
 

 

Fattori di crescita e sistema riproduttivo 1 

UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI NAPOLI 

“FEDERICO II” 
 

 

FACOLTA’ DI MEDICINA E CHIRURGIA 

 

 

 
DOTTORATO DI RICERCA IN RIPRODUZIONE, SVILUPPO 

ED ACCRESCIMENTO DELL’UOMO 

COORDINATORE: PROF. C. PIGNATA 

 

 

 

 

TESI SPERIMENTALE 

 

 

 

FATTORI DI CRESCITA E SISTEMA RIPRODUTTIVO 

 

 

 

 

RELATORE     CANDIDATO 

Chiar.mo      Dott. Giuseppe Bifulco 

Prof. C. Di Carlo     

  

ANNO ACCADEMICO 2006/2007 

 



 

 

Fattori di crescita e sistema riproduttivo 2 

INDICE 

 

Introduzione 

 

Fattori di crescita ed unità materno-fetale 

 

Materiali e Metodi 

 

Effetto dell’insulina sulla proliferazione placentare 

 

Effetto della leptina sulla proliferazione placentare 

 

Conclusioni 

 

Miomi uterini e trasmissione del segnale proliferativi  

 

Materiali e Metodi  

 

Effetto degli anologhi del GnRH sulla proliferazione cellulare 

in miomi uterini 

 

Conclusioni 

 

 

 



 

 

Fattori di crescita e sistema riproduttivo 3 

INTRODUZIONE 

 

I fattori di crescita sono polipeptidi che modulano 

prevalentemente la proliferazione e la differenziazione cellulare, 

operando attraverso legami con specifici recettori della 

membrana cellulare, agendo localmente e funzionando in 

maniera paracrina ed autocrina.  

E’ noto come diversi fattori di crescita siano in grado di 

modulare l’attività degli organi e tessuti appartenenti al sistema 

riproduttivo mediante meccanismi complessi e non ancora del 

tutto chiariti. 

Affinché mitogenesi e la differenziazione avvengano, le cellule 

devono essere esposte ad una serie di fattori di crescita, con 

importanti limitazioni per quanto riguarda la durata e le 

concentrazioni. I fattori di crescita appaiono quindi di 

fondamentale importanza per tutto ciò che riguarda lo sviluppo e 

la crescita embrionale e fetale e per l’insorgenza di malattie 

neoplastiche benigne e maligne. 

Nel corso degli anni numerosi studi sono stati effettuati allo 

scopo di chiarire i meccanismi molecolari alla base di tali eventi 

anche in considerazione del fatto che cellule derivanti da organi 

del sistema riproduttivo non solo presentavano grandi quantità di 
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recettori ma erano anche in grado di garantire una produzione 

costante di tali fattori di crescita. 

La gran parte di tali studi hanno focalizzato la loro attenzione sui 

cambiamenti ormonali collegati agli episodi morfologici e 

autocrini/paracrini che avvengono nell’ovaio e che rendono la 

coordinazione di questo sistema uno degli episodi più 

straordinari che esistono in biologia umana. 

Negli studi eseguiti dal nostro gruppo di ricerca è stato negli anni 

indagato il ruolo di ormoni/fattori di crescita nella genesi di due 

patologie molto frequenti in ostetricia e ginecologi: il diabete 

gestazionale e le alterazioni placentari ad esso correlate e la 

miomatosi uterina e le modificazioni indotte dalla terapia medica 

con analoghi del GnRH. 
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FATTORI DI CRESCITA ED UNITA’  

MATERNO-FETALE 

 

Durante la gravidanza il feto e la placenta formano 

un’unica unità funzionale, con la placenta che, sin dalle fasi 

iniziali della gestazione, svolge un ruolo centrale nella 

regolazione della crescita fetale attraverso la sua complessa 

attività metabolica ed endocrina. La stretta relazione esistente tra 

sviluppo della placenta e crescita fetale è ben dimostrata dal fatto 

che il peso della placenta e quello fetale tendono ad aumentare 

proporzionalmente nel corso della gravidanza.  

Per quanto attiene al trasporto dei glicidi, la placenta 

regola selettivamente il trasporto del glucosio dal compartimento 

materno a quello fetale e viceversa. In caso di diabete materno, 

l’iperglicemia materna tende ad alterare non soltanto il trasporto 

materno-fetale del glucosio, ma anche l’intrinseco metabolismo 

placentare del glucosio e del glicogeno.  

Diversi studi in letteratura indicano che le gravidanze 

complicate da diabete mellito (GDM) sono caratterizzate da  

placente più grosse e più pesanti e da un incrementato passaggio 
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di glucosio dal compartimento materno a quello fetale con 

conseguente iperglicemia fetale, iperinsulinemia reattiva e 

macrosomia fetale.  

Numerosi studi sperimentali hanno dimostrato che diversi 

fattori di crescita sono coinvolti nel processo di ipercellularità 

placentare; in particolar modo è stato osservato che l’EGF 

(epidermal growth factor), l’IGF1 (insulin-like growth factor) ed 

il TGFα (transforming growth factor α) sono in grado di 

stimolare la proliferazione di cellule di citotrofoblasto in coltura 

e la loro capacità di produrre hCG e progesterone. 

E’ tuttavia ben noto che il GDM va ad alterare la normale 

funzione dei fattori di crescita e diversi studi indicano che il 

fisiologico incremento di IGF-II che si verifica nel corso di una 

gravidanza non complicata è marcatamente ridotto nelle 

gravidanza complicate da diabete. Il mancato aumento di IGF-II 

potrebbe avere implicazioni dirette sulle anormalità placentari in 

gravidanza e indirette sullo sviluppo e metabolismo fetali. 

L’insulina e la leptina, fattori di crescita i cui livelli 

ematici appaiono elevati in corso di gravidanze complicate da 

diabete, sono in grado di stimolare la risposta proliferativa e 
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metabolica in diversi tessuti. E’ noto che la placenta 

normalmente contiene un gran numero di recettori per l’insulina 

e per la leptina che sono distribuiti sulla superficie del 

sinciziotrofoblasto.  

Lo scopo di questa linea di ricerca è stato quello di 

indagare l’effetto di insulina, leptina e glucosio sulla 

proliferazione cellulare, sul metabolismo glucidico e sulle 

diverse vie di trasmissione del segnale mitogenico e metabolico 

in cellule umane di corioncarcinoma (cellule JAr), che 

rappresentano un valido modello sperimentale per lo studio in 

vivo delle funzioni del trofoblasto. 
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MATERIALI E METODI 

Colture cellulari 

La linea cellulare di corioncarcinoma di placenta umana (JAr) è 

stata acquistata da American Type Culture Collection (Rockville, 

MD) ed è stata cresciuta a 37°C in CO2  al 5% in mezzo RPM1-

1640, con l’aggiunta di 10% di siero fetale bovino. 

 

Trasfezione e frazionamento cellulare 

Gli esperimenti di trasfezione transiente sono stati eseguiti 

utilizzando il metodo della Lipofectamina. Le cellule alla 

confluenza del 50-80% sono state lavate due volte con Optimum 

ed incubate per 8 ore con 10 µg dell’oligonucleotide antisenso di 

SHP-2. Il mezzo è stato quindi sostituito con DMEM 

supplementato con 10% FCS.  

