
Riv Med Lab - JLM, Vol. 4, N. 1, 2003 43

Applicazioni della proteomica nella patologia pancreatica cronica
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Introduzione

Il carcinoma del pancreas esocrino è una neoplasia
la cui incidenza è progressivamente aumentata negli
ultimi anni, soprattutto nelle nazioni industrializza-
te. Negli Stati Uniti i decessi/anno per carcinoma
del pancreas hanno superato quelli per neoplasia ga-
strica nel 1972 e, da allora, la tendenza è ancora in
ascesa (1-4). In Italia è stata dimostrata una tenden-
za all’aumento progressivo della morte per neopla-
sia del pancreas negli ultimi decenni. I dati più re-
centi relativi alla regione Veneto (ISTAT 1995-96)
riportano 760 nuovi casi/anno (370 maschi e 390
femmine) con una incidenza del 3% per i maschi e
del 4% per le femmine. Nonostante i progressi com-
piuti nel campo delle tecniche chirurgiche, della
chemioterapia e della radioterapia, il tasso di so-
pravvivenza a 5 anni dalla diagnosi varia dall’ 1 al
4% (1,5,6). 
Fra i numerosi  fattori eziologici del cancro del pan-
creas, un ruolo certo è riconosciuto solo al fumo di
sigaretta (3,7). 
La maggior parte dei pazienti affetti da neoplasia
solida negli stadi terminali, va incontro ad uno stato
di deperimento fisico con perdita di peso, profonda
astenia, anoressia ed anemia. Questa sindrome de-
vastante nota con il termine di cachessia, è caratte-
rizzata da una perdita di peso uguale o superiore ai
10 kg. Tale quadro si riscontra in una percentuale
che varia  a seconda delle casistiche tra il 40 ed il
70%; sembra determinato da un turnover proteico
molto più veloce nei pazienti cachettici rispetto a
quelli non cachettici. Questo aspetto può essere
messo in relazione alla produzione da parte della
neoplasia di sostanze che agirebbero stimolando i
processi catabolici in genere, ma in particolare quel-
li delle proteine e dei lipidi.
Sono stati riconosciuti diversi fattori responsabili di
queste azioni, tra i quali citochine come il Tumor
Necrosis Factor α (TNF-α), l’Interleuchina 1 (IL1),

