lo studio ha suggerito che le firme proteiche EVP
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derivate dal plasma potrebbero essere per I'individuazione del tipo di cancro nei pazienti. Questi risultati,
sebbene incoraggianti, necessitano di ulteriori convalide e test in una coorte piu ampia di pazienti per
confermare i risultati.

Oltre agli studi pubblicati sopra citati, sono state effettuate numerose ricerche con cellule di mesotelioma
umano, plasma di campioni esposti all'amianto e campioni di pazienti affetti da mesotelioma. Sono stati
eseguiti anche studi con esosomi plasmatici isolati da volontari sani, dal gruppo non-tumorale esposto ad
amianto e dai gruppi di mesotelioma esposti all'asbesto. Sebbene il numero di esosomi per ml di plasma non
erano differenti nei vari gruppi, la quantita di proteine esosomiali era maggiore nei diversi gruppi patologici
rispetto ai controlli. L'analisi proteomica eseguita su questi campioni ha mostrato la presenza di proteine
legate alla coagulazione negli esosomi

dei gruppi patologici (mesotelioma e esposti all'amianto) rispetto ai controlli. Gli esosomi plasmatici del
gruppo di controllo presentavano una firma comprendente immunoglobuline, lipoproteine e proteine legate
alle piastrine. Questi dati indicano un'alterata sorveglianza immunitaria nei campioni di MM in concomitanza
con l'aumento dei fattori di coagulazione.

Gli studi sopra descritti forniscono un quadro iniziale per la comprensione dei possibili biomarcatori e della
biologia sottostante al MM e all'esposizione all'amianto. Sulla base dei loro risultati, la ricerca puo tentare di
identificare ulteriormente i mezzi per la diagnosi precoce dell'esposizione all'amianto o dello sviluppo di
malattie correlate all'amianto, nonché di scoprire i tanto necessari bersagli terapeutici.

Inoltre, la capacita di comprendere le meccaniche dello sviluppo e della progressione del MM e un ambito
importante che puo essere utilizzato per il trattamento dei pazienti affetti da MM.

In definitiva, ci auguriamo che la ricerca sugli esosomi nel MM continui su questa traiettoria in avanti e che
vengano fatte altre scoperte significative per capire come I'amianto causi il cancro e trovare il modo di
identificare |'esposizione pericolosa all'amianto e di individuare precocemente il cancro prima di una diagnosi
fatale.

Sebbene sia molto prolifico, il campo della ricerca sugli esosomi ha offerto molte opportunita per il progresso
in campo medico, ma non é privo di sfide e limitazioni. Alcune aree di miglioramento includono i metodi di
isolamento degli esosomi, la comprensione dei meccanismi di biogenesi e la caratterizzazione degli esosomi. |
progressi ottenuti in questo ambito sono notevoli e consentono di sperare in potenziali trattamenti e/o
tecnologie rivoluzionarie e futuribili.
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