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Riassunto

Il cancro ovarico rappresenta una delle for-
me di tumore della sfera genitale femmini-
le con la prognosi pit infausta e con la peg-
giore aspettativa di vita; molti studi e vari
dati scientifici hanno focalizzato I'attenzio-
ne sull'individuazione di biomarkers per il
cancro dell’ovaio, che possano identificare
precocemente la neoplasia e possano avere
applicazioni dirette nel follow-up.
L'evoluzione della tecnologia biomedica ha
accelerato tale processo, ma I'efficacia di ta-
li ricerche deve essere ancora dimostrata; gli
studi correnti, che focalizzano I'attenzione
sul profilo genico e proteomico della pato-
logia ovarica neoplastica, potrebbero diffe-
renziare la malattia metastatica dalla pato-
logia primaria, con un notevole impatto sul
management della neoplasia.

Da qui il grande interesse nell’identificazio-
ne dei biomarkers molecolari prognostici e
indicatori proteici, indirizzati a guidare il
trattamento e il follow up clinico; in questo
elaborato, difatti, si discute sull’utilizzo di
nuove molecole come biomarkers, sviluppa-
te su base proteomica e genomica, per mi-
gliorare il trattamento del cancro dell’ovaio
e sequirne il follow up.

RIVISTA DI OSTETRICIA GINECOLOGIA
PRATICA E MEDICINA PERINATALE

INTRODUZIONE

Nonostante i notevoli progressi compiuti dal-
la ricerca nel campo delle patologie tumora-
li, queste rappresentano ancora oggi una del-
le principali cause di morte nei paesi occi-
dentali. In molte sue forme, la gravita della
malattia al momento della diagnosi ¢ un fat-
tore importante per lo sviluppo del successi-
vo trattamento e dunque ¢ forte la necessita
di individuare delle molecole che possano
essere indicatrici di un processo maligno gia
nelle prime fasi.

Sebbene le ricerche condotte nel campo dei
biomarker, con lo scopo di definire meglio il
trattamento del cancro, si stiano muovendo
rapidamente, la possibilita di utilizzare con-
cretamente tali molecole nella pratica clinica
rimane ancora elusiva.

Proprio al fine di coordinare il lavoro dei ri-
cercatori impegnati nell'individuazione di bio-
marker, il National Cancer Institute (NCI) ha
stabilito, tramite I'Early Detection Research
Network (EDRN), una struttura formale, di-
visa in cinque fasi, per la guida del processo
che porta allo sviluppo di un biomarker; que-
ste fasi includono gli studi di esplorazione pre-
clinica, lo sviluppo di una tecnica clinica, uno
screening retrospettivo e prospettico ed, infi-
ne, uno studio clinico volto ad accertare I'ef-

ficacia del biomarker nella popolazione (1).
Nel caso dei marker di natura proteica vi ¢
stato in questi anni un enorme incremento
nel numero di pubblicazioni riguardanti I'u-
tilizzo di molecole proteiche come possibili
biomarker, soprattutto nel siero, ma di pari
passo il numero dei test sierici proteici, ap-
provati dalla Food and Drug Administration
(FDA) statunitense, € diminuito. Inoltre, nes-
suna delle molecole approvate ¢ stata sco-
perta tramite le piu recenti tecnologie pro-
teomiche o genomiche (2).

In questo elaborato ci focalizzeremo sull'uso
potenziale di nuove molecole proteiche co-
me possibili marker di diagnosi e/o progno-
si del cancro ovarico; 'attenzione sara rivol-
ta non solo verso i marker sierici ma anche
verso quelle proteine identificate a livello tis-
sutale, la cui espressione sembra essere in gra-
do di riflettere i meccanismi cellulari € mole-
colari di insorgenza e di progressione neopla-
stica, giacche a questa categoria appartengo-
no proteine coinvolte in diverse pathway cel-
lulari, dalla trasduzione del segnale al meta-
bolismo energetico.

Particolarmente interessante ¢ il ruolo di quel-
le molecole di segnale che regolano le intera-
zioni delle cellule tumorali con il microambien-
te circostante, che andremo ad analizzare.
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Summary

Biomarkers in Ovarian Cancer: Which
Genomics and Proteomics Helping?
The ovarian cancer has, between the gynae-
cological malignancies, the poorest progno-
sis and the bad overall and disease-free sur-
vival rates; several researches and clinical da-
tes on ovarian cancers focused on the iden-
tification of early diagnostic and prognostic
biomarkers for their applications, also in cli-
nical follow up. Some biotechnologies acce-
lerated this process, but the sensibility and
sensitivity of ovarian cancer novel biomar-
kers still need to be validated; these exten-
sive researches, targeting gene profiling and
proteomics, could help in differentiation bet-
ween patients with metastatic ovarian can-
cer and primary ovarian carcinomas, with a
large potential impact on cancer manage-
ment.

