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INTRODUZIONE

Miometrio ed endometrio uterini sono tra i tessuti che presentano le variazioni piu
marcate della maturazione post-trascrizionale del pre-mRNA. Questo fenomeno
contribuisce in maniera determinante a generare la complessita genomica e proteomica
tessuto-specifica, le cui variazioni sono influenzate significativamente dai cambiamenti
ormonali ciclici della fisiologia femminile. Le conseguenze di cio si riflettono su una
serie di patologie uterine che includono neoplasie benigne e maligne del miometrio e

dell'endometrio.

PROTEOMICA: Una panoramica

La proteomica e la scienza che consente lo studio approfondito del proteoma, ed € una
branca della biologia molecolare. Piu in dettaglio, si puo parlare di proteoma cellulare,
per intendere I’insieme delle proteine espresse da una singola cellula, oppure di
proteoma completo, se si fa riferimento all’insieme di tutti i proteomi cellulari di un
intero organismo; questo, per analogia, ¢ 1’equivalente proteico del genoma. E
importante sottolineare come una delle pitu importanti scoperte dell’era post-genomica
e che il vecchio paradigma secondo cui un gene codifica per una sola proteina risulta
non essere piu valido. Il proteoma infatti € piu grande del genoma, specie negli
eucarioti, a causa delle modifiche post-traduzionali (glicosilazione, fosforilazione) e in
quanto questo presenta due livelli di complessita che mancano nel genoma. Il proteoma
infatti non e limitato alla sequenza proteica, ma tiene conto anche delle modificazioni
strutturali e dell’interazione tra le proteine stesse. Inoltre, a differenza del genoma che €
qualcosa considerata come statica, il proteoma cambia continuamente, in rapporto con
lo stadio di sviluppo, la localizzazione tissutale specifica e le condizioni ambientali in
cui si trova I’organismo in questione.

La variabilita del contenuto proteico di una cellula, di un tessuto o di un organismo

in generale é da associare a diverse possibili cause, quali cambiamenti indotti da
patologie, risposte a stimoli esterni oppure a processi compresi nella fisiologia ma
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che inducono mutamenti cellulari.
E possibile, in quest’ottica, correlare la presenza o ’assenza o il diverso livello di

espressione di una proteina ad un determinato stato fisiologico oppure patologico.

Il ramo della proteomica che studia le variazioni quantitative e qualitative di queste
proteine in relazione a condizioni fisio-patologiche & chiamata proteomica di
espressione, mentre, la proteomica funzionale ¢ il ramo che studia la funzione
biologica di proteine il cui ruolo & ancora sconosciuto e che tenta di identificare
componenti di compartimenti cellulari, complessi multi proteici e vie di trasduzione
del segnale. La proteomica di espressione a sua volta si distingue in due principali
linee: la proteomica sistematica che aiuta a definire mappe di riferimento delle
proteine espresse nei tessuti identificando quelle maggiormente espresse nel tessuto
specifico; e la proteomica differenziale che valuta in base alle variazioni
patologiche o fisiologiche di un tessuto la quantita e le differenti proteine.

Le applicazioni possibili di questa disciplina sono molto ampie e spaziano dallo
studio dei processi molecolari che si osservano in corso di malattia, quali
modificazioni post- traduzionali delle proteine o loro redistribuzione cellulare, allo
sviluppo di nuovi biomarker proteici specifici per determinate condizioni.

Le informazioni fornite da una ricerca proteomica sono complementari e spesso piu
ampie rispetto alle informazioni genetiche ricavate da un ricerca genomica. Basti
pensare, infatti, che lo studio del proteoma ¢ lo studio dell’insieme delle proteine
prodotte dal genoma, ma che se nel genoma umano abbiamo 30.000 geni, abbiamo
un proteoma composto all’incirca da 100.000 proteine. L’associazione di genomica
e proteomica infatti rappresenta il futuro della ricerca biomedica e ha un impatto

significativo sullo sviluppo di nuovi sistemi diagnostici.



30'000 geni nel genoma umano

100'000 proteine nel proteoma umano
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LA PROTEOMICA NELLA PRATICA CLINICA

Il possibile impiego della proteomica e rivolto alla diagnosi, alla ricerca di nuovi
biomarker ed anche allo sviluppo di nuove terapie mediante I’identificazione di
possibili target terapeutici.
Tra le applicazioni cliniche della proteomica la ricerca dei biomarker
rappresenta sicuramente uno dei principali ambiti. Questi vengono generalmente
ricercati nei liquidi biologici, grazie alla loro facile accessibilita e alla non
invasivita del metodo di raccolta rispetto alla biopsia tissutale. D’altronde, la
ricerca ha dimostrato che nei fluidi biologici & possibile ritrovare le componenti
proteiche dei tessuti che sono in rapporto con essi. | liquidi biologici che
possono essere analizzati tramite studi di proteomica comprendono il plasma,
I’urina, il liquido cefalorachidiano, il liquido seminale, il liquido sinoviale, il
liquido di lavaggio bronco-alveolare e il liqguido amniotico e il fluido cervico-
vaginale.
Tecniche di proteomica sono state ad esempio utilizzate nell’indagine, sotto
diversi profili, delle seguenti patologie:

carcinoma mammario, ad esempio nella classificazione dei tessuti

tumorali per distinguere il profilo di espressione proteica del tessuto
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mammario normale, tumorale benigno e maligno [1], confronto di
biomarker sierici in pazienti con carcinoma mammario e controlli sani [2],
identificazione delle pathway coinvolte nell’azione nuovi di farmaci
antineoplastici [3], identificazione di specifiche modificazioni del ciclo
cellulare coinvolte nella cancerogenesi [4].
carcinoma prostatico [5],
patologie cardiache, ad esempio per lo studio della cardiomiopatia
dilatativa [6]

Tecniche di proteomica, inoltre, sono state gia utilizzate in ambito di ginecologia

oncologica, ed endometriosi:

cancro della cervice uterina, identificazione di biomarker attraverso
I’analisi del fluido cervico-vaginale [7], analisi delle differenze di
espressione proteica tra i tessuti di cervice normale, CIN e carcinoma a
cellule squamose [8].

carcinoma ovarico, ricerca di biomarker sierici [9], possibili nuovi target
terapeutici per forme multidrug-resistance [10], profilo del proteoma-
metaboloma nell’ascite da carcinoma ovarico [11].

carcinoma dell’endometrio, ricerca di autoanticorpi indotti dalla neoplasia
come possibili biomarker diagnostici [12], biomarker proteici per la
valutazione del rischio di cancro dell’endometrio in pazienti con PCOS
[13], individuazione di biomarker identificativi di forme di carcinoma ad
alto rischio [14].

endometriosi ed infertilita, utilizzo della proteomica per indagare le
correlazioni tra stress ossidativo ed infertilita [15], biomarker sierici

dell’endometriosi [16]



FOSFOPROTEINE

Una parte della proteomica riguarda sicuramente anche la fosforilazione delle
proteine. Sappiamo infatti che piu del 50% di tutte le proteine vanno incontro a
fosforilazione e che questa € regolata in modo dinamico dalle chinasi e dalle
fosfatasi. La fosforilazione modifica la struttura e la funzione delle proteine
(attivita enzimatica, specificita di substrato etc.), regola la localizzazione
proteica e la formazione o la divisione di complessi proteici ed interviene,
influenzandoli, in diversi processi cellulari quali quelli di segnale, metabolici
oppure nell’apoptosi ed anche nella regolazione genica.

Di certo, quindi, le fosfoproteine fanno parte dei rami di studio piu interessanti
della proteomica in quanto, come in altri ambiti della medicina, permettono di
intravedere possibilita future terapeutiche oltre che diagnostiche all’interno della

patologia dell’apparato genitale femminile.



Patologia Miometriale
| MIOMI

Patogenesi ed Epidemiologia

| leiomiomi, definiti piu comunemente fibromi, sono la piu comune neoplasia
uterina, diagnosticata in circa 1’80% dei prodotti di isterectomia. La loro prevalenza
nelle donne tra i 35 ed i 55 anni di eta e stimata intorno al 40%, e si mantiene
costante nella popolazione anziana. Essi, inoltre, rappresentano la principale causa
di isterectomia al mondo. La mancanza di cure mediche disponibili per il
trattamento dei leiomiomi e imputabile principalmente ad una ancora scarsa
conoscenza dei meccanismi patogenetici e di crescita tumorale responsabili dello
sviluppo dei miomi stessi. Per questa ragione ¢ sempre maggiore I’interesse della

ricerca nei confronti dell’individuazione di possibili target terapeutici.

Diversi fattori epidemiologici sono stati associati ai leiomiomi uterini, quali la
razza, l’ereditarieta [17], fattori riproduttivi (nulliparita, menarca precoce e
menopausa tardiva), steroidi sessuali esogeni (contraccettivi orali [18]), stile di vita
e fattori ambientali (PCOS, obesita [19], diabete mellito e ipertensione [20]).

Tuttavia queste informazioni vanno interpretate con cautela. La maggior parte degli
studi erano studi trasversali o studi di coorte condotti in popolazioni

prevalentemente mono-etniche.

Recenti studi hanno riportato che vengono effettuate piu di 600000 isterectomie
all’anno solo negli Stati Uniti, e che di queste il 29.4% e il 41,4% rispettivamente in

donne tra 18-44 e 45-64 anni sono dovute alla presenza di miomi uterini [21]. Infatti
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tra tutte le indicazioni benigne all’isterectomia 1 lelomiomi uterini rappresentano la

principale.