Le frazione subcellulari sono state preparate mediante una 

modificazione del metodo di Simpson (24). Le cellule sono state 

lavate con Buffer A (10 mM Tris-HCl, pH 7.4,  1 mM EDTA, 

255 mM saccarosio, 1 mM PMSF, 10 mM NaF, 100 µM 

Na3VO4, 1 mM NaP2O7, 5 µg/ml aprotinina, 5 µg/ml leupeptina),  

lisate mediante passaggio in ago 27-gauge e centrifuged a 800 x 
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g per 5 min a 4°C per pellettare i nuclei. Il sovranatante è stato 

centrifugato a 16,000 x g per 20 min a 4°C. Il pellet è stato 

caricato su di un cuscinetto di saccarosio 1.12 M e centrifugato a 

212,000 x g per 70 min allo scopo di separare le membrane 

plasmatiche. Il sovranatante è stato quindi centrifugato a 212,000 

x g per 20 min per separare le membrane interne (pellet) ed il 

citosol (sovranatante).  

 

Incorporazione di timidina  

Le cellule sono state tenute in coltura in multi-well da 24 pozzetti 

e incubate per 12 ore in mezzo contenente 10% di siero fetale 

bovino e  100mg/ml di glucosio. Il mezzo è stato poi rimosso e le 

cellule rese quiescenti mediante privazione da siero e da glucosio 

per 16 ore in mezzo contenente 0.25% BSA. Le cellule sono state 

quindi incubate per tempi differenti (1-4 giorni) in DMEM, 

contenente 0.25% BSA con 6mM (NG) o 25mM (HG) di 

glucosio in assenza o in presenza di insulina (100nM), leptina (10 

nM), IGF-I (100nM), EGF (100ng/ml) e FBS (10%). Nelle 

ultime 4 ore sono state aggiunti 5µCi/ml di timidina triziata per 

monitorare la sintesi del DNA. Dopo questo periodo finale 
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d’incubazione, le cellule sono state lisate in NaOH 1N ed è stata 

misurata la radioattività. 

 

Saggio di proliferazione cellulare 

Le cellule sono state tenute nel normale mezzo di coltura con 

l’aggiunta di 6mM o 25mM di glucosio. Per determinare l’effetto 

di insulina, leptina, IGF-I, EGF e FBS sul numero totale, le 

cellule sono state piastrate in multi-well da 24 pozzetti con 

mezzo contenente 0.25% BSA e sono stati poi aggiunti i fattori di 

crescita per tempi differenti (2-7 giorni). Le cellule sono state poi 

staccate dalla piastra mediante tripsinizzazione e contate in un 

contatore Coulter. 

 

Frammentazione del DNA 

Le cellule JAr sono state private da siero e da glucosio per 12 ore 

e poi sono state incubate in DMEM, senza siero, e con 6mM o 

25mM di glucosio per 48 ore con TNFα (25ng/ml) e in assenza o 

in presenza di insulina e leptina. Per analizzare la 

frammentazione del DNA, è stato isolato il DNA da 2×10
6  

cellule. Le cellule sono state lisate in 0.5 ml di buffer di lisi 

(10mM Tris (pH 7.5), 0.6% SDS, 10mM EDTA); è stata poi 

aggiunta una soluzione di RNAsi alla concentrazione di 15µg/ml 
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ed il lisato è stato incubato a 37°C. E’ stato poi aggiunto NaCl 

1M e i tubi sono stati incubati a 4°C per 2 ore. I tubi sono stati 

poi centrifugati (14.000 × g; 4°C per 30 minuti) ed è stato estratto 

il DNA nel sovranatante mediante precipitazione con fenolo-

cloroformio ed etanolo. Dopo la centrifugazione a 14,000 × g , il 

DNA è stato essiccato e risospeso in 20µl di buffer TE (10mM 

Tris, 10mM EDTA). Il DNA è stato poi separato su gel di 

agarosio all'1.5% contenente 0.5µg/ml di etidio bromuro e il 

risultato della migrazione elettroforetica è stato poi osservato alla 

luce UV. 

 

Binding dell'insulina 

Le cellule JAr sono state private da siero e da glucosio per 16 ore 

e poi sono state incubate in DMEM senza siero e con 6mM o 

25mm di glucosio per 48 ore. Dopo questo lasso di tempo, le 

cellule sono state incubate con insulina marcata con I
125

 

(approssimativamente 20,000 cpm) in un volume finale di 1 ml di 

binding buffer con un pH di 7.8 che conteneva 25mM di Tris-

HCl, 120mM NaCl, 1.2 mM MgSO4 , 2.5mM KCl 0.1% (w/v), 

2% BSA e 1 mg di Bacitracina. Il binding non specifico è stato 

determinato come misura della radioattività rimasta legata in 

presenza di un grande eccesso di insulina non marcata (8.5 × 10
-5 
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) e, sottraendo tale quota alla radioattività totale legata, si è 

calcolato il legame specifico.  

 

Fosforilazione e contenuto totale di IR  

Le cellule JAr sono state private da siero e da glucosio per 12 ore 

e poi sono state incubate in RPMI-1640 senza siero e con 6mM o 

25mM di glucosio per 48 ore in assenza o in presenza di insulina. 

Dopo il periodo d’incubazione le cellule sono state lisate in 

50mM Hepes ad un pH di 7.5, 150mM NaCl, 10% glicerolo, 1% 

Triton X-100, 10mM EDTA, 10mM Na4P2O7, 1Mm Na3VO4, 

10µg/ml aprotinina, 10µg/ml leupeptina, 100mM NaF, 1mM 

fenilmetilsulfonil fluoride (TAT buffer). I lisati sono stati 

precipitati con anticorpi specifici anti-IR ed è stato poi eseguito 

un western blot con anticorpi anti-fosfotirosina per la valutazione 

della fosforilazione di tali proteine e con anticorpi anti-IR per 

determinare il contenuto totale di tali proteine. 

 

Fosforilazione e contenuto totale di IRS1 e MAPK 

Le cellule sono state trattate come descritto precedentemente. 

Dopo incubazione le cellule sono state lisate in TAT buffer. I 

lisati sono stati precipitati con anticorpi specifici anti-IRS1 ed è 

stato poi eseguito un western blot con anticorpi anti-fosfotirosina 
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o con anticorpi anti-fosfo-MAPK per la valutazione della 

fosforilazione di tali proteine e con anticorpi anti-IRS1 o anti-

MAPK per determinare il contenuto totale di tali proteine. 