l’Interleuchina 6 (IL6) (8-10), ma anche il PIF
(Proteolysis-Inducing Factor) ed il LMF (Lipid-
Mobilizing Factor) coinvolti rispettivamente nella
deplezione della massa nel muscolo scheletrico e
del tessuto adiposo (10).
Numerosi studi hanno dimostrato una stretta asso-
ciazione fra carcinoma pancreatico e diabete melli-
to, diagnosticabile nell’80% dei pazienti affetti da
tale patologia (7,11,12,13).
L’elevata frequenza di questa associazione, eviden-
zia come le due patologie siano strettamente corre-
late e probabilmente causa l’una dell’altra.
Tuttavia non sono ancora del tutto chiariti i mecca-
nismi fisiopatologici alla base del legame fra le due
patologie, anche se attualmente l’ipotesi più accre-
ditata indica il carcinoma pancreatico come causa
dell’insorgenza del diabete mellito e non viceversa.
Il diabete, infatti, associato al carcinoma del pan-
creas, è di solito di recente insorgenza rispetto alla
diagnosi di tumore ( solitamente inferiore ai 6 mesi)
e la rimozione chirurgica della massa neoplastica
porta ad un netto miglioramento della tolleranza
glucidica (14). Inoltre la recente letteratura non
sembra aver dimostrato nei pazienti affetti da diabe-
te mellito una maggior incidenza di carcinoma pan-
creatico rispetto alla popolazione generale (15). 
Le ipotesi formulate per spiegare l’associazione fra
carcinoma pancreatico e diabete mellito sono diver-
se: 1) La prima sostiene che la massa neoplastica
potrebbe indurre diabete in seguito alla distruzione
delle isole di Langerhans; questa ipotesi è stata con-
siderata in un primo momento la più ovvia, ma è
stata successivamente scartata sulla base di una se-
rie di osservazioni clinico-sperimentali. In primo
luogo il diabete associato a carcinoma pancreatico
non è caratterizzato da severa riduzione  della secre-
zione di insulina e glucagone, come invece si verifi-
ca quando vi sia una distruzione massiva del tessuto
pancreatico endocrino (come si ha nella pancreatite
cronica o nei pazienti pancreasectomizzati) (14). Il
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diabete inoltre compare anche quando la neoplasia è
di dimensioni estremamente ridotte e il tessuto en-
docrino ancora ben rappresentato. Il diabete regredi-
sce in seguito alla rimozione chirurgica della massa
neoplastica e di buona parte del pancreas sano adia-
cente, ma non è stata trovata alcuna correlazione fra
dimensione del tumore ed alterato metabolismo glu-
cidico (16,17). 2) La seconda ipotesi sostiene che la
causa del diabete sia la ridotta capacità delle cellule
β delle isole di Langerhans di rispondere con una
adeguata secrezione insulinica ai vari stimoli. E’ ve-
rosimile che nei pazienti affetti da neoplasia pan-
creatica la risposta insulinica a stimoli quali il gluca-
gone o il pasto risulta ridotta, indipendentemente
dalla presenza o assenza di iperglicemia a digiuno
(18). 3) La terza ipotesi riconosce nello sviluppo di
insulinoresistenza periferica la causa del diabete car-
cinoma pancreatico-associato. A favore di questo vi
sono studi clinici effettuati mediante “clamp” iper-
glicemico o iperinsulinemico da un lato ed il riscon-
tro frequente di iperinsulinismo dall’altro (14,18-
21). Parlare di insulinoresistenza non significa peral-
tro chiarire quale sia esattamente il meccanismo mo-
lecolare che determina tale condizione. Questa con-
dizione infatti potrebbe dipendere dalla presenza in
circolo di insuline anomale, non riconosciute dal re-
cettore per l’insulina, da anomalie del recettore sia
funzionali che strutturali, oppure da meccanismi in-
tracellulari capaci di antagonizzare la cascata di
eventi indotta da una insulina normale che lega ed
attiva un recettore normale. 
Il diabete associato al tumore pancreatico presenta
delle caratteristiche metaboliche in parte sovrappo-
nibili a quelle del diabete di tipo II, essendo infatti
state dimostrate una ridotta sensibilità dei bersagli
periferici all’azione dell’insulina, ed una ridotta ca-
pacità di secrezione insulinica dopo adeguati stimo-
li, quali il glucagone o il pasto. Attualmente l’ipotesi
più accreditata sembra dimostrare che la neoplasia
pancreatica possa indurre diabete mellito attraverso
la produzione di fattori solubili in grado di alterare
sia la funzione delle beta cellule sia il metabolismo
glucidico soprattutto degli organi principalmente co-
involti nel mantenimento dell’omeostasi glucidica:
fegato, muscolo scheletrico e tessuto adiposo. Studi
in vitro ed in vivo hanno dimostrato che estratti di
tumore pancreatico erano in grado di ridurre l’accu-
mulo di glicogeno nel muscolo di ratto isolato (17) e
che l’iniezione giornaliera (protratta per un periodo
di circa tre mesi) di terreno di coltura condizionato
dalla crescita di una linea cellulare di carcinoma
pancreatico, induceva la comparsa di diabete nei to-
pi SCID (Severe Combined Immunodeficiency)
(18). Permet et al. sostengono che l’amilina (Islet
Amyloid Polipeptide) possa essere responsabile del-
la fisiopatologia del diabete carcinoma pancreatico-
associato. Infatti questi autori hanno riportato che i
pazienti con neoplasia pancreatica presentano livelli
sierici di amilina più elevati rispetto a pazienti con