Si rende quindi necessario concentrare gli studi futuri sull’individuazione di nuovi
ed alternativi approcci terapeutici rispetto all’isterectomia. Attualmente sta infatti
crescendo I’interesse verso la ricerca di trattamenti pit conservativi chirurgici ma
soprattutto medici, con lo scopo di identificare delle terapie mediche per prevenire o
inibire la crescita dei miomi, o se possibile di indurne la regressione [22]. Si puo
comprendere quanto il problema sia sentito soprattutto nei paesi occidentali, dove
I’eta della prima gravidanza ¢ al di sopra dei 30 anni e continua ad aumentare
progressivamente negli anni, come anche la prevalenza dei miomi nella popolazione
dopo i 35 anni (fino al 40%)

Per quanto riguarda la crescita dei leiomiomi, la letteratura ad oggi ha riportato che
la crescita e la regressione dei miomi risultano essere molto variabili [23]. Ad ogni
modo, la crescita e la riduzione del mioma ha una variabilita compresa fra —89% e

+138% all’interno di uno stesso utero € in donne diverse.

Ad oggi i leiomiomi rimangono una patologia poco studiata, e non si conosce
ancora ’esatto meccanismo patogenetico responsabile della loro formazione. Si
tratta ad ogni modo di una malattia la cui patogenesi € verosimilmente

multifattoriale.

FATTORI DI RISCHIO

In passato e gia stata stabilita una correlazione tra i livelli di estrogeni e
progesterone e la crescita dei miomi. La crescita del leiomioma dell’utero ¢
strettamente correlata agli estrogeni e ai loro recettori (ERa ed ERP). Numerosi
studi hanno rilevato che i livelli di mMRNA ed espressione proteica, cosi come il
contenuto di ERa ed ER sono piu alti nel leiomioma se confrontato col miometrio

normale [24]. In accordo con questa ipotesi, gli estrogeni potrebbero esercitare i
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loro effetti di stimolo della crescita attraverso 1’intermediazione di citochine, fattori
di crescita o fattori apoptotici [25]. Ishikawa et al. suggeriscono che non ci sia un
effetto diretto degli estrogeni ma che questi possano stimolare 1’espressione del
recettore del progesterone (PR) che sarebbe il diretto responsabile nell’induzione
della crescita del mioma [26]. Anche altri studi hanno messo in luce come il
progesterone attraverso 1 suoi recettori PR-A e PR-B intervenga in modo diretto
nella biologia del miometrio e del leiomioma [27,28] e che nei leiomiomi vi sia una
maggiore espressione di PR e di mRNA rispetto al miometrio normale [29,30,31];
in particolare Fujimoto et al. hanno descritto la sovraespressione del PR-B e di m-

RNA sulla superficie del leiomioma [32].

Inoltre, diverse citochine come Tumor necrosis factor (TNF-)a58, eritropoietina63,
interleuchina-1 (IL-1) e interleuchina 6 (IL6) sembrano avere un ruolo nello

sviluppo del leiomioma uterino, [33,34].

Seppur le cause non sono ancora state identificate, € ormai nota una maggior
prevalenza dei leiomiomi nelle donne di razza Afro-Americana rispetto a quelle di
razza Caucasica ed Ispanica [35]. E altresi nota la correlazione fra i miomi e la
familiarita. Parenti di primo grado di donne affette hanno un aumento del rischio di

2.5 volte di sviluppare fibromi [36,37].

Recenti evidenze scientifiche indicano che perlomeno alcuni miomi hanno
un’eziologia genetica. Studi recenti hanno descritto la presenza nel 70% dei fibromi
di una serie di mutazioni in una Transcriptional regulator complex subunit 12
(MED12) [38]. MED12 é frequentemente mutata nei leiomiomi tipici (66.6%) e nei
leiomiosarcomi molto aggressivi. Probabilmente, pero, MED12 e qualcosa di
correlato esclusivamente ai tumori uterini in quanto in altri leiomiosarcomi non

uterini la sua mutazione non risulta presente [39].

Diversi studi riportano un importante aumento dell’incidenza dei fibromi dopo i 30
anni di eta [39,40]. Questo potrebbe rappresentare il risultato di cambiamenti

ormonali legati all’eta o essere dovuto ad un aumento della sintomatologia di
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fibromi gia esistenti. Diversi studi hanno rivelato che il fumo potrebbe ridurre
I’incidenza dei miomi; la nicotina inibisce le aromatasi e riduce la conversione degli
androgeni in estrone [41]. Un menarca precoce, prima dei 10 anni, & stato
riscontrato essere un fattore di rischio per lo sviluppo dei miomi uterini, mentre un
menarca dopo i 16 anni sembra ridurre lo stesso rischio [42]. Alcuni studi
sottolineano che vi & una correlazione tra bassa incidenza dei miomi ed elevato
numero di gravidanze [43]. Il crescente numero di miomectomie ed Isterectomie nei
paesi occidentali potrebbe essere correlato alla ridotta natalita di questi paesi ed al
procrastinamento crescente della popolazione femminile della prima gravidanza. La
gravidanza, infatti, potrebbe indurre un remodeling della matrice extracellulare
(MEC) e I’espressione di specifici recettori per peptidi e steroidi. La terapia
sostitutiva postmenopausale non sembra essere responsabile di importanti stimoli
alla crescita dei fiboromi [44], ma questo entra in contrasto con altri lavori che
mettono in correlazione la crescita dei miomi con 1’uso di contraccettivi orali.
Probabilmente le differenze nell’induzione della crescita fibromatosa ¢ legata alle
diverse quantita ormonali di estrogeni ed ai diversi progestinici utilizzati nei

contraccettivi orali e per la terapia ormonale sostitutiva.