 

Attività tirosino-fosfatasica 

Le cellule JAr sono state incubate con glucosio ed insulina come 

descritto precedentemente. Per valutare l’attività tirosino-

fosfatasica le cellule sono state incubate con o senza 2mM di 

vanadato in un buffer senza fosfato per 20 minuti a 37°C. Le 

cellule sono state poi lisate in 0.5% Triton-X-100 e i lisati sono 

stati immunoprecipitati con anticorpi specifici anti-IR e anti-

IRS1. L’immunopellet è stato lavato e risospeso in un  buffer 

contnente 50mM Hepes, pH 7.0. La reazione è stata iniziata con 

l’aggiunta di 20mM di pNPP a 37°C per 15 minuti e poi è stata 

terminata con l’aggiunta di 1N NaOH; la quantità totale di p-

nitrofenolo rilasciata è stata dosata con metodiche 

spettrofotometriche. 

 

Associazione di SHP-2 ad IRS1 

Per eseguire esperimenti di co-precipitazione, sono stati utilizzati 

estratti cellulari ottenuti da cellule JAr trattate come è stato 

descritto precedentemente. Ogni piastra di coltura è stata lisata in 
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TAT buffer e gli estratti sono stati incubati con anticorpi anti-IR 

e anti-IRS1. I campioni separati elettroforeticamente sono stati 

trasferiti su carta da filtro di nitrocellulosa ed i filtri sono stati  

incubati con anticorpi anti-SHP-2. 
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Effetti dell’insulina sulla proliferazione placentare 

 

RISULTATI 

L’effetto del glucosio (6-25 mM), in presenza o assenza di 

insulina (100nM), sulla proliferazione cellulare è stato valutato 

determinando l’incorporazione di timidina  triziata da parte delle 

cellule JAr, utilizzata come indice della sintesi di DNA e quindi 

di replicazione cellulare. In assenza di insulina, le cellule JAr 

cresciute in mezzo con alte concentrazioni di glucosio (HG) (Fig. 

1B) presentavano un decremento del 20% nell’incorporazione 

della timidina triziata rispetto alle cellule coltivate in mezzo 

contenente basse concentrazioni di glucosio (NG) (Fig. 1A). 

L’insulina non induceva l’incorporazione di timidina triziata da 

parte delle cellule JAr NG. Al contrario, nelle cellule HG 

l’insulina incrementava l’incorporazione di timidina triziata  di 

circa 4 volte dopo 96 ore. Questi risultati dimostrano che 

l’insulina è in grado di aumentare l’incorporazione di timidina 

triziata solo quando le cellule JAr sono tenute in un mezzo di 

coltura con elevate concentrazioni di glucosio. 
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Figura 1: Effetto di glucosio ed insulina sulla incorporazione di timidina 

di cellule JAr. A) Presenza di 100 mg/dl glucosio; B) Presenza di 450 

mg/dl glucosio. 

 

Gli effetti del glucosio sulla proliferazione cellulare insulina-

dipendente delle cellule JAr sono stati anche valutati mediante un 

saggio teso a valutare il numero di cellule. L’aggiunta di 100nM 

di insulina a cellule JAr piastrate in mezzo di coltura in assenza 

di siero fetale bovino non era in grado di indurre la proliferazione 
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cellulare in presenza di basse concentrazioni di glucosio (Fig. 

2A). Al contrario quando le cellule erano incubate in alte 

concentrazioni di glucosio, la crescita cellulare insulino-

dipendente aumentava di 3.5 volte dopo 168 ore (Fig. 2B).  

Figura 2:  Effetto del glucosio e dell’insulina sul numero di cellule JAR. 

A) Presenza di 100 mg/dl glucosio; B) Presenza di 450 mg/dl glucosio. 
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Per valutare la specificità dell’effetto sinergico di glucosio ed 

insulina sulla proliferazione delle cellule JAr sono stati utilizzati 

differenti fattori di crescita. Le cellule JAr sono state tenute per 

48 ore in mezzo di coltura con alte o basse concentrazioni di 

glucosio in presenza o assenza di IGF-I, EGF e FBS ed è stata 

poi misurata l’incorporazione  di timidina triziata (Fig. 1 A-B). In 

presenza di 100nM di IGF-I, l’incorporazione di timidina triziata 

aumentava sia nelle cellule HG che in quelle NG rispettivamente 

di 4.0 e 4.5 volte dopo 72 ore. Risultati simili sono stati ottenuti  

dopo aggiunta al mezzo di coltura di  EGF e FBS. 

In letteratura è stato ampiamente dimostrato che il glucosio è un 

importante regolatore dell’apoptosi cellulare. Per valutare la 

possibilità che le differenze tra cellule HG e NG fossero dovute 

non ad una differenza della proliferazione cellulare bensì ad  una 

diversa attivazione del meccanismo della morte cellulare 

programmata nei due gruppi di cellule è stata effettuata un’analisi 

della frammentazione del DNA. Come mostrato in Figura 3, non 

si riscontrata frammentazione del DNA, espressione del 

meccanismo apoptotico, né nelle condizioni NG o HG né in 

assenza o presenza di 100nM di insulina. Per verificare che 

effettivamente la frammentazione del DNA fosse il marcatore 

dell'apoptosi in questo tipo cellulare, abbiamo usato il TNFα, un 
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tipico induttore dell'apoptosi. Come si può osservare (Fig. 3, 

linee F,H), il TNFα determinava una frammentazione del DNA 

sia nelle cellule HG che nelle cellule NG. Questi dati dimostrano 

che gli effetti del glucosio sulla proliferazione insulino-mediata 

delle cellule JAr non è dovuto a differenza nell’attivazione del 

meccanismo dell’apoptosi. 

Figura 3: Effetto di glucosio ed insulina sull’apoptosi di cellule JAr. 

 

Effetti del glucosio sul binding del recettore per l'insulina (IR) 

L’insulina induce le risposte metaboliche e proliferative mediante 

il legame al suo recettore. Per indagare il meccanismo molecolare 

alla base della alterata proliferazione delle cellule JAr mediata 

dall’insulina e potenziata da alte concentrazioni di glucosio 

(HG), è stato valutato il legame dell’insulina al proprio recettore. 



 

 

Fattori di crescita e sistema riproduttivo 20 

Non sono state osservate differenze significative nel binding del 

recettore nelle cellule tenute a basse o ad alte concentrazioni di 

glucosio per 48h (rispettivamente 11.7±1.7% e 12.2±2.0%), 

dimostrando che le caratteristiche del mezzo di coltura non hanno 

effetto sul binding dell’insulina. La capacità di legame, valutata 

con lo scatchard plot, non ha mostrato alcuna differenza 

significativa tra cellule NG e HG. Questi dati indicano quindi che 

l’effetto sinergico del glucosio e dell’insulina sulla proliferazione 

cellulare non è dovuto ad un incrementato legame dell’insulina al 

proprio recettore.  

 

Effetti di glucosio ed insulina sulla fosforilazione del recettore 

per l'insulina  

Per indagare la possibilità che il glucosio potesse regolare la 

fosforilazione di IR nelle cellule JAr, sono stati eseguiti saggi di 

Western Blot utilizzando anticorpi anti-fosfotirosina su estratti 

cellulari immunoprecipitati con anticorpi anti-β-subunità di IR 

(Figura 4). In cellule HG, la fosforilazione insulino-indipendente 

del recettore era ridotta del 40% rispetto alle cellule NG. In 

presenza di insulina, la fosforilazione di IR risultava 

incrementata in maniera significativa solo in presenza di elevate 

concentrazioni di glucosio. Questi dati dimostrano quindi che 
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l’esposizione cronica delle cellule JAr ad alte concentrazioni di 

glucosio determina una diminuzione della autofosforilazione 

basale del recettore per l’insulina mentre incrementa questo 

effetto in presenza di insulina. Come mostrato, tutte le differenze 

osservate non erano dovute a modificazioni del contenuto totale 

di tali proteine (Figura 4). 