altre patologie gastrointestinali e che tali livelli si
normalizzano dopo l’asportazione del tumore, paral-
lelamente ad un miglioramento del diabete (22,23).
Un recente studio sperimentale ha evidenziato che la
cosecrezione di amilina ed insulina (espressa come
rapporto molare) era alterata quando insule pancrea-
tiche di ratto venivano incubate in terreni di coltura
condizionati dalla crescita di linee cellulari pancrea-
tiche umane. E’ stato suggerito che tale sostanza,
prodotta dalle β-cellule, sia coinvolta nell’insulino
resistenza periferica  e nel diabete riscontrati nei pa-
zienti con neoplasia pancreatica oltre che nella dimi-
nuzione della funzionalità delle insule (23), anche se
il meccanismo responsabile dell’aumento dei livelli
di amilina, non è stato ancora chiarito.
Recentemente alcuni autori hanno isolato un fattore
solubile del peso molecolare di circa 1500 Da, pro-
dotto dalla linea neoplastica pancreatica PANC-1,
che induce la secrezione di amilina da parte delle β-
cellule e che spiegherebbe gli aumentati livelli sieri-
ci di amilina, lo stato di alterata tolleranza glucidica
e l’insulino resistenza periferica riscontrati nei pa-
zienti con neoplasia del pancreas (22). Tuttavia è an-
cora  poco chiaro quale possa essere la sostanza pro-
dotta dal cancro pancreatico ad azione diabetogena.
Scopi del nostro studio sono stati:
1. Verificare se i terreni condizionati (TC) da una se-
rie di linee cellulari di tumore pancreatico (MIA PaCa
2, PANC-1, CAPAN-1, PSN-1) possano alterare il
metabolismo del glucosio degli epatociti di ratto.
2. Verificare se anche  le frazioni di basso PM di tutti
i TC dalle linee cellulari neoplastiche possano avere
effetti sul metabolismo glucidico del fegato umano.
3. Analizzare mediante analisi MALDI-MS tutti i
TC e confrontare i loro profili con quelli ottenuti dai
sieri di pazienti con cancro pancreatico e pancreatite
cronica (con o senza diabete mellito). 

Materiali e metodi

COLTURE CELLULARI
Sono state utilizzate quattro linee cellulari di carci-
noma pancreatico: MIA PaCa 2, PANC-1, PSN-1
derivate da un’adenocarcinoma pancreatico primario
e CAPAN-1 derivata da una metastasi epatica di car-
cinoma pancreatico duttale. Il terreno di coltura è
stato raccolto; dopo centrifugazione (1200 rpm per
10 minuti) il surnatante (terreno condizionato) è sta-
to recuperato e conservato a 4°C per non più di una
settimana prima di essere utilizzato per gli esperi-
menti in vitro.

ISOLAMENTO DEGLI EPATOCITI DI RATTO E
MODELLO SPERIMENTALE
Sono stati utilizzati ratti Wistar maschi del peso me-
dio di circa 200 gr. Gli epatociti sono stati isolati se-
guendo i metodi di Seglen (24) e Miotto (25) modi-
ficati come segue: dopo due successive perfusioni
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con tampone senza Ca++, il fegato veniva digerito
con collagenasi, quindi rimosso e le cellule così ot-
tenute venivano filtrate e suddivise in due aliquote.
Una aliquota veniva risospesa in terreno di controllo
(terreno non condizionato, TNC), l’altra veniva riso-
spesa nel terreno condizionato (TC) dalle cellule
MIA Paca2, PSN-1, PANC-1, o CAPAN-1. Dopo
una preincubazione di 20 minuti nei rispettivi terreni
a 37°C in bagno agitato in tensione di O2/CO2, le
cellule venivano nuovamente filtrate e quindi riso-
spese nei rispettivi terreni. Gli epatociti sono stati
incubati per 120 minuti e da ciascun set sperimenta-
le, sono stati eseguiti prelievi della sospensione cel-
lulare a 0, 30, 60, 90, 120 minuti.

ULTRAFILTRAZIONE
100 mL di TC dalla linea MIA PaCa 2 e TNC, sono
stati frazionati mediante due passaggi, il primo con
un filtro DIAFLO di 30000 MW, il secondo  utiliz-
zando un filtro DIAFLO da 10000 MW sotto flusso
delicato di azoto. Da ogni terreno abbiamo ottenuto
tre frazioni : a) >30000 MW; b) 10-30000 MW; c) <
10000 MW. Gli effetti sul metabolismo glucidico
degli epatociti di ratto sono stati testati sia sui terre-
ni interi che sulle loro frazioni. 