So, the considerable interest in identifying
molecular prognostic biomarkers and pro-
tein indicators guides the treatment deci-
sions and the clinical follow up; in this ela-
borate we discuss the use of novel molecu-
les, developed on the proteomics and geno-
mics, to improve the anticancer therapy for
malignant ovarian tumors and to monitor
their clinical follow up.

Key words

Ovarian cancer, Markers, Genomics,
Proteomics, Biotechnologies
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IL. CARCINOMA OVARICO:

UNA PANORAMICA

1l carcinoma ovarico rappresenta nel mondo
circa il 32% delle patologie tumorali gineco-
logiche, ¢ causa di circa il 55% dei decessi
femminili per neoplasia, globalmente colpi-
sce in peri e postmenopausa con un massi-
mo d'incidenza fra i 60 e i 70 anni (3).

La frequenza di sopravvivenza per carcino-
ma dell’ovaio ¢ simile a quella di altri tumo-
1i solidi maligni, ma approssimativamente il
75% delle volte che si diagnostica una neo-
plasia ovarica, la massa tumorale ha gia “si-
lenziosamente” metastatizzato al momento
della diagnosi, al 11T o IV stadio, incremen-
tandone severamente la mortalita (4).

1l ritardo diagnostico associato a questa neo-
plasia ¢ provocato dalla quasi totale asinto-
maticita della patologia, sia al momento del-
lo sviluppo che al momento della metastatiz-
zazione ad altri organi; il riscontro occasio-
nale, durante una visita ginecologica, di una
massa pelvica palpabile o, durante I'esecu-
zione di un'ecografia pelvica, di una cisti ova-
rica pud condurre il sanitario ad ulteriori ac-
certamenti diagnostici (5).

Comunque la gran parte di masse pelviche
obiettivamente palpabili non rappresentano
una patologia maligna, soprattutto in donne
in premenopausa, e non sembrano giustifi-
care ulteriori accertamenti di screening per
patologia ovarica maligna (6).

11 CA125 sierico e 'ecografia pelvica transva-
ginale o transaddominale hanno aiutato e non
poco il ginecologo nella diagnosi e nel mo-
nitoraggio di una formazione ovarica “sospet-
ta”, tanto che sono stati inclusi fra gli esami
standard nella normale routine clinica di ac-
certamento diagnostico in una massa pelvica.
11 CA125, antigene individuato nel 1981, ¢ ['u-
nica molecola sierica significativamente asso-
ciata al cancro ovarico; normalmente ha va-
lori inferiori a 35 U/mL, € presente a concen-
trazioni elevate nel siero di circa il 90% del-
le pazienti con tumore ovarico in III e IV sta-
dio e solo, purtoppo, in circa il 50% delle pa-
zienti con tumore a stadi precedenti (3).
Tali percentuali, purtroppo, non sono suffi-
cientemente diagnostiche e sono limitate da
un numero alquanto elevato di pazienti falsi
positivi ad uno screening di massa sulla po-
polazione generale, visto che il CA125 ¢ do-
sabile anche in donne con patologie gineco-

logiche benigne e in donne in premenopau-
sa; tale riscontro ne riduce, purtroppo, sia la
sensibilita che la specificita rispettivamente
al 75% e al 90% (5).

Numerosi studi clinici concordano che non
esiste una correlazione fra la dimensione tu-
morale residua dopo il primo intervento de-
molitivo laparotomico e i livelli sierici del CA
125, mentre tale antigene viene comunemen-
te utilizzato nel follow up della terapia anti-
blastica e nelle pazienti libere da tumore (4).
Altri markers diagnostici, quali il CEA, il CA
19-9 e il CA15-3, sono stati utilizzati nel car-
cinoma dell’'ovaio, ma solamente il BHCG nel
corion carcinoma e 'aFP nel tumore del se-
no endodermico hanno offerto buone garan-
zie di specificita; il solo dosaggio sierico del
CA125 quindi, non ¢ sufficiente per far diagno-
si di carcinoma ovarico in stadio iniziale (7).
L'utilizzo, invece, di tale antigene in associa-
zione con 'ultrasonografia, puo effettivamen-
te essere utile nel diagnosticare una neopla-
sia ovarica in stadio iniziale nella popolazio-
ne generale: altri studi hanno confermato l'ef-
ficacia di questa combinazione diagnostica nel-
lo screening di tale neoplasia nella popolazio-
ne generale ed in quella ad alto rischio (6).
L'ecografia ¢ un esame di screening molto
semplice da eseguire, con un’elevata accet-
tabilita delle pazienti ed ¢ scevro da compli-
canze; per tale motivo, quando si evidenzia
una formazione cistica con caratteristiche ul-
trasonografiche di benignita, non occorre ese-
guire ulteriori accertamenti diagnostici, ma
basta seguire un normale follow-up ecogra-
fico (3).