Figura 4: Effetto di glucosio ed insulina sulla fosforilazione del recettore 

per l’insulina 

 

Effetti di glucosio ed insulina sull'attivazione di IRS1 e MAPK 

Dopo la sua fosforilazione, il recettore per l'insulina provvede 

alla fosforilazione di residui di tirosina di alcune proteine, 



 

 

Fattori di crescita e sistema riproduttivo 22 

mediatori precoci del signaling intracellulare, tra cui IRS1, 

coinvolta nella via mitogenica. Per comprendere più a fondo il 

meccanismo molecolare alla base della proliferazione delle 

cellule JAr mediata dall’insulina e potenziata da alte 

concentrazioni di glucosio, è stata valutata la fosforilazione e 

l'attivazione di IRS1. In assenza di insulina, 

l’immunoprecipitazione di IRS1 in cellule HG, seguita da analisi 

di immunoblot con anticorpi anti-fosfotirosina, ha rilevato una 

riduzione del 50% della fosforilazione di IRS1 in confronto alle 

cellule NG. In presenza di insulina la fosforilazione di IRS1 nelle 

cellule HG incrementava di 4 volte, mentre nelle cellule NG 

l’insulina non era in grado di indurre la fosforilazione della 

proteina (Fig. 5).  

In diversi tipi di cellule la fosforilazione di IRS1 è seguita 

dall’attivazione di altre proteine intracellulari come per esempio 

MAPK (mitogen acitavated protein kinase). Come mostrato (Fig. 

5), la fosforilazione insulino-indipendente di MAPK si riduceva 

del 50% in cellule HG rispetto alle cellule NG. In maniera 

analoga a quanto osservato per IRS1, l’insulina era invece in 

grado di indurre la fosforilazione della MAPK di 4 volte solo 

nelle cellule HG. Come mostrato in Figura 5, tutte le differenze 



 

 

Fattori di crescita e sistema riproduttivo 23 

osservate non erano dovute a modificazioni del contenuto totale 

di tali proteine.  

 
 

 

Figura 5: Effetto di glucosio ed insulina sulla fosforilazione di IRS1 e 

MAPK. 

 

Effetto di glucosio e insulina sull'attività tirosino-fosfatasica 

Per comprendere meglio il meccanismo molecolare attraverso cui 

alte concentrazioni di glucosio regolano la fosforilazione di IR e 

di IRS1 e l’attivazione di MAPK, abbiamo studiato il ruolo delle 
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proteine con attività tirosino–fosfatasica (PTPs), cioè in grado di 

modulare la fosforilazione di altri substrati intracellulari.  

Tali proteine sono infatti coinvolte nella regolazione del 

signaling intracellulare dell’insulina. Innanzitutto abbiamo 

valutato se l’effetto indotto da alti livelli di glucosio sulla 

fosforilazione di IR ed IRS1 potesse essere mediato da differenze 

nell’attività delle PTPs. A tale scopo è stato eseguito un saggio 

teso a valutare l'attività tirosino-fosfatasica in cellule HG e NG 

utilizzando come substrato il p-nitrofenilfosfato (pNPP). Per 

identificare selettivamente l’attività tirosino-fosfatasica sono stati 

usati potenti inibitori dell’attività tirosino-fosfatasica come il 

vanadato e il pervanadato. L’attività tirosino-fosfatasica totale e 

associata a IR e IRS1 è stata valutata come attività tirosino-

fosfatasica inibita dal vanadato. Come mostrato nella Tabella I, 

l’attività PTPs associata ad IRS1 era rilevabile solo in cellule HG 

ed in assenza di insulina. Inoltre, in presenza di insulina, l’attività 

tirosino-fosfatasica era ridotta di 2.7 volte. Al contrario di quanto 

accadeva per IRS1, nessuna attività tirosino-fosfatasica associata 

ad IR veniva misurata nelle cellule HG. Questi dati dimostrano 

l’importante ruolo svolto dalle tirosino-fosfatasi come selettivi 

regolatori della fosforilazione glucosio/insulina mediata di IRS1.  
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TOTALE IR IRS1 

 NG HG NG HG NG HG 

- Ins 0.8±0.04 2.3±0.04 0.31±0.013 0.4±0.02 0.6±0.03 2.17±0.37 

+Ins 0.6±0.02 0.9±0.02 0.29±0.011 0.39±0.023 0.5±0.012 0.8±0.021 

Tabella I: Attività tirosino-fosfatasica (PTPs) in cellule JAr. 

Per identificare la PTP coinvolta nella regolazione del segnale IR 

nelle cellule JAr, abbiamo eseguito esperimenti di co-

precipitazione tra IR, IRS1 e SHP-2, una proteina con attività 

tirosino-fosfatasica descritta essere associata alla via del recettore 

per l’insulina. In modo molto interessante, come mostrato nella 

Figura 6, SHP-2 co-precipita con IRS1 nelle cellule HG in 

assenza di insulina mentre, in presenza di insulina, la co-

precipitazione IRS1-SHP-2 non è misurabile. Al contrario, 

nessuna co-precipitazione è stata osservata tra IR e SHP-2 sia 

nelle cellule HG che NG. Questi dati confermano che una attività 

tirosino-fosfatasica associata ad IRS1 viene indotta da alte 

concentrazioni di glucosio e che l’insulina è in grado di revertire 

questo effetto.  
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Figura 6: Effetto di glucosio ed insulina sull’associazione SHP-2/ IRS1 e 

SHP-2/IR. 

 

 

Effetto dell’inibizione di SHP-2 sull’attivazione del signaling 

insulinico e sulla proliferazione cellulare  

Allo scopo di verificare il coinvolgimento della proteina SHP-2 

nella genesi delle alterazioni della crescita cellulare insulino-

indotta, abbiamo trasfettato in maniera transiente un 

oligonucleotide antisenso (SHP-2-AS) in cellule JAr. Come 

mostrato in Figura 7, l’antisenso riduce l’espressione della 

proteina SHP-2 di circa l’80%.  

 

Figura 7: Inibizione dell’espressione della fosfatasi SHP-2 con 

oligonucleotide antisenso 
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L’antisenso di SHP-2 inibisce completamente l’associazione 

SHP-2/IRS1 in cellule coltivate in presenza di elevate 

concentrazioni di glucosio (Fig. 8).  

Inoltre, in cellule HG, l’inibizione dell’espressione di SHP-2 

incrementa la fosforilazione insulino-indipendente di IR e di 

IRS1, rispettivamente del 30% e del 50% (p< 0.01). L’effetto 

dell’antisenso era accompagnato da una riduzione del 300% della 

fosforilazione insulino-dipendente di IR e di IRS1.  