PAZIENTI
Abbiamo utilizzato il siero di 33 soggetti: 14 (6 ma-
schi, 8 femmine, con range d’età compreso tra i 55
ed i 71 anni) erano affetti da carcinoma pancreatico
(CP), 9 (8 maschi ed 1 femmina, con range d’età
compreso tra i  41 ed i 64 anni) erano affetti da pan-
creatite cronica (PC), e 10 erano soggetti di controlli
(SC) (5 maschi e 5 femmine, con range d’età com-
preso tra i 30 ed i 55 anni). Il diabete mellito è stato
diagnosticato in base ai valori di glucosio nel siero a
digiuno maggiori di 126 mg/dL, oppure sulla base
del risultato del test di tolleranza al glucosio dopo
carico orale (OGTT). 
Un campione di siero a digiuno, ottenuto da tutti i
soggetti, è stato conservato a –20°C prima di essere
ultrafiltrato e quindi analizzato mediante analisi
MALDI-MS. 

MALDI-MS
Le misure sono state eseguite su un REFLEX forni-
to di una sorgente di ioni SCOUT, operante in modo
lineare positivo. Gli ioni, formatisi da un raggio la-
ser di UV (laser di azoto λ=337nm) sono stati accele-
rati a 25 kV. Come matrice è stata usata una soluzio-
ne di acido sinapinico (soluzione saturata in acetoni-
trile/acqua 50/50 v:v contenente 0.1% di acido tri-
fluoroacetico). Prima dell’analisi MALDI i campio-
ni delle linee cellulari sono stati dializzati per 2 ore
usando un filtro da 0.45 mm. 5 mL della soluzione
campione sono stati mescolati con la soluzione ma-
trice. 1 mL della soluzione ottenuta è stata deposita-
ta su un contenitore di acciaio inox e lasciato ad es-
siccare prima di introdurlo nello spettrometro di

massa. La calibrazione di massa esterna è stata ese-
guita usando ioni [M+H]+ e [M+2H]2+ di insulina bo-
vina rispettivamente a m/z 5734 e 2867 (27). Tre
misure sono state eseguite per ciascun campione per
verificare l’accuratezza di massa, che era sempre nel
range 0.1-0.5%. Questa tecnica analitica può produr-
re ioni molecolari intatti con PM maggiore 106 Da.
La soluzione campione è generalmente mescolata
con una soluzione matrice assorbente luce, portando
ad un rapporto 1:10.000. Gli ioni possono essere
protonati ([M+H]+ o cationizzati ([M+C]+) e sono re-
gistrati dalla loro massa al rapporto di carica (m/z).
Nel caso di ioni monocarica i valori m/z sono stret-
tamente relazionati al PM dell’analita.

Risultati

Le Figure 1 e 2 riportano le variazioni di concentra-
zione di glucosio e lattato misurati nel surnatante
degli epatociti incubati con i terreni condizionati
(TC) dalle linee cellulari neoplastiche pancreatiche
MIA PaCa2, PANC-1, PSN-1 e CAPAN-1 in con-
fronto al terreno non condizionato di controllo. 
Le variazioni della concentrazione di glucosio risul-
tavano sovrapponibili in tutte le condizioni speri-
mentali; viceversa la concentrazione di lattato dimi-

Figura 1. Variazioni di concentrazione di glucosio misurato nel
surnatante degli epatociti incubati con il terreno non condizionato
di controllo e con i terreni condizionati dalle quattro linee cellulari
studiate.

Figura 2. Variazioni di concentrazione di lattato misurato nel sur-
natante degli epatociti incubati con il terreno non condizionato di
controllo e con i terreni condizionati dalle quattro linee cellulari
studiate.
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nuiva progressivamente durante il periodo di incu-
bazione negli epatociti condizionati da tutti i TC, ri-
manendo invece costante negli epatociti di controllo
(TNC). 
La Figura 3 riporta il comportamento del lattato do-
po incubazione degli  epatociti di ratto con il terreno