Tuttavia ulteriori studi eseguiti con indagini
ecografiche non hanno dimostrato né sensi-
bilita né specificita adeguate per una diagno-
si precoce di carcinoma ovarico, il che si tra-
duce in un'impossibilita ad utilizzare esclusi-
vamente l'ecografia pelvica nella diagnosi del
carcinoma ovarico, visto che la storia natura-
le del carcinoma ovarico € sconosciuta e la
possibilita che queste neoformazioni subisca-
no una trasformazione maligna non puo es-
sere omessa.

In diverse casistiche si rileva infatti che il po-
tenziale di malignita di tali neoformazioni
“ecograficamente benigne” ¢ risultato com-
preso tra lo 0% ed il 5% (6).

Dalle considerazioni suddette, quindi, & pos-
sibile concludere che attualmente nessun sin-
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golo marker sierico efficace e realmente dis-
ponibile nella diagnostica di laboratorio uti-
lizzabile per una diagnosi precoce di cancro
ovarico (8).

I MARKERS PER IL CANCRO OVARICO
EPITELIALE: STATO DELL’ARTE

Il cancro ovarico epiteliale ¢ una malattia
complessa, nonché la seconda forma di can-
cro ginecologico pitl comune e la causa di
circa la meta delle morti associate alle mali-
gnita ginecologiche pelviche.

Largamente asintomatico, al momento della
diagnosi, pit del 70% dei pazienti con can-
Cro ovarico si trovano, come detto, gia in uno
stadio avanzato di malattia (9).

Il CA125 rappresenta il marker sierico piu
utilizzo nel cancro ovarico, sebbene il suo
ruolo nello screening iniziale della malattia
sia controverso; tale proteina appartiene alla
famiglia delle mucine, proteine ad alto peso
molecolare che normalmente rivestono gli
epiteli (10).

In virtu della loro localizzazione, le mucine
svolgono ruoli estremamente importanti nel-
la fisiologia cellulare come, ad esempio, I'a-
desione cellulare; alterazioni della loro strut-
tura oligosaccaridica sono state riscontrate in
diverse forme tumorali (11).

11 CA125 ¢ un marker utile per la valutazio-
ne della risposta alle chemioterapia, per dia-
gnosticare le ricadute e per distinguere le
masse benigne da quelle maligne (12-13).
La messa a punto di un algoritmo, che ha per-
messo di calcolare il rischio di tumore alle
ovaie in base ai livelli sierci di CA125, ha evi-
denziato, perd, come circa il 20% dei casi ana-
lizzati mostrasse una bassa o addirittura as-
sente espressione di CA125 e ha fatto com-
prendere I'importanza dell'identificazione di
nuovi marker sierici o di molecole capaci di
complementarsi o sostituire il CA125, per la
diagnosi precoce del cancro alle ovaie (14).
L’inibina rappresenta un nuovo marker per
la diagnosi del cancro ovarico ed ¢ una gli-
coproteina che esiste come un dimero di due
subunita (o e PA o BB) per formare I'inibina
A (apA) e B (afB).

Dal punto di vista biochimico, I'inibina ap-
partiene ad una famiglia di fattori di crescita
prodotti principalmente dai follicoli ovarici,
che giocano un importante ruolo nella ferti-
lita femminile; difatti, dopo I'ovariectomia o
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in menopausa, in seguito a deplezione dei
follicoli ovarici, i livelli sierici delle inibine si
riducono drasticamente e, dopo la menopau-
sa, i livelli circolanti dell'inibina divengono
non rilevabili (15).

Al contrario, 1 livelli sierici totali dell'inibina
hanno dimostrato di essere elevati in post-
menopausa nelle pazienti affette da cancro
dell'ovaio, soprattutto nelle neoplasie a cel-
lule della granulosa e nei sottotipi mucinosi
delle neoplasie epiteliali (16).

Alcuni autori hanno evidenziato che l'inibi-
na, se utilizzata da sola o in associazione con
il CA125, puo essere di grande aiuto nell'in-
dividuazione del cancro ovarico, in quanto
nella pazienti in post-menopausa permette il
riconoscimento della neoplasia ovarica, an-
che se, purtroppo, in stadio avanzato; difat-
ti, l'inibina in associazione al CA125, presen-
ta valori di sensibilita del 95% con il 95% di
specificita (17).