Figura 8: Effetto dell’inibizione dell’espressione di SHP-2 sull’attivazione 

di IRS1 e di IR 

 

Inoltre, il trattamento con l’antisenso di SHP-2 di cellule HG, 

riportava l’incorporazione di timidina basale ed insulino-

stimolata ai livelli osservabili in presenza di bassi livelli di 

glucosio (Figura 9).  
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Figura 9: Effetto dell’antisenso di SHP-2 sull’incorporazione di timidina 

 

Localizzazione intracellulare di SHP-2 e di IRS1 

Allo scopo di comprendere in che modo il glucosio potesse 

regolare l’interazione tra IRS1 e SHP-2, è stata indagata la 

localizzazione intracellulare delle due proteine. A questo scopo, 

abbiamo effettuato una preparazione di membrane interne (IM) e 

di frazioni citosoliche (Cyt) da cellule JAr.  

Come mostrato in Figura 10, in cellule coltivate in presenza di 

basse concentrazioni di glucosio, la proteina SHP-2 risultava 

ampiamente citosolica sia in presenza che in assenza di insulina. 

In presenza di elevate concentrazioni di glucosio si determinava 

una delocalizzazione nelle membrane interne. L’esposizione 

all’insulina causava una traslocazione della proteina SHP-2 
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nuovamente nel citosol. La proteina IRS1 risultava ugualmente 

distribuita sia nel citosol che nelle IM di cellule coltivate in 

mezzo contenente elevate o basse concentrazioni di glucosio. In 

seguito allo stimolo con insulina circa l’80% di IRS1 trasloca dal 

citosol verso le membrane interne sia in presenza di 6 che di 25 

mM glucosio (Figura 10).  

Quindi, in cellule JAr il glucosio induce la traslocazione di SHP-

2 verso le IM dove è presente la gran parte di IRS1 risulta 

fosforilata. La stimolazione con insulina rilocalizza SHP-2 nel 

citosol e promuove la fosforilazione di IRS1.  

Figura 10: Localizzazione intracellulare di SHP-2 e di IRS1. 
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Effetti della leptina sulla proliferazione placentare 

 

RISULTATI 

L’effetto del glucosio (6-25 mM), in presenza o assenza di 

leptina (10nM), sulla proliferazione cellulare è stato valutato 

determinando l’incorporazione di timidina  triziata da parte delle 

cellule JAr. In assenza di leptina, le cellule JAr cresciute in 

mezzo con alte concentrazioni di glucosio (Fig. 11B) 

presentavano un decremento del 20% nell’incorporazione della 

timidina triziata rispetto alle cellule coltivate in mezzo 

contenente basse concentrazioni di glucosio (Fig. 11A). La 

leptina non induceva l’incorporazione di timidina triziata da parte 

delle cellule JAr NG. Al contrario, nelle cellule HG, la leptina 

determinava un incremento dell’incorporazione di timidina 

triziata di circa 4 volte a 96 ore. Questi risultati dimostrano che la 

leptina è in grado di stimolare l’incorporazione di timidina 

triziata solo quando le cellule JAr venivano tenute in un mezzo di 

coltura con elevate concentrazioni di glucosio. 
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Figura 11: Effetto di glucosio e  leptina sulla proliferazione di cellule JAr. 

A) Presenza di 100 mg/dl glucosio; B) Presenza di 450 mg/dl glucosio. 

 

Gli effetti del glucosio sulla proliferazione cellulare leptina-

dipendente delle cellule JAr sono stati anche valutati mediante un 

saggio teso a valutare il numero di cellule. L’aggiunta di 10 nM 

leptina a cellule JAr piastrate in mezzo di coltura non era in 

grado di indurre la proliferazione cellulare in presenza di basse 

concentrazioni di glucosio. Al contrario quando le cellule erano 

incubate in alte concentrazioni di glucosio, la crescita cellulare 
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dipendente da insulina e leptina aumentava di circa 3 volte dopo 

96 ore.  

Per valutare la specificità dell’effetto sinergico di glucosio e 

leptina sulla proliferazione delle cellule JAr sono stati utilizzati 

differenti fattori di crescita. Le cellule JAr sono state tenute in 

mezzo di coltura con alte o basse concentrazioni di glucosio in 

presenza o assenza di insulin-like growth factor I (IGF-I), 

epidermal growth factor (EGF) e siero fetale bovino (FBS) ed è 

stata poi misurata l’incorporazione  di timidina triziata (Fig. 1). 

In presenza di 100nM di IGF-I, l’incorporazione di timidina 

triziata aumentava sia nelle cellule HG che in quelle NG 

rispettivamente di 4.0 e 4.5 volte dopo 72 ore. Risultati simili 

sono stati ottenuti  dopo aggiunta al mezzo di coltura di  EGF e 

FBS. 

 

Effetti di glucosio e leptina sull'attivazione di IRS1 e MAPK 

Dopo il legame della leptina ai propri recettori si verifica la 

fosforilazione di residui di tirosina di alcune proteine, mediatori 

precoci del signalling intracellulare, tra cui IRS1, substrato 

coinvolto nella trasmissione del segnale mitogenico. Per 

comprendere più a fondo il meccanismo molecolare alla base 

della proliferazione delle cellule JAr mediata dalla leptina e 
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potenziata da alte concentrazioni di glucosio, è stata valutata la 

fosforilazione e l'attivazione dell’insulin receptor substrate 1 

(IRS1) (Fig. 12). In assenza di leptina, l’immunoprecipitazione di 

IRS1 in cellule HG, seguita da analisi di immunoblot con 

anticorpi anti-fosfotirosina, ha rilevato una riduzione del 50% 

della fosforilazione di IRS1 in confronto alle cellule NG. In 

presenza di leptina, la fosforilazione di IRS1 nelle cellule HG 

incrementava di 4 volte, mentre nelle cellule NG la leptina non 

era in grado di indurre la fosforilazione di IRS1.  

 

Figura 12: Effetto di glucosio e leptina sulla attivazione dell’insulin 

receptor substrate 1 (IRS1) 
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Abbiamo quindi valutato l’effetto della leptina sull’attivazione di 

MAPK. Come mostrato (Fig. 13), la fosforilazione di MAPK 

leptina-indipendente si riduceva del 50% in cellule HG rispetto 

alle cellule NG. In maniera analoga a quanto osservato per IRS1, 

la leptina era invece in grado di indurre la fosforilazione della 

MAPK di 4 volte solo nelle cellule HG.  

Figura 13: Effetto di glucosio e leptina sulla attivazione della mitogen 

activated protein kinase (MAPK).  

 

Come mostrato, tutte le differenze osservate non erano dovute a 

modificazioni del contenuto totale di tali proteine.  
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Effetto di un inibitore specifico (PD 98059) della MAPK sulla 

proliferazione cellulare 

Per verificare che gli effetti indotti dalla leptina sulla 

proliferazione cellulare fossero effettivamente legati ad una 

attivazione della MAPK, è stato eseguito un saggio di 

incorporazione di timidina in presenza di un inibitore specifico 

della MAPK, il PD98059. 