Il leiomioma dell’utero, inoltre, produce una matrice extracellulare (MEC) che
risulta anomala in volume, contenuto e struttura [45]. La disorganizzazione della
matrice extracellulare & una caratteristica tipica dei fibromi in accrescimento,
essendo costituita da diversi tipi di collagene, fibronectina e proteoglicani. La
ricerca sulle anomalie della matrice extracellulare (MEC) e la loro correlazione con
I fiboromi ha portato all’individuazione di un fattore di crescita con attivita
profibrotica, il Transforming Growth Factor f (TGF- B) [46]. La subunita B3 di
TGF- B e 1 mediatori del suo segnale sono overespressi nei leiomiomi se confrontati
con il miometrio normale [47]. Rogers et al. hanno confermato che la matrice
extracellulare risulta anomala in contenuto e struttura e che le cellule di leiomioma

con tale matrice sono sottoposte ad un maggiore stress meccanico. Questo diverso
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carico meccanico e associato ad una alterata organizzazione dell’actina e alterata
espressione di Rho-GEF (AKAP13).

1rstress 1rproliferazione

MEC anomala meccanico e rigidita tessuti

Sono state proposte diverse teorie in merito alle cause che danno origine ai miomi.
Rein [48] afferma che 1’aumento dei livelli di estrogeni potrebbe avere come
risultato un aumento del tasso mitotico delle cellule che a sua volta sarebbe causa di
induzione di mutazioni somatiche. Un’altra interessante teoria ipotizza che la
patogenesi potrebbe essere simile alla risposta generata da un danno tissutale; il
danno ischemico sarebbe scatenato dai flussi mestruali che provocherebbero la
liberazione di sostanze ad azione vasocostrittiva. Le cellule di muscolo liscio a quel
punto risponderebbero al danno producendo matrice extracellulare fibrosa [49]. A
seguito del danno vascolare sono sovraespressi nel leiomioma fattori di crescita dei
fibroblasti [50].

TERAPIA

Oltre alla terapia chirurgica, praticata in genere per fibromi sintomatici maggiori di
3 cm [51] esistono diverse terapie mediche per i fibromi

- Pillole Estro progestiniche

- Danazolo
12



- IUD medicate con Levonorgestrel (Mirena)
- GnRha
- SPRMs (Selective- progesterone — receptor modulators)

Gli SPRMs rappresentano 1’ultima terapia medica entrata nel mercato ed
inizialmente su questi sono state riposte molte aspettative sulla possibilita di avere a
disposizione una terapia medica che migliorasse i sintomi, interrompesse

I’accrescimento dei miomi ed addirittura riducesse di volume le lesioni.

Gli SPRMs sono composti steroidei o non steroidei che legano i recettori del
progesterone, modulando (la modulazione e tessuto specifica) la trascrizione
recettoriale. |1 vari SPRMs sono una classe ampia di farmaci che va
dall’antagonismo all’agonismo puro e per quanto riguarda la terapia medica dei
miomi il farmaco che ha dato i migliori risultati si ¢ rivelato essere 1’Ulipristal

Acetato (UPA).

L’UPA si comporta da antagonista nei confronti del Progesterone nei tessuti
bersaglio avendo un effetto diretto nei confronti dei miomi riducendone le
dimensioni, un effetto sull’ipofisi inducendo amenorrea ed infine un effetto diretto
sull’endometrio bloccandone il sanguinamento. L’effetto farmacodinamico
sull’endometrio induce delle modificazioni tipiche dell’istologia endometriale
(PAECs) reversibile dopo la fine del trattamento ed il ritorno delle mestruazioni. |
PAECs cioé PRM Associated Endometrial Changes, sono caratterizzati da
endometrio inattivo o debolmente proliferativo con ghiandole di aspetto cistico. Nel
Novembre 2016 era stato approvato I’uso di UPA per 4 cicli da 3 mesi ciascuno di
trattamento a carico del SSN, non solo come terapia pre-chirurgica ma anche come
terapia medica specifica per la miomatosi uterina. Nel Novembre 2017 purtroppo,
dopo 4 casi di insufficienza epatica grave, che hanno condotto a trapianto epatico e
di cui uno ¢ risultato fatale per il paziente, I’'UPA ¢ stato ritirato dal commercio da

parte del’EMA. Il farmaco ¢ stato reintrodotto in commercio nell’ Agosto del 2018
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ma le sue indicazioni sono state riviste. Infatti, I’Ulipristal Acetato rimane indicato
solo nelle pazienti non elegibili per chirurgia o in un singolo ciclo di trattamento di
3 mesi nella fase pre-chirurgica. Non puod essere somministrato nel caso di disordini
epatici da parte dei pazienti e deve essere interrotto il trattamento nel caso di
aumento degli enzimi epatici che vanno testati nei pazienti all’inizio del trattamento,
al termine e mensilmente durante i primi 2 cicli di terapia. Ogni paziente deve
essere messo al corrente dei rischi epatici legati all’uso del farmaco. Naturalmente
tutte queste limitazioni hanno ridimensionato le aspettative inizialmente riposte su

questo farmaco.

