Relazione dell’attivita scientifica svolta dal Centro di Ricerca “E. Menni”, Fondazione Poliambulanza-Istituto
Ospedaliero di Brescia nell’ambito del progetto “Valutazione dell effetto delle cellule mesenchimali staminali
isolate da placenta umana a termine caricate con il chemioterapico Paclitaxel nel controllo della progressione
del carcinoma ovarico epiteliale”

Il carcinoma ovarico epiteliale € un tumore raro (incidenza di 17 casi su 100000 per anno) con una particolare
elevata mortalita [AIOM Linee guida Tumori dell’ovaio 2015]. Oltre alle classiche terapie (chirurgia,
chemioterapie, radioterapia, ormonoterapia) strategie terapeutiche innovative si stanno sviluppando per
ottimizzare ’efficacia dei trattamenti antitumorali (¢ diminuire la loro tossicita sistemica).

Le cellule mesenchimali staminali/stromali (MSC) da diversi tessuti rappresentano una strategia innovativa per il
controllo della progressione tumorale. Di particolare interesse € la loro capacita migratoria verso il sito tumorale
12 Inoltre, & stato dimostrato che le MSC sono in grado di incorporare chemioterapici senza che essi siano
citotossici per la cellula mesenchimale 7. Pili recentemente il nostro gruppo, il Centro di Ricerca E. Menni
(CREM) della Fondazione Poliambulanza, diretto dalla Prof.ssa Ornella Parolini, ha dimostrato che le MSC
dalla membrana amniotica (hAMSC) di placenta umana a termine rappresentano non solo un notevole e versatile
strumento terapeutico nell’ambito della medicina rigenerativa ma anche di poter avere un possibile utilizzo nel
settore oncologico. In particolare le hAAMSC sono in grado di incorporare il Paclitaxel (agente chemioterapico
utilizzato per il trattamento di diverse neoplasie) e di rilasciarlo in vitro & oltre ad avere un effetto anti-
proliferativo sulle tumorali per se °. Le MSC da membrana amniotica sono facilmente reperibili e, trattandosi di
materiale di scarto, il recupero e utilizzo delle MSC derivate da tali tessuti € eticamente accettato. Per di piu,
cellule derivate dalla membrana amniotica non esprimono antigeni MHC di classe Il, presentano invece
molecole quali HLA-G con funzione immunomodulante, suggerendo pertanto il loro possibile utilizzo in clinica
soprattutto nei trapianti allogenici.

L’OBIETTIVO PRINCIPALE di questo progetto ¢ la valutazione del potenziale effetto terapeutico delle
cellule mesenchimali staminali da placenta umana a termine caricate con il chemioterapico Paclitaxel (PTX) nel
controllo della progressione del carcinoma ovarico epiteliale.
Nello specifico, il raggiungimento di questo obiettivo prevede la realizzazione dei 3 seguenti obiettivi intermedi:
a. la messa a punto di un modello di coltura in vitro tridimensionale di tumore ovarico
b. preparazione delle hAMSC-PTX e CM-hAMSC-PTX
c. valutazione dell’effetto anti-proliferativo delle hAMSC-PTX ¢ CM-hAMSC-PTX su biopsie di
tumore ovarico epiteliale

a. Per il modello in vitro da utilizzare, abbiamo scelto di mettere a punto un modello di sferoidi tumorali. Le
cellule tumorali all’interno dello sferoide riproducono la stessa disposizione tridimensionale ed, allo stesso
tempo, hanno un pattern di crescita simile ai tumori solidi nello stadio iniziale non vascolarizzato. Queste
caratteristiche fanno degli sferoidi tumorali multicellulari un sistema piu vicino alla struttura tumorale in vivo e
li rendono un ottimo modello tridimensionale in vitro per lo studio dei diversi tumori. Inoltre, questo modello &
particolarmente rilevante per il tumore ovarico che si diffonde come cellule tumorali che sopravvivono come
aggregati cellulari o sferoidi nel fluido tumore peritoneale (ascite) e si diffondono per estensione diretta negli
organi adiacenti la cavita peritoneale (colon, vescica, fegato, etc). Ampia semina di questi sferoidi spesso si
constata in stadio avanzato e recidiva di malattia. Per questo progetto abbiamo scelto di sviluppare sferoidi in
vitro avvalendoci di 3 differenti linee cellulari di carcinoma ovarico metastatico e di cellule primarie derivate da
biopsie di liquido ascitico.

b. Le cellule mesenchimali stromali dalla membrana amniotica (hAMSC) di placenta umana a termine, raccolte
dopo rilascio di consenso informato da parte della madre, sono state isolate e caratterizzate come descritto
precedentemente utilizzando protocolli gia in utilizzo presso il CREM '°. Le hAMSC sono state caricate con il
farmaco PTX come precedentemente descritto ®. Nello specifico, le hAMSC sono state messe in coltura con PTX
per 24 ore per la fase di incorporazione del farmaco. Dopo 24h dall’aggiunta di PTX le hAMSC sono state
riseminate senza PTX per la fase di rilasciamento del farmaco nel terreno di coltura (CM-hAMSC-PTX).




c. Successivamente abbiamo studiato 1’effetto delle hAMSC caricate 0 meno con PTX sulla proliferazione di
sferoidi ottenuti da differenti linee cellulari di carcinoma ovarico e da diverse primarie derivate da biopsie di
liquido ascitico. Gli sferoidi sono stati lasciati crescere per circa 1 giorno e successivamente sono stati messi in
co-coltura con le hAMSC caricate o0 meno con paclitaxel. | risultati preliminari ottenuti da dimostrano che le
carcinoma ovarico in un modello di coltura 3D quali gli sferoidi ottenuti sia da linee cellulari tumorali sia da
cellule da paziente.

Inoltre, studi preliminari per determinare I’effetto del terreno rilasciato dalle hAMSC (caricate 0 meno con PTX)
sulla migrazione di cellule da ascite hanno dimostrano che il terreno condizionato da hAMSC caricate con PTX
(CM-hAMSC-PTX) ¢ in grado di inibire la migrazione di cellule da ascite in modo significativo rispetto al
controllo.

Pertanto, questi dati sono indicativi di un potenziale effetto delle hAAMSC nel controllo della proliferazione
tumorale e questo progetto sara oggetto di ulteriori approfondimenti.
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