Come mostrato in Figura 14, il pretrattamento con il PD98059 

era in grado di inibire la proliferazione di cellule JAr coltivate in 

presenza di elevate concentrazioni di glucosio ed in presenza di 

leptina. 

Figura 14: Effetto del PD98059 sull’incoporazione di timidina leptina- 
dipendente.  
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CONCLUSIONI 

Gli stati diabetici durante la gravidanza sono caratterizzati da 

iperglicemia materna, ipercellularità e aumentato peso della 

placenta. I meccanismi molecolari attraverso i quali il glucosio è 

in grado di indurre l’ipercellularità della placenta non sono stati 

ancora chiariti. Nel nostro studio ci siamo posti l’obiettivo di 

individuare tali meccanismi molecolari e abbiamo riprodotto in 

vitro le condizioni di iperglicemia osservabili nel GDM e negli 

altri stati diabetici durante la gravidanza, utilizzando una linea 

cellulare di corioncarcinoma umano (cellule JAr), valido modello 

sperimentale per lo studio della placenta. In letteratura è descritto 

che, durante una normale gravidanza, l’insulina e la leptina sono 

fattori di crescita poco potenti in placenta, se paragonati a IGF1 e 

IGF2. In modo analogo a quanto accade in vivo, la leptina e 

l’insulina in vitro non inducono proliferazione delle cellule JAr, 

liddove vi sia una condizione di euglicemia (NG). Al contrario, 

in presenza di insulina e di leptina, le cellule JAr tenute in un 

mezzo di coltura con alte concentrazioni di glucosio (HG) 

presentano un incremento della proliferazione cellulare. I nostri 

risultati dimostrano che tale effetto è dovuto all’effetto sinergico 

e specifico del glucosio sul segnale mitogenico dell’insulina e 

della leptina, dal momento che le cellule JAr NG e HG non 
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mostravano alcuna significativa differenza nella proliferazione 

cellulare se stimolate con IGF1, EGF o siero fetale bovino. In 

definitiva appare chiaro che la leptina e l’insulina esercitano i 

loro effetti mitogenici nelle cellule JAr HG, ma non nelle cellule 

JAr NG. 

Dati precedenti in letteratura identificavano nel glucosio un 

importante modulatore dell’apoptosi in diversi sistemi cellulari, 

pur non essendo chiaro se il glucosio protegga o stimoli la morte 

cellulare programmata. Per esempio, nelle cellule β pancreatiche, 

alte concentrazioni di glucosio (HG) sono in grado di indurre 

l’apoptosi durante lo sviluppo del diabete, mentre bassi livelli di 

glucosio sono in grado di attivare il pathway mitocondriale 

apoptotico nei miociti cardiaci. 

Comunque i nostri dati hanno dimostrato che le differenze nella 

proliferazione cellulare tra cellule HG e NG, in presenza di 

insulina o di leptina, non sono da attribuire ad un’incrementata 

apoptosi nelle cellule NG. Tale risultato ancor di più va a 

sottolineare l’importanza del glucosio nel potenziare l’effetto 

mitogenico di insulina e leptina. 

Nel nostro studio abbiamo dimostrato che nelle cellule JAr, 

similmente a quanto osservato per la crescita cellulare, la 

fosforilazione di IRS1 dipende fortemente dalle concentrazioni di 
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glucosio ed infatti la leptina e l’insulina non erano in grado di 

stimolare la fosforilazione di IRS1 nelle cellule NG mentre 

inducevano tale effetto nelle cellule HG.  

Una volta attivato, IRS1 è in grado di fosforilare la proteina 

MAPK, substrato fondamentale per la trasmissione dei segnali 

mitogenici in diversi sistemi cellulari. 

Abbiamo quindi indagato l’effetto della leptina, dell’insulina e di 

diverse concentrazioni di glucosio sull’attivazione di MAPK. 

Similmente a quanto osservato per IRS1, sia l’insulina che la 

leptina erano in grado di attivare tale substrato in presenza di 

elevate concentrazioni di glucosio e questo effetto non era 

evidente quando le cellule venivano coltivate in mezzo 

contenente basse concentrazioni di glucosio. 

Sono ipotizzabili diversi meccanismi molecolari per spiegare 

l’effetto del glucosio sulla proliferazione cellulare insulino-

mediata. Una ipotesi sarebbe quella secondo cui il glucosio 

potrebbe regolare la funzione del recettore per l’insulina 

modulando il suo stato di fosforilazione. Tra le proteine coinvolte 

nella defosforilazione del recettore per l’insulina, le tirosino-

fosfatasi (PTPs) svolgono un ruolo di primo piano, essendo in 

grado di ridurre l’attività tirosino-chinasi del recettore per 

l’insulina e inibire la trasmissione del segnale (29). Il nostro 
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studio ha dimostrato che l’attività tirosino-fosfatasica era 

misurabile solo nelle cellule HG non stimolate e che l’insulina 

era in grado di inibire completamente tale attività. Questi dati 

indicano quindi che il glucosio e l’insulina esercitano effetti 

opposti sull’attività PTPasica nelle cellule JAr. Per spiegare il 

meccanismo attraverso il quale l’attività tirosino-fosfatasica 

controllerebbe lo stato di fosforilazione/defosforilazione del 

recettore per l’insulina, si potrebbe ipotizzare la presenza di una 

PTP associata al recettore per l’insulina. I nostri dati mostrano 

che non vi è alcuna attività PTP associata al recettore per 

l’insulina, né nelle cellule NG, né nelle cellule HG. Questi dati, 

se analizzati insieme a quelli relativi alla fosforilazione di IRS1, 

suggeriscono che una PTP potrebbe mediare gli effetti del 

glucosio sulla proliferazione delle cellule JAr, agendo su qualche 

proteina più a valle di IR nel pathway di trasduzione del segnale 

mitogenico dell’insulina.  

In accordo con questa ipotesi, abbiamo dimostrato che, in 

assenza di insulina, esiste una attività tirosino-fosfatasica 

associata a IRS1 nelle cellule HG e che  l’insulina è in grado di 

inibire tale attività. Tutti i dati sembravano quindi avvalorare 

l’ipotesi secondo la quale il glucosio era in grado di indurre 
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un’attività tirosino-fosfatasica in grado di regolare la 

fosforilazione di IRS1 nelle cellule JAr.  

Un ligando di IRS1 che sembrerebbe essere coinvolto nella 

mediazione del segnale proliferativo è la proteina con attività 

tirosino-fosfatasica SHP-2 (29). SHP-2 è una proteina con attività 

tirosino-fosfatasica espressa ubiquitariamente, che presenta 

domini di legame SH2, responsabili dell’associazione con 

proteine tirosino-fosforilate. Abbiamo dimostrato che SHP-2 co-

precipita con IRS1 nelle cellule HG non stimolate e che 

l’insulina è in grado di inibire completamente tale associazione. 