In conclusione, molto ¢’¢ ancora da capire sull’eziologia e sullo sviluppo dei miomi
ed inoltre sull’effetto che i1 farmaci possono avere su quest’ultimi. Solo

comprendendo a pieno questi processi complessi della patologia sara forse possibile

trovare in futuro una terapia adeguata oltre a quella chirurgica.
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Patologia Endometriale

CARCINOMA ENDOMETRIALE

Nel mondo, il tumore dell’endometrio € al 6° posto tra 1 tumori piu frequenti
nelle donne. Rappresenta per incidenza circa il 5% del totale dei tumori nelle

donne, con circa 288.000 nuovi casi e 74.000 morti per anno stimati nel 2010

In Italia nel 2013 sono stati diagnosticati 8200 casi di carcinoma endometriale ed
il rischio per una donna di sviluppare un carcinoma endometriale nel nostro

paese e di 1:47.

L’incidenza massima di tale patologia e tra i 55 ed i 65 aa (30% dei casi
diagnosticato prima della menopausa) e data la precoce comparsa dei sintomi
(sanguinamento genitale) essa viene diagnosticata nell’80-85% dei casi al |

stadio.
FATTORI DI RISCHIO

I1 fattore di rischio principale ¢ 1’esposizione prolungata agli estrogeni in
assenza di un effetto differenziante dell’endometrio. In generale possiamo

distinguere tra i fattori di rischio endogeni e quelli esogeni:
ENDOGENI: Menarca precoce —Menopausa tardiva
Anovularita
Nulliparita
Obesita, Diabete, PA aumentata
Genetici (S. di Lynch)
Tumori estrogeno-secernenti
ESOGENI: Dietetici (Dieta Ipercalorica, scarsa attivita fisica)

RT (Dose e durata)
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Tamoxifene
ANATOMIA PATOLOGICA

Il carcinoma dell’endometrio puo insorgere in qualsiasi punto della cavita del
corpo dell’utero e puo essere sia in forma circoscritta che diffusa. L’ utero affetto
dalla malattia pud presentarsi di volume aumentato e consistenza diminuita, puo

apparire, pero, anche del tutto normale [52].
Il carcinoma endometriale si puo presentare sotto forma di diversi tipi istologici:
» Adenocarcinoma endometrioide 90%

— villoghiandolare

— secretivo

— acellule ciliate

— con differenziazione squamosa

* metaplasia squamosa

« carcinoma adenosquamoso

» Adenocarcinoma sieroso 5-10%
» Adenocarcinoma a cellule chiare 1-5.5%
» Adenocarcinoma mucinoso raro
» Carcinoma squamoso raro
» Carcinoma misto raro
« Carcinoma indifferenziato raro

« Varianti rare
Per tale motivo si puo dividere il Tumore endometriale in 2 tipi:
-1 Tipo Carcinoma endometrioide (derivante da iperestrogenismo e da

Iperplasia atipica) nel 90% dei casi
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-1l Tipo Istotipo sieroso-papillifero, a cellule chiare, adeno-squamoso etc.,

non preceduto da iperplasia atipica, nel 10 % dei casi
DIAGNOSI

Come precedentemente accennato, nell’80-85% dei casi questo tipo di tumore €
diagnosticato al | stadio grazie alla presenza di sintomi precoci (perdite ematiche
dai genitali) che spesso inducono le pazienti ad eseguire accertamenti. E’ il
tumore piu frequente dell’apparato genitale femminile ma ci0 nonostante non

esiste un esame di Screening per questa malattia nelle donne asintomatiche.

Per quanto riguarda gli esami strumentali utili a sospettare e quindi diagnosticare

la patologia quelli generalmente usati sono:

- Ecografia: Consente la misurazione dello spessore endometriale
permettendo di analizzare la struttura del tessuto endocavitario e la
eventuale presenza di infiltrazione miometriale di malattia. Purtroppo,

pero, la sola ecografia non ¢ diagnostica

- Risonanza Magnetica: Utile nella valutazione preoperatoria
(Infiltrazione miometriale, invasione cervicale, interessamento

linfonodale) anch’essa non ¢ diagnostica

- TAC: Utilizzata prevalentemente per I'individuazione di metastasi a

distanza

Il Gold standard, dunque, per la diagnosi del carcinoma endometriale ¢ la
biopsia endometriale, generalmente eseguita mediante Isteroscopia. In
assenza di questa la revisione di cavita uterina o la biopsia mediante cannula

di Novak possono sostituire questa procedura.

Si deve ricordare, inoltre, che la stadiazione della malattia avviene solo
tramite chirurgia e che al momento non esistono marcatori per il carcinoma

endometriale.