Secondo una recente review sulle inibine,
pubblicata sulla rivista Cancer Letters nel mag-
gio 2007, il dosaggio dell'inibina totale ha
maggiore efficacia come marker precoce ri-
spetto al dosaggio delle varie subunita della
molecola, nelle pazienti in post-menopausa.

NUOVI MARKERS PROTEICI

PER IL CANCRO OVARICO:

IL RUOLO DELIA GENOMICA

E DELLE MODERNE BIOTECNOLOGIE

La mesotelina ¢ una proteina cellulare di su-
perficie presente sulle cellule mesoteliali nor-
mali che rivestono il lume delle cavita corpo-
ree ed ¢ altamente espressa in varie forme di
cancro, compreso quello dell’ovaio.
Utilizzando topi mancanti per il gene della
mesotelina, alcuni ricercatori hanno svilup-
pato un anticorpo monoclonale contro la pro-
teina e messo a punto un sistema ELISA per
il dosaggio della mesotelina nel siero.

Alti livelli della proteina sono stati trovati nei
pazienti con mesotelioma e cancro dell'ovaio
(18), inoltre, i livelli della proteina aumenta-
no progredendo dalle forme piu precoci a
quelle piu avanzate di cancro (19).
Importanti risultati sono stati ottenuti anche
nel campo della prognosi e nella risposta al
trattamento.

STAT 3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) funziona come fattore di tra-
scrizione latente in molte neoplasie; risiede

generalmente nel citoplasma e puo essere at-
tivato attraverso fosforilazione da parte di un
enorme varieta di citochine, ormoni e fattori
di crescita che agiscono, utilizzando proprio
la via di segnale da esso attivata, regolando
diverse risposte biologiche, incluso lo svilup-
po cellulare, la differenziazione, la prolifera-
zione, la motilita e la sopravvivenza (20). L'e-
spressione di STAT3 fosforilata risulta essere
aumentata nel carcinoma ovarico primario e
la sua localizzazione nucleare predice una
prognosi infausta (21).

IPAAT- ¢, invece, un enzima (del quale at-
tualmente si conoscono sei isoforme) che ca-
talizza l'acetilazione dell’acido lisofosfatidico
generando 'acido fosfatidico (PA), agendo
come secondo messaggero in numerose vie
di regolazione cellulare, ma anche in diversi
pathway di proliferazione e sopravvivenza
della cellula tumorale.

L'aumento di espressione dell’enzima ¢ stato
correlato con una prognosi infausta nelle ma-
lignita ginecologiche ed ¢ associato con una
minore sopravvivenza (22).

Tra i fattori prognostici del cancro ovarico ri-
entrano molti membri della famiglia tissutale
delle callicteine umane (hK), un gruppo di
serina-proteasi.

I geni di tale famiglia sono organizzati in un
grande cluster localizzato sul cromosoma
19q13.4. Diversi studi di immunoistochimica
hanno riportato come la hK8 possa essere
considerato un marker di prognosi favorevo-
le nei pazienti con cancro ovarico (23,24).
La piruvato chinasi (PK) ¢ un enzima chia-
ve della glicolisi. L'isoenzima M2-PK; diver-
samente dalle altre isoforme, mostra una strut-
tura dimerica in diverse forme di tumore e
poiche molte forme dimeriche sono over-
espresse nelle cellule tumorali, ¢ stato ribat-
tezzato Tu M2-PK; quest'enzima ¢ presente
nei fluidi biologici ed ¢ rilasciato dalle cellu-
le tumorali a seguito di necrosi e del turno-
ver delle stesse.

E stato inoltre dimostrato che la determina-
zione di Tu M2-PK in circolo rappresenta un
eccellente discriminante per distinguere tra
le forme benigne e quelle maligne di tumo-
re e fornisce informazioni addizionali sulla
sensibilita alla chemioterapia (25).

In un recente studio condotto da Ahmed e
collaboratori, ¢ stata ipotizzata una possibile
associazione tra i livelli plasmatici di TuM2-
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PK e la malignita del tumore ovarico, dimo-
strando come la sua concentrazione fosse pit
elevata nei soggetti malati, soprattutto in quel-
li che si trovavano in uno stadio avanzato del-
la neoplasia (20).

Gli stessi autori in un successivo lavoro han-
no cercato di determinare il valore di cut-off
per la sensibilita e le specificita con le quali
tale proteina permette di differenziare tra le
forme benigne e quelle maligne di carcino-
ma ovarico.

La concentrazione media di M2-PK era di 52
U/ml nei soggetti con carcinoma ovarico, con-
tro 17 U/ml riscontrati nei pazienti con una
condizione benigna (p <0.001). Ad un valo-
re di cut-off di 22 U/ml, la sensibilita di M2-
PK nell'individuare il tumore era del 70%, con
una specificita del 65% (27).