Inoltre non abbiamo riscontrato alcuna associazione tra SHP-2 e 

IR né nelle cellule HG né nelle cellule NG. Questi dati indicano 

che SHP-2 lega specificamente IRS1 nelle cellule JAr e che tale 

associazione è fortemente dipendente dai livelli di glucosio. Sulla 

base di questi dati, abbiamo proposto che SHP-2 defosforili IRS1 

nelle cellule JAr non stimolate, permettendo all’insulina di poter 

determinare un potenziamento della fosforilazione di IRS1. Allo 

scopo di verificare questa ipotesi, cellule JAr sono state 

trasfettate con un oligonucleotide antisenso di SHP-2 in grado di 

inibire l’espressione della proteina. La presenza dell’antisenso 

era in grado di riportare l’attivazione di IRS1 ai livelli osservati 

in presenza di basse concentrazioni di glucosio. 
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SHP-2 è una proteina con attività tirosino-fosfatasica a 

localizzazione citosolica. In questo studio, abbiamo mostrato che 

l’esposizione delle cellule JAr ad elevate concentrazioni di 

glucosio determina una traslocazione della proteina dal citosol 

verso le membrane interne. Questo compartimento contiene la 

gran parte di IRS1 fosforilato in assenza di stimolazione con 

l’insulina. Quindi SHP-2 può legare IRS1 fosforilato. La 

successiva stimolazione con insulina riporta SHP-2 nel 

compartimento citosolico. Quindi, l’esposizione cronica ad alti 

livelli di glucosio rilocalizza SHP-2 in un compartimento diverso 

rispetto a quello dove è presente IRS1 fosforilato e previene 

l’associazione SHP-2-IRS1.  

Quindi, possiamo concludere che in cellule placentari umane, il 

glucosio è in grado di modulare l’effetto proliferativo di insulina 

e leptina attivando la via che coinvolge IRS1 e MAPK. Questi 

dati sperimentali sembrano correlare con quanto osservato 

nell’uomo. Infatti, le gravidanze complicate da diabete ed in 

presenza di uno scarso compenso glicemico, sono caratterizzate 

da alterazioni della crescita fetale e placentare. Inoltre in questi 

casi è osservabile una iperinsulinemia e una iperleptinemia 

materne secondarie che probabilmente giocano un ruolo 

fondamentale nella genesi delle suddette complicanze. 
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MIOMI UTERINI E TRASMISSIONE 

DEL SEGNALE PROLIFERATIVO 

 

I miomi uterini sono tumori benigni che originano dal 

muscolo liscio durante l’età riproduttiva. Questi tumori 

presentano recettori per gli estrogeni e per il progesterone e la 

loro crescita è estremamente sensibile ad estrogeni e/o 

progesterone. Infatti la carenza di questi steroidi induce una 

regressione significativa del volume dei miomi.  

Il Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) viene 

rilasciato dall’ipotalamo e mediante recettori ipofisari regola la 

sintesi di gobadotropine determinando così una modulazione 

dell’attività ovarica. Gli analoghi del GnRH riducono la 

secrezione di estrogeni e di progesterone da parte dell’ovaio, 

tanto che sono stati in passato utilizzati nel trattamento dei 

tumori ormono-dipendenti come il cancro della mammella, della 

prostata, del pancreas, dell’endometrio e dell’ovaio. Sebbene 

l’effetto sembra essere mediato da un meccanismo indiretto, vi 

sono evidenze sperimentali che dimostrano che gli analoghi del 
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GnRH sopprimono in vitro la proliferazione tumorale e che 

diversi tumori presentano siti di legame specifici per il GnRH.  

Diversi studi hanno dimostrato che la terapia con analoghi 

del GnRH riduce significativamente il volume dei miomi 

mediante una inibizione della proliferazione cellulare ed una 

induzione dell’apoptosi, ma i meccanismi molecolari coinvolti 

sono tuttora da chiarire.  

Lo scopo di questa linea di ricerca è stato quello di indagare i 

meccanismi molecolari coinvolti nell’effetto anti-proliferativo di 

un analogo del GnRH, il leuprolide acetato (LA), in miomi 

uterini ottenuti da 6 pazienti trattate con LA per 3 mesi prima 

della chirurgia (Gruppo B) e da 6 pazienti non trattate (Gruppo 

A). A questo scopo è stato valutato l’effetto del LA su differenti 

vie di trasmissione del segnale intracellulare coinvolte nella 

regolazione del bilancio tra proliferazione cellulare e apoptosi. 
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MATERIALI E METODI 

 

Pazienti 

Nello studio sono state arruolate 12 pazienti con mioma uterino 

sintomatico che si riferivano al nostro Dipartimento per essere 

sottoposte ad intervento chirurgico.  

I criteri di inclusione sono stati i seguenti: anamnesi positive per 

infertilità, abortività ripetuta, sanguinamento uterino, dolore 

pelvico, presenza di mioma intramurale con diametro ecografico 

di 5-8 cm.  

I criteri di esclusione sono stati i seguenti: presenza di mioma 

sottomucoso identificazione mediante isteroscopia, iperplasia con 

atipie o carcinoma dell’endometrio,
 
PAP test anomalo, test di 

gravidanza positivo, presenza di mioma con calcificazioni, 

patologia epatica, malattia cardiovascolare, dislipidemia, diabete, 

trombosi venosa acuta o recente, tumore della mammella. 
 
 

Il Gruppo A prevedeva sei pazienti alle quail veniva 

somministrato solo ferro per via orale (2 cp/die) (Isairon; Pfizer, 

Italia). Al Gruppo B, composto anche  esso da 6 pazineti veniva 

somministrato Leuprolide acetate i.m. (Enantone 3.75; Takeda,
 

Italia) 3.75 mg ogni 28 giorni oltre che ferro per via orale (2 
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cp/die) (Isairon; Pfizer). Il trattamento veniva proseguito per tre 

cicli. La miomectomia per via laparoscopica veniva eseguita 

durante la quarta settimana dopo la terza iniezione di Leuprolide 

acetato.  

In corso di chirurgia veniva prelevato un campione di mioma e 

conservato a –80°C.
 
 

Tutte le procedure sono state eseguite da operatori non 

consapevoli del tipo di trattamento farmacologico effettuato.  

 

Immunoblot  

I campioni sono stati omogeneizzati in un buffer
 
contenente 50 

mmol/l HEPES (pH 7.6), 150 mmol/l NaCl, 10 mmol/l
 
EDTA, 10 

mmol/l Na4P2O7, 2 mmol/l sodio ortovanadato, 100
 
mmol/l NaF, 

1 mmol/l phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF),
 
100 IU/ml 

aprotinina, 20 µmol/l leupeptina and 1% (v/v)
 
Triton X-100 

(TAT buffer) a 4°C. Le aliquote (200 µg)
 
di lisato sono state 

quindi centrifugate a 5000 g
 
per 15 min a 4°C. I campioni sono 

stati quindi o immunoprecipitati
 

con anticorpi specifici
  

o 

direttamente separati su gel di poliacrilamide e poi trasferiti su 

membrana (Immobilon-P;
 
Millipore Corp., USA). Le membrane 
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sono state trattate per 1 h in TBS
 
(10 nmol/l Tris–HCl, 140 

mmol/l NaCl, pH 7.4) contenente 4% w/v BSA e quindi incubate 

con l’anticorpo specifico.  