17



Le proteine svolgono un ruolo chiave nello sviluppo di diverse patologie tra
cui 1 tumori. Inoltre, 1 liquidi biologici sono ricchi di proteine e la differente
concentrazione di queste al loro interno puo indicare o meno la presenza di

malattia, rendendole un marker plausibile per lo sviluppo di nuovi test

diagnostici non invasivi.
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OBIETTIVI

Gli obiettivi che ci siamo posti all’inizio di questo progetto di studio erano i seguenti:
Identificazione di diversa quantita di Fosfoproteine nelle cellule di mioma
rispetto a quelle del miometrio normale
Identificazione di espressione proteica diversa nelle cellule di miomi trattati
con Ulipristal Acetato rispetto a i miomi non trattati
Comprendere il coinvolgimento delle diverse proteine nella crescita del
tumore
Identificazione e validazione di biomarker solubili nell’aspirato uterino di

donne affette da Carcinoma endometriale
MATERIALI E METODI

Il nostro studio e stato condotto su gruppi diversi di pazienti, divisi per patologia e per
proteine ricercate. Piu precisamente i gruppi studiati erano:

1) Espressione delle fosfoproteine dei miomi in gruppo di pazienti affette da
miomatosi uterina, Vs fosfoproteine espresse dal miometrio normale di quelle
stesse pazienti

2) Espressione proteica nei miomi uterini di 2 gruppi di donne di cui uno trattato
con UPA per almeno 3 mesi Vs gruppo di donne non trattate

3) Espressione proteica nell’endometrio di 2 gruppi di donne di cui uno affetto da
carcinoma endometriale e I’altro con endometrio sano.

Le analisi statistiche sono state effettuate mediante il test non-parametrico di Wilcoxon
sign-rank.

Prima della raccolta dei campioni tutte le donne avevano firmato un consenso
informato per la partecipazione allo studio e per 1’autorizzazione alla conservazione ed
all’analisi dei campioni. Tutti i campioni una volta prelevati venivano conservati e
congelati ad una temperatura di -80°C. Nella conduzione della nostra analisi abbiamo
creato un database con tutti i dati dei pazienti. | nostri criteri di esclusione per le

pazienti sono stati: Altri tumori sincroni alla patologia miometriale ed endometriale,
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infezioni virali croniche (HCV, HBV, HIV), mutazioni genetiche note (come la S. di
Lynch).

GRUPPI DI STUDIO
Gruppo 1

La nostra ricerca e stata eseguita su 7 pazienti sottoposte ad isterectomia per
fibromatosi uterina sintomatica. La biopsia ¢ stata eseguita dopo ’estrazione del pezzo
operatorio e per ogni paziente operata abbiamo eseguito una biopsia sul leiomioma ed
un’altra sul miometrio normale ad almeno 2 cm di distanza dalla capsula dei leiomiomi.
Per rendere omogeneo il nostro campione sono state reclutate solo donne con

leiomiomi sottomucosi od intramurali tra i 4 ed i 6 cm di diametro.

ANALISI

Per I’individuazione delle fosfoproteine abbiamo condotto la nostra analisi proteomica
in 2 step.

| STEP: Abbiamo usato un gel per elettroforesi bidimensionale. Successivamente la
colorazione per fosfoproteine Pro Q Diamond. Abbiamo elaborato con un software
(Proteomweaver) le fosfoproteine identificate con il gel bidimensionale. Infine abbiamo
identificato le fosfoproteine con la Spettrometria di massa.

Il STEP: Arricchimento delle fosfoproteine con la cromatografia con tecnica IMAC.
Abbiamo eseguito nuovamente 1’elettroforesi su gel bidimensionale ed individuato di
nuovo le fosfoproteine con il software. Infine abbiamo eseguito nuovamente la
spettrometria di massa per I’identificazione delle fosfoproteine. Al termine della
procedura abbiamo validato i nostri dati tramite Western blotting.

Dopo la colorazione con la tecnica Pro Q Diamond abbiamo identificato la presenza in
quantita diversa di 7 fosfoproteine tra il leiomioma ed il miometrio normale. Nello
specifico abbiamo trovato 2 fosfoproteine APO E e RPLP2 piu espresse nelle cellule di
leiomioma (>1.5 fold), mentre altre 5 erano meno rappresentate cioé CAVNL,
HNRNPC, PTRF, APOD, MYLK (<0.6-fold).
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Dopo I'utilizzo della tecnica IMAC, invece, abbiamo riscontrato la presenza di 25
fosfoproteine di cui 24 Upregolate mentre 1 downregolata (abbiamo considerato
esclusivamente le fosfoproteine con una concentrazione statisticamente significativa (P
<0.05). La cosa che abbiamo notato & che le 7 proteine identificate con la tecnica di
colorazione Pro Q Diamond non entravano a far parte delle 25 identificate con la
tecnica IMAC. Probabilmente la differenza nell’individuazione delle fosfoproteine ¢
dovuta alla differenza delle due tecniche utilizzate per isolarle.