1l protoncogene c-Met (Mesenchymal epithe-
lial transition factor) codifica per un recetto-
re di membrana con attivita tirosina-chinasi-
ca (28).

La proteina ¢ ampiamente espressa nei tes-
suti di mammifero ed implicata in numerosi
processi cellulari. Ligando del recettore ¢ il
fattore di crescita degli epatociti (HGF, hepa-
tocyte growth factor) conosciuto anche co-
me scatter factor (SF).

L'overespressione e/o 'attivazione di c-Met
¢ stata implicata in numerose patologie tu-
morali.

Recentemente, Sawada e collaboratori han-
no analizzato il ruolo di c-MET nella biolo-
gia del carcinoma ovarico e la sua possibile
applicazione come target terapeutico; cio che
¢ emerso ¢ I'over-espresssione di c-MET so-
prattutto nei soggetti che si trovano in uno
stadio avanzato della malattia (29).

Che i livelli di espressione di c-Met potesse-
ro rappresentare un potenziale marker pro-
gnostico per i pazienti affetti da EOC in sta-
dio avanzato, era stato gia dimostrato negli
studi condotti da Ayhan e collaboratori (30).
Nello studio condotto nel 2007 da Sawada,
pero, il silenziamento del messaggero di c-
Met in cellule SKOV-3ip1 ha provocato una
inibizione dell’adesivita delle cellule a diver-
si componenti della matrice extracellulare e
verso cellule mesoteliali primarie umane; in
parallelo ad una riduzione significativa delle
integrine alfa e beta e dell’attivita delle uro-
chinasi e delle (MMP)-2/MMP-9. Questi risul-
tati hanno suggerito come l'overespressione
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di ¢-MET potesse rappresentare un fattore
prognostico nel carcinoma ovarico e che bloc-
cando in vivo l'azione di c-Met sarebbe stato
possibile inibire la disseminazione peritoneale
e 'invasione tumorale atrraverso un meccani-
smo alfa/beta-integrina dipendente (28).
Inoltre, Maggiora e collaboratori nel 2003 ave-
vano stabilito una relazione tra ¢-MET e RON,
un altro membro appartenente alla famiglia
genica dei recettori tirosin-chinasici, la cui
mutazione & correlata alla tumorigenesi. E sta-
to dimostrato che, in vitro, i due recettori in-
teragiscono, sinergizzano nelle stesse vie di
segnale e cooperando nell'indurre risposte
morfogeniche; lo stesso studio ha dimostra-
to che gli oncogeni RON e ¢-MET sono
espressi rispettivamente nel 55% e 56% dei
casi di carcinoma ovarico umano e sono co-
espressi nel 42% (P < 0.001), ipotizzando che
la loro azione possa promuovere la progres-
sione del carcinoma ovarico (31).
Nonostante gran parte delle molecole consi-
derate come possibili biomarker siano pro-
dotte direttamente dalle cellule tumorali, evi-
denze recenti puntano l'attenzione sul mi-
croambiente tumorale non solo come fattore
importante nel processo di carcinogenesi ma
anche come fonte di nuovi marker.

Infatti, il microambiente tumorale & costitui-
to da un complesso sistema di diversi tipi cel-
lulari come macrofagi, fibroblasti, cellule en-
doteliali, linfociti, che partecipano attivamen-
te nel processo di progressione tumorale at-
traverso la produzione di numerose sostan-
ze direttamente misurabili nei fluidi biologi-
ci (32).

Le metallo proteasi di matrice (MMP) sono
un gruppo di enzimi proteolitici calcio-zinco
dipendenti capaci di degradare molti compo-
nenti della matrice extracellulare e possono
essere prodotte sia dalle cellule tumorali che
dalle cellule stromali intorno (33).

Alti livelli di espressione, da parte delle cel-
lule stromali, delle metalloproteasi MMP-2,
MMP-9 e MT1-MPP, una sottoclasse di enzi-
mi non solubili ma legati alla membrana cel-
lulare, sono stati correlati con una prognosi
infausta nei pazienti con EOC (34).

EphA2 ¢ un recettore tirosina chinasico di
130KDa appartenente alla famiglia Eph.
EphA2 ¢ overespresso in molte forme di can-
cro, incluso quello ovarico, dove la sua
espressione viene correlata ad un comporta-
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mento pill aggressivo del cancro stesso (35).
I ruolo di EphA2 nella tumorigenesi sembra
riguardare, tra l'altro, i processi di invasione
e di angiogenesi; infatti, i livelli di espressio-
ne di questo recettore nelle cellule endote-
liali ed in quelle tumorali sono associati ad
una maggiore densita dei microvasi ed ad
un’alta espressione delle metalloproteasi
MMP-9, MMP-2, MT1-MMP (36).