di controllo (TNC), con il terreno condizionato dalle
MIA PaCa 2 e le tre frazioni di quest’ultimo di PM
>30.000 Da, <30.000 Da e <10.000 Da. In tutte le
condizioni sperimentali il glucosio veniva utilizzato
con la stessa cinetica; la concentrazione di lattato ri-
maneva costante quando gli epatociti erano incubati
con il terreno di controllo e con la frazione di terre-
no condizionato di peso molecolare superiore a
30.000 Da, mentre diminuiva significativamente
quando gli epatociti erano incubati con il terreno
condizionato intero o con le sue frazioni di peso mo-
lecolare inferiore a 30.000 e 10.000 Da. 
La Figura 4 riporta lo spettro MALDI-MS della fra-
zione di basso peso molecolare (PM<10.000 Da) del
terreno non condizionato. Si evidenzia la presenza
di otto frazioni peptidiche principali di peso moleco-
lare compreso fra 1667 e 2399 m/z.
Nei TC abbiamo individuato gli otto picchi (m/z
1667,1795, 1952, 2065, 2144, 2193, 2272 e 2399)
già evidenziati nel TNC. Tuttavia nei TC erano evi-
denti picchi non rilevabili nel TNC. Solo due di que-
sti picchi (m/z 1874 e 2030) erano comuni a tutti e
quattro i TC, mentre altri (m/z 1727,1737 e 2727)
erano presenti in alcuni ed assenti in altri TC.
La Tabella I riassume i risultati ottenuti medianti
analisi MALDI-MS nei quattro TC e nel TNC.
Ciascun dato viene espresso come percentuale ri-
spetto al picco più alto rilevato nel corrispon-
dente spettro, che era per tutti i campioni m/z
2193.
La Figura 5 riporta lo spettro MALDI-MS del siero
di un paziente adenocarcinoma del pancreas.

Tabella I. Quantità relativa al picco massimo dei principali picchi
rilevati mediante MALDI-MS. Sono riportati i risultati ottenuti dal-
l’analisi del terreno non condizionato (TNC) e dei terreni condizio-
nati dalle quattro linee cellulari studiate. Ciascun dato viene
espresso come % rispetto al più alto picco identificato che in tutti
gli spettri corrispondeva a m/z = 2193.

m/z TNC MIA
PaCa 2 PANC-1 PSK CAPAN-1

1667 113.30 146.40 180.00 135.50 140.80

1727 135.50

1737 110.90 113.80

1795 111.80 119.10 121.80 120.90 120.00

1874 117.30 116.40 119.10 111.10

1952 119.60 114.50 120.90 118.20 115.40 

2030 125.50 113.00 119.10 110.80

2065 149.60 158.20 165.50 162.70 158.50

2144 117.40 154.50 194.50 125.50 139.20

2193 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

2272 119.30 100.00 157.30 150.00 171.50

2399 115.90 113.60 119.10 119.10 117.70

2727 119.10 140.00  

Figura 3.  Variazione di lattato nel surnatante degli epatociti dopo
incubazione con il terreno non condizionato di controllo e con il
terreno condizionato dalla linea MIA PaCa 2 non frazionato e le
sue tre frazioni a diversi pesi molecolari.

Figura 4. Spettrometria al MALDI-MS della frazione di basso pe-
so molecolare (<10,000Da) del terreno non condizionato.

Figura 5. Spettrometria di massa MALDI-MS del siero di un pa-
ziente con adenocarcinoma pancreatico. 
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La Tabella II riassume i risultati dell’analisi MAL-
DI-MS dei sieri dei pazienti. Vengono riportate le
frequenze di risultati positivi relative ai diversi pep-
tidi ottenute nei soggetti di controllo (SC, colonna
1), nei pazienti con adenocarcinoma pancreatico
(CP, colonna 2) e in quelli con pancreatite (PC, co-
lonna 3). I peptidi di m/z 2030 e 2399 erano rileva-
bili anche in tutti i TC dalle linee cellulari, mentre il
peptide di m/z 2727 era  rilevabile  in due dei quat-
tro terreni condizionati. Non abbiamo rilevato alcu-
na associazione significativa fra i peptidi considerati
e la presenza di metastasi a  distanza. 
La maggior parte dei peptidi identificati non risulta-
va associata alla presenza di diabete. 
La Figura 6 riporta l’associazione tra il  peptide
2030  e il diabete nei pazienti affetti da adenocarci-
noma pancreatico. In particolare 5/6 pazienti affetti
da adenocarcinoma pancreatico e positivi per il pic-
co m/z 2030 erano diabetici; al contrario solo 1 pa-
ziente degli 8 senza diabete presentava il picco di
m/z 2030. Uno dei 3 pazienti con pancreatite croni-
ca, risultato positivo per il peptide a  m/z 2030 era
affetto da diabete mellito.