Successivamente alla loro identificazione abbiamo usato la classificazione Panther

dividendo le fosfoproteine a seconda dei processi biologici in cui erano coinvolte

Biological process

W cellular component organization or biogenesis
W cellular process
¥ |ocalzation
biological regulation
Hresponse to stimulus
N developmental process
W multicellular organismal process
Whiological adhesion
Emetabolic process

Himmune system process

Figure S1. PANTHER classification of identified proteins in the leiomyoma according to their
biological process.

[53]
In seguito abbiamo diviso le fosfoproteine, sempre utilizzando la classificazione

Panther, secondo la loro funzione molecolare
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Molecular function

¥binding
¥ molecular function regulator
¥ catalytic activity

" transporter activity

Figure 82. PANTHER classification of identified proteins in the leiomyoma according to their
molecular function

[53]

Analizzando, dunque, la loro funzione molecolare ed i processi biologici in cui queste

fosfoproteine erano coinvolte, ci siamo resi conti che queste prendevano parte a 2

networks principali: Apoptosi e sopravvivenza cellulare.

Abbiamo inoltre verificato mediante Immunoblot 1’alterazione di 3 proteine: HSPBI,

HSPAS e VINC. Abbiamo scelto queste 3 proteine in quanto le prime 2 sono associate

all’inibizione dell’apoptosi ed alla proliferazione cellulare, abbiamo scelto VINC,

invece, poiché il suo anticorpo era disponibile in

commercio
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Figure S6. Network build up from one of the most significant bio-functions: 1. Apoptosis, 2. Cell

SUrvivor.
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Figure 3.

Western blot analysis was utilized to confirm the alteration of phosphorylation of

proteins HSPB1, VINC and HSPAS in paired myometrium (M) and leiomyoma (L). The intensity of
immunostained bands was normalized against the total protein intensities measured from the same

blot stained with Red Ponceau. Number 1-5 indicate the patients. The bar graph shows the relative
expression (band density) of HSPB1, VINC and HSPAS in the myometrium and the leiomyoma. Results

are shown as a histogram (P < 0.05) and each bar represents mean =+ standard deviation.
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Utilizzando, quindi, una combinazione di arricchimento con IMAC, elettroforesi con
gel bidimensionale, la colorazione Pro Q Diamond e la spettrometria di massa abbiamo
identificato 32 fosfoproteine differentemente fosforilate nel leiomioma rispetto al
miometrio normale.

DISCUSSIONE

Il nostro studio mette in luce il coinvolgimento del fosfoproteoma e piu in generale
della fosforilazione proteica nella crescita dei leiomiomi. In futuro saranno necessari
ulteriori studi per comprendere in che modo la fosforilazione proteica agisce sui

leiomiomi.

Gruppo 2

Abbiamo successivamente studiato I’effetto che I’'UPA puo avere sui leiomiomi e sulla
loro espressione proteica. Abbiamo arruolato nel nostro studio 6 pazienti sottoposte ad
isterectomia per leiomiomi sintomatici. Tre di queste pazienti erano state sottoposte in
fase pre-operatoria a terapia con UPA per almeno 3 mesi. Altre 3 invece non erano
state sottoposte a nessuna terapia. Anche in questo caso per ogni paziente operata
abbiamo eseguito una biopsia sul leiomioma asportato dopo 1’asportazione del pezzo
operatorio.

ANALISI

L’analisi dei campioni ¢ stata condotta utilizzando tecniche di proteomica combinando
I’elettroforesi su gel bidimensionale con la spettrometria di massa. Durante la nostra

analisi abbiamo identificato proteine disregolate (Vedi immagine e tabella sotto).
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number | Name of the protein Gene Function Fold P-
of change | value
spots
1 Protein disulfide PDIA3 Metabolic 0.6 0.019
isomerase A3 process
2 Tubulin B chain TUBB Cellular 2.5 0.011
movement
3 Actin beta ACTB Cellular 0.5 0.03
movement
4 a-1-antitrypsin SERPINA1 | Metabolic 1.5 0.014
process
5 L-lactate LDHB Metabolic 1.5 0.014
dehydrogenase B process
chain
6 Fatty acid binding FABP5 Metabolic 2 0.011
protein, epidermal process
7 Cellular retinoic acid- | CRABP2 Metabolic 0.5 0.02
binding protein 2 process
8 Desmin DES Cellular 0.2 0.04
movement
9 Myosin regulatory MYL9 Cellular 0.5 0.017
light polypeptide 9 movement

Proteins expressed by myomas not treated and Myomas

identified by MALDI-TOF / TOF
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Dalla nostra analisi infatti alcune proteine (Serpinal, LDHB, FABP5) coinvolte nei
processi metabolici cellulari sono risultate sovraespresse nelle cellule di mioma trattate
con UPA. Oltre a queste, pero, abbiamo notato anche una ridotta espressione, nelle
cellule di mioma trattate con UPA, di una serie di proteine coinvolte nei processi di
movimento cellulare come ACTB, DES, MYLO.