Il PDEF appartiene alla famiglia ETS di fatto-
ri di trascrizione, caratterizzati da un domi-
nio conservato di 85 aminoacidi che lega il
DNA; essi sono fattori residenti nel nucleo e
partecipano come effettori del segnale nella
via Ras-MAPK.

Il meccanismo attraverso il quale sembrano
svolgere un ruolo nella tumorigenesi o nella
progressione del cancro ovarico rimane an-
cora sconosciuto; tali fattori potrebbero alte-
rare la fisiologia dei tumori ovarici epiteliali
forse in modo simile a quanto studiato nelle
linee cellulari di cancro alla mammella, do-
ve aumentano significativamente la mobilita
e l'invasivita.

L’espressione di questo fattore di trascrizio-
ne ¢ stata studiata sia a livello del’'mRNA, che
proteico. I dati ottenuti dimostrano come il
70% dei tumori ovarici over-esprima I'mRNA;
al contrario, solo per il 33% dei tumori nello
stadio avanzato overesprimevano la proteina
PDEF (37).

Diverse evidenze suggeriscono un link tra il
processo inflammatorio e l'insorgenza del can-
cro (38).

Numerose molecole prodotte dalle cellule in-
fiammatorie, da quelle tumorali o da altre cel-
lule associate al tumore, come i fibroblasti,
svolgono il ruolo di mediatori tra questi due
eventi.

Le citochine sono una eterogenea famiglia di
proteine a basso PM prodotte dalle cellule
immunitarie ma anche dalle cellule tumorali
stesse, che possono agire sia stimolando, che
inibendo la crescita e la progressione tumo-
rale (39).

L'intetleuchina 13 (IL-13) € una citochina
con attivita antinflammatoria prodotta dalle
cellule T, che svolge un ruolo importante in
molte attivita biologiche compresa I'insorgen-
za del cancro.

L'IL-13 agisce legandosi al proprio recettore
di membrana (IL-13R) costituito da due cate-
ne, IL13Ral ed IL13Ra2; un’espressione alte-
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rata di questa citochina ¢ stata descritta nel
tessuto tumorale rispetto al tessuto ovarico
normale (40).

Alti livelli della catena a2 sono stati rivelati in
44 su 53 (83%) campioni di tumore ovarico
maligno (41).

Livelli elevati del fattore inibitorio di migra-
zione dei macrofagi (MIF) sono stati trovati
nel sangue dei pazienti affetti da cancro ova-
rico (sensibilita e specificita del 77,8% e 53,3%
rispettivamente) (42).

Studi condotti su co-colture di cellule macro-
fagiche e linee cellulari tumorali hanno di-
mostrato come l'espressione di MIF sia indot-
ta in maniera JNKII- e NF-kB-dipendente ed
agisca inducendo il rilascio di MMP dai ma-
crofagi, promuovendo quindi l'invasivita del-
le cellule tumorali (43).

L'NGAL (Neutrophil gelatinase-associated li-
pocalin) € una proteina appartenente alla fa-
miglia delle lipocaine. E conservata all'inter-
no di specifici granuli nei neutrofili ed inter-
viene nel limitare la crescita batterica al sito
d’'infezione. Le lipocaine presentano spesso
un’espressione diversa nei tessuti tumorali ri-
spetto alla loro controparte normale. L'espres-
sione di NGAL ¢ piu alta sia nel tessuto che
nel siero dei pazienti con tumori borderline
e di grado 1 rispetto a quelli di grado 2, gra-
do 3 e dei tessuti benigni (44).

La capacita delle cellule tumorali di sfuggire
alla sorveglianza del sistema immunitario ¢
stata proposta per la prima volta da Dann e
collaboratori come una delle caratteristiche
fondamentali del cancro (45).

Una delle vie usate dal tumore per evadere
dall’attacco del sistema immunitario ¢ la co-
siddetta immunosovversione, cioe la soppres-
sione della risposta immunitaria mediante I'a-
zione di molecole di superficie o solubili.
CD46 ¢ una proteina di membrana che pro-
tegge le cellule dalla tossicita mediata dal
complemento. Un’ analisi immunoistochimi-
ca condotta su 73 biopsie di cancro ovarico,
ha dimostrato come l'espressione di questa
proteina sia collegata ad una prognosi meno
favorevole (46).

RCASI (Receptor-binding cancer antigen ex-
pressed on SiSo cells) ¢ una proteina che in-
duce l'apoptosi delle cellule immunitarie che
presentano il recettore per RCAS1, come le
cellule T e quelle natural killer (47).