Tabella II. Principali peptidi a basso peso molecolare rilevati me-
diante MALDI-MS nei sieri dei soggetti di controllo (SC), dei pa-
zienti con cancro pancreatico (CP) e dei pazienti con pancreatite
cronica (PC). I valori tra parentesi sono espressi in %. I peptidi
m/z= 2030, 2399 e 2727 erano presenti anche nei terreni condi-
zionati dalle linee cellulari studiate.

m/z SC (n=10) CP (n=14) PC (n=9) Fisher’s
test 

1240 7 (70%) 6  (43%) 3 (33%) ns

1327 0 0 3 (33%) ns

2013 6 (60%) 12 (86%) 7 (78%) ns

2030 1 (10%) 6 (43%) 3 (33%) ns

2134 0 4 (29%) 3 (33%) ns

2298 0 0 3 (33%) ns

2308 0 3 (21%) 0 ns

2399 5 (50%) 12 (86%) 6 (66%) ns

2413 0 8 (57%) 1 (11%) p<0.05 

2517 0 4 (29%) 4 (44%) ns

2586 0 6 (43%) 1 (11%) ns

2727 0 11 (79%) 3 (33%) p<0.05

3143 0 8 (57%) 5 (55%) ns

3597 0 8 (57%) 1 (11%) p<0.05

3813 0 10 (71%) 3 (33%) ns

4068 0 6 (43%) 4 (44%) ns

4218 0 10 (71%) 3 (33%) ns

5002 4 (40%) 14 (100%) 8 (89%) ns  

Discussione

Nei pazienti affetti da adenocarcinoma pancreatico il
diabete   mellito è un riscontro estremamente frequen-
te. Rimane ancora oggi dibattuto il ruolo del diabete

mellito come fattore predisponente lo sviluppo della
neoplasia. Questa ipotesi, valida negli anni 70
(26,27), successivamente scartata negli anni 90
(1,3,15,28), viene rivalutata in recenti ampi studi epi-
demiologici (7,13,29,30,31). Tuttavia i numerosi stu-
di clinici e sperimentali pubblicati nell’ultimo decen-
nio non lasciano dubbi sul fatto che il carcinoma pan-
creatico possa essere causa di diabete mellito. Se que-
sto è oggi chiaro, non sono altrettanto chiari i mecca-
nismi biochimici e molecolari che conducono a que-
sta alterazione metabolica, né si conoscono i mediato-
ri neoplastici inducenti il diabete mellito. In questo
studio abbiamo inizialmente verificato, in un modello
sperimentale in vitro, il range di peso molecolare
comprendente il/i fattore/i diabetogeni carcinoma
pancreatico-associato/i. Il modello sperimentale da
noi impiegato prevedeva l’utilizzo di epatociti isolati
da fegato di ratto dopo adeguato periodo di digiuno.
Queste cellule possono mantenere le loro caratteristi-
che vitali e continuare ad espletare le loro funzioni
metaboliche se poste in un adeguato ambiente di col-
tura. In una prima serie di esperimenti gli epatociti
sono stati  incubati in terreno di controllo e contem-
poraneamente in terreni condizionati da quattro diver-
se linee cellulari neoplastiche pancreatiche. Tutti i ter-
reni condizionati sono risultati capaci di modificare il
metabolismo glucidico degli epatociti dopo carico di
glucosio (20 mmol/L): mentre il consumo di glucosio
avveniva secondo le stesse modalità cinetiche in tutte
le condizioni sperimentali, si osservava una significa-
tiva riduzione della concentrazione del lattato presen-
te nel mezzo di coltura negli epatociti incubati con i
terreni condizionati rispetto a quelli di controllo. Per
comprendere questo fenomeno è necessario riconsi-
derare le tappe del metabolismo glucidico epatico:
nella prima fase una molecola di glucosio viene tra-
sformata in due molecole di acido piruvico (glicolisi).