DISCUSSIONE

I nostro studio da una possibile interpretazione dell’effetto dell’Ulipristal acetato sui
leiomiomi. Probabilmente un effetto combinato a livello ormonale (Amenorrea per
azione sull’ipofisi e il blocco dell’azione degli ormoni sessuali) ed un effetto diretto
sulle proteine anormali del citoscheletro cellulare induce una riduzione della crescita
tumorale.

Sicuramente, in futuro, saranno necessari ulteriori studi, su campioni maggiori, al fine

di comprendere con precisione gli effetti di questo farmaco sulla crescita dei miomi.

Gruppo 3

Abbiamo infine condotto la nostra ricerca proteomica sull’aspirato uterino di 16
pazienti di cui 10 affette da carcinoma endometriale e 6 donne sane usate come gruppo
di controllo. I campioni sono stati collezionati nel nostro ambulatorio di isteroscopia od
in sala operatoria prima dell’intervento di isterectomia. I campioni del gruppo di
controllo sono stati prelevati durante la fase proliferativa del ciclo. Le pazienti affette,
Invece, erano tutte donne in menopausa.

ANALISI

L’analisi in laboratorio ¢ stata condotta mediante gel per elettroforesi bidimensionale.
L’Immagine del gel bidimensionale ¢ stata analizzata mediante software
Proteomweaver.

Le differenze tra i 2 campioni sono state considerate significative quando la ratio della
percentuale media del relativo volume era maggiore o uguale a 2 per le proteine

upregolate € minore o uguale a 0.5 per le downregolate. Per I’identificazione delle
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proteine abbiamo usato la spettrometria di massa ed infine abbiamo validato i dati
mediante Western blotting.

L’analisi ha rilevato 25 spot proteici di quantita diversa nell’aspirato uterino delle
donne affette da carcinoma endometriale. All’interno del gruppo di queste 25 proteine,
4 proteine ABRACL, PGAM2, FGB, ANXAS3 erano presenti esclusivamente
nell’aspirato delle donne affette da tumore. Sulla base di questo dato abbiamo deciso di
validare tali proteine con Western blot ed alla fine della validazione solo ABRACL e
PGAM2 erano in grado di discriminare in modo significativo le pazienti affette da
carcinoma dai controlli. Il Western blot, infatti, ha riscontrato la presenza di PGAM2 in
tutte le pazienti con carcinoma endometriale, comportandosi, dunque, come marker per
tutti 1 tipi di carcinoma endometrioide di grading diverso (G1-G3) e per il carcinoma
sieroso papillifero. Per quanto riguarda ABRACL il Western blotting ha verificato la
sua presenza in 8 su 10 delle pazienti affette da tumore le quali erano portatrici di
carcinoma endometriale endometrioide G1, G2, G3 e sieroso papillifero. La sua
presenza, invece, non é stata rilevata in un caso di carcinoma endometrioide G2-G3 ed
in un altro G2.

ABRACL e una proteina composta da 82 aminoacidi che aumenta la dinamica
dell’actina e la motilita cellulare. PGAM2 invece ¢ un enzima gli colitico che catalizza
la conversione reversibile del 3-fosfoglicerato in 2-fosfoglicerato che € altamente
espresso nel tessuto muscolare. Quest’enzima aumenta 1’omeostasi di NADPH in
risposta ad uno stress ossidativo che impatta sulla proliferazione cellulare e sulla
crescita tumorale. Entrambe le proteine sono coinvolte nella motilita e nella
replicazione cellulare e ulteriori studi sono necessari per verificare la relazione tra
I’espressione di queste ¢ la metastatizzazione tumorale. Inoltre PGAM?2 essendo un
enzima gli colitico puo essere utile per il monitoraggio della glicolisi come processo

metabolico fondamentale nello sviluppo del tumore.
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DISCUSSIONE

La nostra ricerca ha dimostrato, come gia avevano ipotizzato altri lavori precedenti, che
I’aspirato uterino ¢ un fluido biologico utile per 1’identificazione di biomarker tumorali
al pari di altri fluidi come quello plasmatico. Inoltre I’individuazione di Biomarker per
il carcinoma dell’endometrio potrebbe portare ad una diagnosi piu veloce ed inoltre ad
una riduzione dei costi sanitari.

Soprattutto le proteine ABRACL e PGAM2 sembrano avere un grande potenziale e
lasciano pensare di poter arrivare ad una fase di sperimentazione clinica una volta

superata la fase di validazione.
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CONCLUSIONI

L’uso combinato di diverse tecniche di proteomica ci ha permesso di comprendere
meglio i meccanismi alla base dello sviluppo delle patologie benigne e maligne
dell’utero. Lo studio della proteomica del carcinoma endometriale ci ha permesso,
inoltre, di intravedere una strada per lo sviluppo di markers per questo tumore che ad
oggi non esistono. L’approfondimento dello studio della proteomica di queste patologie
potrebbe permettere in futuro non solo di capirne meglio 1’evoluzione ed eseguire una

diagnosi piu rapida, bensi aprire nuovi scenari ed opportunita per terapie future.
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