Un’alta espressione di RCAS1 ¢ stata dimo-
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strata, mediante studi di immunolocalizzazio-
ne, nei casi di tumore alla mammella, del co-
lon-retto e colecisti (48, 49).

Pazienti con il cancro uterino hanno livelli
sierici significativamente piu alti rispetto a
quelli di individui controllo ed, inoltre, i li-
velli di RCAS1 sono correlati con la risposta
al trattamento (50).

RUOLO DELLA PROTEOMICA
NELL’INDIVIDUAZIONE DI NUOVI
MARKER DI CANCRO OVARICO

Nuove tecniche d’indagine si sono affianca-
te in questi anni alle metodiche tradizionali
affermandosi come importanti strumenti di
ricerca per l'individuazione di nuovi possibi-
li biomarker.

Lefficacia di nuove tecniche di ricerca, come
lo studio del profilo d’espressione genico, la
proteomica, la metabolica, risiede nella pos-
sibilita di studiare I'azione di pit geni o pro-
teine contemporaneamente.

Ciascun tipo cellulare presente nel nostro cor-
po ha lo stesso repertorio di geni, ma non tut-
ti sono trascritti contemporaneamente; inoltre,
le cellule rispondono a diversi stimoli (come il
trattamento genico farmacologico o farmaco-
genomica) modulando I'espressione dei pro-
pri geni o attivando I'espressione di nuovi.
Accanto a tutto questo, vi ¢ da considerare
che la regolazione del comportamento cellu-
lare ¢ dovuta in buona parte all'azione delle
proteine.

Il fatto che le proteine possano subire nume-
rose modificazioni aumenta certamente ['ete-
rogeneita molecolare e la diversita dei pro-
dotti genici.

Come risultato della presenza di piu varianti
alleliche, dello splicing del’'mRNA e delle mo-
dificazioni post-transcrizionali, il genoma uma-
no pud generare centinaia di migliaia di pro-
dotti genici partendo dalle 22,500 ORF (open
reading frame) stimate (51).

L'elettroforesi bidimensionale (2-DE) accop-
piata alla spettrometria di massa ¢ stata una
delle tecniche largamente utilizzate allo sco-
po di individuare nuovi marker proteici per
diverse forme di cancro, tra le quali quello
ovarico (52).

Dal confronto di sei linee cellulari di cancro
ovarico epiteliale, due sensibili e quattro re-
sistenti al platino, Yan e collaboratori hanno
individuato tramite 2-DE e spettrometria di

massa, cinque proteine differenzialmente
espresse tra le linee cellulari sensibili e quel-
le resistenti.

Le cinque proteine identificate come annexi-
na A3, destrina, cofilina 1, glutatione-S-trans-
ferasi (GSTO1-1) e isocitrato deidrogenasi ci-
tosolica NADP+ dipendente (IDHo), si can-
didano come possibili biomarker di farmaco-
resistenza (53).

In un recente studio si ¢ andati a valutare il
profilo proteomico sierico di donne affette
da cancro ovarico epiteliale invasivo, rispet-
to a quello di donne con altri tipi di cancro
ovarico, con masse pelviche benigne o di
donne sane.

I biomarker identificati sono stati: I'apolipo-
proteina Al (sotto-regolata nei casi di tumo-
re), una forme tronca della transtiretina (sot-
to-regolata) ed un frammento di taglio della
proteina inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H4 (sovra-regolata).

La sensibilita del modello combinato dei tre
biomarker insieme al CA125 ¢ maggiore ri-
spetto a quello del CA125 da solo [74% (95%
CI, 52-90% contro 65% (95% CI, 43-84%)] (54).
La tecnologia di microdissezione a cattura la-
ser (laser capture microdissection, LCM) € una
tecnologia che permette di isolare una popo-
lazione cellulare pura da una sezione di tes-
suto eterogenea sotto visualizzazione micro-
scopica diretta.

Combinando la tecnologia LCM con le tecni-
che classiche di proteomica, Brown e colla-
boratori sono riusciti ad identificare tre pro-
teine, glioxalasi I, Rho GDI e FK506, diffe-
renzialmente espresse tra due sottotipi di can-
cro ovarico, cancro ovarico epiteliale invasi-
VO e tumore ovarico a basso potenziale ma-
ligno (55).

Negli ultimi anni, la tecnologia SELDI (Surfa-
ce-enhanced laser desorption/ionization) ¢
stata introdotta per lo screening rapido di
campioni biologici, in particolare del siero.
La tecnica si basa sull'assorbimento selettivo
di proteine (<20 KDa) su una superficie bio-
logica o chimica; le superfici chimiche han-
no proprieta idrofobiche, idrofiliche, anioni-
che o cationiche, mentre quelle biologiche
hanno anticorpi, frammenti leganti I'antige-
ne, DNA o recettori.