Figura 6. Percentuale di casi positivi per il peptide m/z= 2030 tra i
pazienti con carcinoma del pancreas in presenza o assenza di
diabete.
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Quest’ultimo in condizioni di anaerobiosi viene tra-
sformato in acido lattico, mentre in condizioni di ae-
robiosi entra nel ciclo degli acidi tricarbossilici. La
diminuzione della concentrazione del lattato riscon-
trata negli epatociti condizionati rispetto al controllo,
suggerisce che il terreno condizionato da cellule di tu-
more pancreatico favorisce l’entrata nella cellula del
lattato, facilmente trasformabile in piruvato, come
fonte energetica, in quanto probabilmente il glucosio
non è utilizzabile a tal fine. In un lavoro precedente
abbiamo infatti dimostrato, usando il glucosio unifor-
memente marcato, che solo una piccola frazione di
quest’ultimo veniva trasformata in piruvato negli epa-
tociti condizionati (32). Pertanto la diminuzione del
lattato nel surnatante degli epatociti è stata considera-
ta un indice di alterato  metabolismo del glucosio. Al
fine di individuare in che range di peso molecolare
fosse ritrovabile l’attività interferente con il metaboli-
smo glucidico carcinoma pancreatico associata, ab-
biamo sottoposto a ultrafiltrazione il terreno condizio-
nato dalle MIA PaCa 2 ottenendo tre frazioni: una di
peso molecolare superiore e una inferiore a 30.000
Da, e un’ultima di peso molecolare inferiore a 10.000
Da. L’azione metabolica del terreno condizionato in-
tero, è stata riprodotta dalle frazioni di peso molecola-
re < 30.000 e < 10.000 Da. Questo risultato indica
che la sostanza interferente con il metabolismo gluci-
dico degli epatociti è una molecola di basso peso mo-
lecolare, inferiore a 10.000 Da. 
Abbiamo cercato di definire la composizione moleco-
lare delle frazioni di basso peso molecolare dei terreni
condizionati al fine di individuare i potenziali fattori
diabetogeni. Per questo abbiamo utilizzato gli ultrafil-
trati con peso molecolare inferiore a 10.000 Da e sot-
toposto questi ultimi ad analisi di spettrometria di
massa mediante MALDI-MS. Nel terreno non condi-
zionato erano evidenziabili 8 frazioni di peso moleco-
lare compreso fra 1667 e 2399. Questi sono da consi-
derare dei costituenti presenti nel siero bovino fetale
che viene aggiunto normalmente al terreno di coltura
in percentuale pari al 10%: questo contiene i fattori di
crescita necessari per la stimolazione della prolifera-
zione cellulare. In accordo, tutti gli otto componenti
del TNC venivano rilevati anche nei terreni condizio-
nati, che contengono siero bovino fetale nella stessa
percentuale del terreno di controllo. Tutti i componenti
diversi rilevati in questi ultimi devono a rigore essere
considerati prodotti di secrezione delle cellule neopla-
stiche, con potenziali azioni biologiche autocrine,
paracrine ed endocrine. Due sole componenti erano
presenti in tutti i terreni condizionati ed assenti nel
TNC: la prima di m/z 1874 e la seconda di m/z 2030.
Altre componenti (m/z1727, 1737, 2727) erano pre-
senti in uno, due e due terreni condizionati su quattro
rispettivamente. Tenendo conto che l’azione biologica
veniva rilevata dopo incubazione degli epatociti con
tutti i terreni condizionati, è ragionevole ipotizzare che
il costituente diabetogeno debba essere rilevato analo-
gamente in tutti i terreni condizionati. Pertanto solo