Determinazione dell’attività di PI 3-kinase  

Le cellule sono state solubilizzate per 40 min a 4°C in 50 mmol/l 

HEPES,
 
pH 7.5, 150 mmol/l NaCl, 10% glicerolo, 1% Nonidet P-

40, 10 mmol/l
 

EDTA, 10 mmol/l Na4P2O7, 2 mmol/l sodio 

ortovanadato, 10 µg/ml
 
aprotinina, 10 µg/ml leupeptina, 100 

mmol/l NaF, 1 mmol/l
 
PMSF. Le aliquote (200 µl) di lisato sono 

state precipitate con un anticorpo anti-fosfotirosina per 2 h a 4°C. 

L’attività della PI3K è stata determinata sugli immunoprecipitati 

come descritto da Filippa et al. (1999).
 
 

Analisi statistica 

Le differenze tra i due gruppi sono state valutate mediante 

l’utilizzo del Student’s
 
t-test per dati non appaiati utilizzando 

using Statistica for Windows (StatSoft;
 
Italia). La significatività 

statistica è stata definite come P < 0.05. 
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Effetto degli anologhi del GnRH sulla proliferazione cellulare 

in miomi uterini 

RISULTATI 

Nessuna differenza statisticamente significati era evidenziabile 

tra le caratteristiche basali dei due Gruppi di pazienti (Gruppo A: 

controllo; Gruppo B: trattamento con Leuprolide Acetato (LA)) 

(Tabella II). 

 

Caratteristiche 

Gruppo A 

(n = 6) 

Gruppo B 

(n = 6) Significatività 

 

Età (anni) 34.6 ± 3.8 35.2 ± 3.7 NS 

Peso (kg) 63.7 ± 4.3 62.7 ± 3.9 NS 

Dimensioni 

mioma (cm) 6.2 ± 1.1 6.4 ± 1.2 NS 

No. miomi 1.3 ± 0.4 1.4 ± 0.5 NS 
 

Tabella II: Caratteristiche delle pazienti. 

 

Effetto del LA su PI3K, PKB e BAD 

Nel Gruppo B, l’attività di PI3K era ridotta del 60% in confronto 

con il gruppo di controllo (Grupop
 
A) (P < 0.01) (Figura 17A), 

determinando una riduzione di circa il 50% della attività di PKB, 

misurata come fosforilazione della serina
 

473 in (P < 0.05) 

(Figure 17B). Normalmente PKB promuove la proliferazione 
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cellulare attivando la proteina BAD. Infatti, in parallello
 
alla 

riduzione
 
dell’attività di PKB nei campioni trattati con  LA, si 

osservava una riduzione del 60% della fosforilazione di BAD che 

rappresenta il suo principale substrato (P < 0.01)
 
(Figure 18). La 

riduzione della fosforilazione di PKB e BAD, come mostrato in 

figura 15 e 16,  non era legata a modificazioni della quantità 

totale delle due proteine.  

Figura 15: Effetto del LA su PI3K e PKB 
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Figura 16: Effetto del LA su BAD 

 

Nessuna differenza significativa tra i due Gruppi era osservabile 

andando a valutare la quantita totale della proteina Bcl-xL
 

(Figura 17A).
 
 Al contrario, l’espressione di 14.3.3 era ridotta del 

50% nei campioni trattati con LA (P < 0.05) (Figure 17B).
 

L’associazione Bcl-xL/BAD non era modificata in maniera 

significativa nei campioni trattati con LA (Figure 17A), mentre 

l’associazione tra BAD fosforilato e 14.3.3 appariva 
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significativamente ridotta nei miomi prelevati da pazienti trattati 

con LA (P < 0.01)
 
(Figure 17B).  

Figura 17: Effetto del LA su Bcl-xl e 14.3.3 

 

Effetto del LA su proteine coinvolte nell’apoptosi 

Il LA era in grado di ridurre l’espressione della proteina 

antiapoptotica FLIP del 70% in confroto al campione di controllo 

(P < 0.01) (Figure 18A e B). In maniera similare,
 
i livelli della 
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proteina  PED apparivano ridotti del 50% nel Gruppo B 

(P < 0.05) (Figure 18A e B). 

 

Figura 18: Effetto del LA su c-FLIP e PED 

 

Effetto del LA sulle MAPK 

L’attivazione delle isoforme  p42 e p44 MAPK, misurata come 

livello di fosaforilazione delle due isoforme con anticorpi 

specifici, appariva aumentata del 30% nel gruppo B (P < 0.05)
 

(Figure 19A). Comunque, la fosforilazione del substrato nucleare 
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Elk1 non sembrava essere modificata dal tipo di trattamento 

(Figure 19B). 

 

 

 

Figura 19: Effetto del LA sulle MAPK 
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DISCUSSIONE 

E’ noto inoltre come i miomi uterini, tumori benigni che 

originano dal muscolo liscio, rappresentano una buona quota 

della patologia ginecologica che colpisce la donna nell’età 

riproduttiva, determinando sia alterazioni della fertilità che 

episodi di sanguinamenti genitali anomali. Questi tumori 

presentano recettori per gli estrogeni e per il progesterone e la 

loro crescita è estremamente sensibile ad estrogeni e/o 

progesterone. Infatti, la carenza di questi steroidi induce una 

regressione significativa del volume dei miomi.  

Diversi studi hanno dimostrato che la terapia con analoghi del 

GnRH riduce significativamente il volume dei miomi mediante 

una inibizione della proliferazione cellulare ed una induzione 

dell’apoptosi, ma i meccanismi molecolari coinvolti rimanevano 

ancora da chiarire. 

In questo studio abbiamo mostrato come il trattamento con 

LA induce una riduzione dell’attività di PI3K, determinando una 

riduzione significativa della fosforilazione di Akt. Normalmente 

Akt promuove la proliferazione cellulare attivando la proteina 
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BAD. Nel gruppo trattato infatti, la fosforilazione di BAD appare 

decisamente ridotta se confrontata con il gruppo non sottoposto a 

trattamento medico.  

Oltre all’inibizione della via mediata da PI3K/PKB, nel 

sottoposto a trattamento è presente anche una significativa 

riduzione del contenuto totale di almeno due proteine 

antiapoptotiche (PED/PEA15 e FLIP), e nessuna modificazione 

significativa del contenuto di Elk1, substrato nucleare di MAPK, 

proteina coinvolta nella trasmissione del segnale proliferativo.  

Questi dati suggeriscono che il Leuprolide Acetato, oltre ad 

inibire la produzione di estrogeni, determina una inibizione 

dell’attivazione di alcune proteine fondamentali per la 

proliferazione cellulare e riduce l’espressione di proteine 

antiapoptotiche. La combinazione di questi due eventi sposta 

quindi il bilancio a favore della morte cellulare (Fig. 20). 
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Fig. 20: Rappresentazione schematica del bilancio proliferazione/apoptosi 

normale (A) e modificato dal Leuprolide Acetato (B).
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