Questa indagine viene utilizzata per l'identi-
ficazione di pazienti a rischio per lo svilup-
po di cancro, basandosi sull'analisi diretta di
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fluidi biologici come il siero, il plasma, il flui-
do cerebrospinale e le urine.

Petricoin e collaboratori hanno usato questa
tecnica per individuare un pattern di espres-
sione proteico a livello del siero, tra sogget-
ti normali e donne con il cancro ovarico, ri-
uscendo ad ottenere con una sensibilita del
100% ed una specificita del 94% in tutti i casi
di cancro ovarico che si trovavano allo stadio
precoce (56); negli anni successivi, i risultati
ottenuti da Petricoin non hanno pero trovato
conferma da parte di altri laboratori, sollevan-
do dei dubbi sulla loro validita clinica.

Tra i possibili marker del cancro ovarico iden-
tificati con la tecnica SELDI-TOF vi ¢ 'apto-
globina (Hp), una glicoproteina prodotta
principalmente dalla cellule del fegato ed im-
plicata nel metabolismo dell’emoglobina. Al-
ti livelli della subunita o dell’Hp sono stati
trovati nel siero dei pazienti con cancro ova-
tico (57).

Sempre utilizzando il siero come campione
biologico, Mor e collaboratori hanno messo
a punto un test per la diagnosi precoce del
cancro ovarico epiteliale basato sulla caratte-
rizzazione dei livelli di espressione di quat-
tro proteine: leptina, prolattina, osteoponti-
na (OSP) e fattore di crescita insulino simi-
le-IT (IGF-I); la combinazione delle quattro
proteine conferisce al test una sensibilita del
95%, una specificita del 95%, un valore pre-
dittivo positivo del 95% ed uno negativo del
94% (58).

Tutti i biomarkers di cui abbiamo discusso
sono riportati nella tabella riassuntiva.

CONCLUSIONI

Dalle evidenze emerse dalla nostra review ci
sembra rilevante sottolineare come la proteo-
mica e la ricerca genomica e biomolecolare
stiano indirizzando gli sforzi nello sviluppo
di nuovi marker proteici per il cancro ovari-
co, cercando di correlare la presenza di mo-
lecole segnale e la presenza di cancro ovari-
co, focalizzando l'attenzione sulla diagnosi
precoce di neoplasia e/o il ruolo prognosti-
co delle nuove molecole nel trattamento e il
follow up di queste neoplasie.

Purtroppo il corrente utilizzo clinico di que-
sti biomarker ¢ attualmente molto ridotto per
la significativita e specificita limitate, tanto
che il CA125 e, talvolta, I'inibina sono gli uni-
ci markers sierici correntemente utilizzati nel-
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TABELLA. Markers diagnostici e prognostici di cancro ovarico

MARKER TESSUTO/FLUIDO BIOLOGICO APPLICAZIONE
Inibina Siero Marker di diagnosi
LPAAT-B Tessuto Marker prognostico infausto
PDEF Tessuto Marker di diagnosi
Mesotelina Siero Marker di diagnosi
Marker di risposta al trattamento
Marker di prognosi infausta
hk8 Tessuto Marker di prognosi favorevole
MMP-2, MMP-9 e MT1-MPP Cellule Stromali Marker di prognosi infausta
EphA2 Tessuto Marker di prognosi infausta
MIF Siero Marker di diagnosi
NGAL Tessuto E Siero Marker di diagnosi
CD46 Tessuto Marker di prognosi
IL13Ra2 Tessuto Marker di diagnosi
RCAS1 Tessuto Marker di diagnosi e trattamento
Annexina A3, destrina, cofilina Linee Cellulari Marker di resistenza al platino

1, GSTO1-1, IDHc

Glioxalase I, Rho GDI, FK506

Tessuto Microdissezzionato

Marker di diagnosi

Hp-a

Siero

Marker di diagnosi

Leptina, prolattina,
osteopontina (OSP), IGF-|

Siero

Marker di diagnosi

la pratica clinica mondiale.

Per tali motivi, ci si augura che in un futuro
non troppo lontano, i brillanti dati sperimen-
tali riportati dalle ricerche evidenziate nel cam-
po dei biomarker dal nostro elaborato, pos-
sano essere corroborati da riscontri clinici e
terapeutici, al fine di poter disporre, ad un
costo relativamente ridotto, con facile ripro-
ducibilita, ampia diffusione e facile esecuzio-
ne, a titolo non pit sperimentale ma effetti-
vo di nuove molecole proteiche, da utilizza-
re soprattutto per la diagnosi precoce di neo-
plasia ovarica.
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