due dei costituenti individuati potrebbero essere i po-
tenziali fattori diabetogeni: m/z 1874 e 2030. Tenendo
conto che i prodotti rilasciati dalle cellule neoplastiche
per espletare il loro effetto diabetogeno devono agire
su tessuti bersaglio situati a distanza rispetto al tumore
di origine, quali il fegato, il tessuto muscolare o adipo-
so, è ragionevole ipotizzare che siano presenti e quindi
rilevabili nel siero dei pazienti. Partendo da tale assun-
to abbiamo analizzato la composizione molecolare del
siero mediante spettrometria di massa di una serie di
soggetti affetti da adenocarcinoma pancreatico in con-
fronto con pazienti affetti da pancreatite cronica e con
soggetti di controllo. Il profilo della composizione del
siero risultava più complesso rispetto a quanto rilevato
nei terreni di coltura. Numerosi peptidi risultavano
espressi solo in singoli soggetti, altri risultavano co-
muni a tutti i soggetti, altri ancora erano espressi in
percentuale variabile nei soggetti di controllo rispetto
a quelli con patologia pancreatica. Abbiamo identifi-
cato i peptidi più frequentemente espressi nella casisti-
ca da noi studiata, calcolando la percentuale di risultati
positivi in rapporto alla diagnosi. Il riscontro di alcuni
peptidi (m/z 2413, 3597) risultava significativamente
più frequente nei soggetti affetti da carcinoma pan-
creatico  rispetto ai controlli; un peptide (m/z 2727) ri-
sultava più frequentemente espresso nei soggetti affet-
ti da patologia pancreatica cronica (carcinoma o pan-
creatite) rispetto ai controlli sani. Solo quest’ultimo
frammento veniva espresso anche da 2/4 terreni condi-
zionati. E’ pertanto ragionevole ipotizzare che nessuno
di questi possa essere considerato potenzialmente co-
involto nell’alterare il metabolismo glucidico. L’unico
peptide espresso da tutti i terreni condizionati e rileva-
bile nel siero soprattutto dei pazienti affetti da patolo-
gia pancreatica cronica era quello di m/z 2030.
Tutti i peptidi individuati nel siero dei pazienti sono sta-
ti quindi analizzati in relazione alla presenza o assenza
di metastasi a distanza ed alla presenza o assenza di dia-
bete mellito. Nessuno dei peptidi studiati è risultato cor-
relato alla presenza di metastasi: pertanto, seppure alcu-
ni peptidi risultino  tumore associati, non sembrano ave-
re un ruolo significativo nella progressione dell’adeno-
carcinoma pancreatico. Un solo peptide risultava signi-
ficativamente correlato alla presenza di diabete mellito:
m/z 2030. Tenendo conto quanto precedentemente de-
scritto a proposito di tale peptide, appare ragionevole
ipotizzare che questa frazione sia effettivamente coin-
volta nell’eziopatogenesi del diabete carcinoma pan-
creatico associato. Questo risultato è in parte in accordo
con precedenti risultati della letteratura: altri autori han-
no infatti isolato da terreno condizionato da cellule neo-
plastiche pancreatiche, mediante tecnica HPLC, un pic-
colo peptide del peso molecolare di circa 1500 Da in
grado di alterare  il metabolismo glucidico (22,33).
Tenendo conto delle diverse metodiche utilizzate per
classificare il peso molecolare (HPLC piuttosto che
MALDI-MS) il peptide da noi identificato di m/z 2030
ed il peptide descritto da Ding et al. (22) potrebbero
rappresentare la medesima sostanza.



Riv Med Lab - JLM, Vol. 4, N. 1, 2003 49

Viceversa il peptide descritto come diabetogeno da
Li e Adrian (34) del peso molecolare di 5002, po-
trebbe coincidere con il peptide identificato da noi
nel siero di tutti i soggetti di m/z 5002. Questo pep-
tide, presente nel 100% dei pazienti affetti da adeno-
carcinoma pancreatico e nell’89% di quelli con pan-
creatite cronica, ma presente anche nel 40% dei sog-
getti di controllo, è poco probabile che possa essere
implicato nell’eziologia del diabete carcinoma pan-
creatico associato, a meno che la sua azione diabeto-
gena non sia dose dipendente. La sua quantificazio-
ne, non effettuabile mediante MALDI-MS, potrebbe
chiarire questa ipotesi.
Dai risultati finora discussi, appare evidente che il
tumore del pancreas produce fattori solubili di basso
peso molecolare e che almeno uno di questi, di m/z
pari a 2030, potrebbe essere implicato nell’eziopato-
genesi del diabete tumore-associato. Tuttavia riman-
gono ancora numerosi punti di domanda su tale ar-
gomento: 1. stabilire l’esatta natura molecolare di
tale fattore, 2. definire con precisione quante e quali
sono le tappe metaboliche alterate per azione di tale
fattore, 3. definire i mediatori intracellulari della sua
azione metabolica. 
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