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Premesse

La resistenza ad agenti chemioterapici di cellule tu-
morali è uno dei problemi principali che si verifica-
no durante la terapia palliativa. A causa dell’insorge-
re di tale resistenza la chemioterapia è frequente-
mente associata a trattamenti con terapia radiante e
termo terapia. Le relazioni molecolari tra quest’ulti-
ma e la chemioresistenza non sono ancora chiare e
rappresentano lo scopo di questa ricerca. A tale fine
abbiamo impiegato l’uso di tecniche di proteomica
per identificare le proteine differentemente espresse
durante l’insorgere della termoresistenza in linee cel-
lulari farmaco resistenti isolate da carcinoma pan-
creatico umano. Risultati preliminari di questa anali-
si evidenziano una sovra-espressione della gluatione
S-transferasi M3, associata alle linee cellulari termo-
resistenti piuttosto che a quelle chemio-resistenti.
Questo profilo di espressione, specifico di questa
isoforma, potrebbe suggerire un inaspettato nuovo
ruolo funzionale della glutatione S-transferasi M3
nei meccanismi di protezione da stress termico. 

Introduzione

I tumori gastrointestinali, i quali includono tumori
gastrici e pancreatici, sono spesso naturalmente re-

sistenti a molti farmaci anticancro. Inoltre, questi
tumori sviluppano facilmente una farmaco resisten-
za acquisita che include il classico fenotipo della
multi-farmaco resistenza più nota come MDR
(Multi Drug Resistence). Tale fenomeno è accom-
pagnato dalla sintesi di glicoproteina-P un transpor-
tatore di membrana  ATP dipendente della famiglia
dei transportatori ABC (1,2). Fenotipi di resistenza
atipica non-MDR sono stati descritti per varie linee
cellulari neoplastiche, tuttavia i meccanismi mole-
colari responsabili di tale resistenza non sono stati
ancora completamente identificati (3,4). Al fine di
eludere tale farmaco resistenza la terapia con dro-
ghe anti-neoplastiche è stata spesso combinata con
altri protocolli terapeutici. L’associazione con tera-
pia  ipertermica è stata praticata con buon successo
in vari sistemi sperimentali di tumore ed anche in
caso di pazienti con cancro avanzato (5-6). Tuttavia
il successo di questa terapia combinata può essere
fortemente limitato dall’insorgere di una tolleranza
termica delle cellule tumorali. Al fine di studiare i
meccanismi molecolari responsabili di tale termo
resistenza in rapporto con la farmaco resistenza ac-
quisita in linee cellulari di carcinoma pancreatico
abbiamo studiato il profilo di espressione differen-
ziale di proteine mediante tecniche di elettroforesi
bidimensionale, spettrometria di massa MALDI-
TOF e di bioinformatica.
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Metodi

Le linee cellulari impiegate in questo lavoro sono
state isolate dal Dr. Hermann Lange presso
l’Ospedale “La Charitè” di Berlino e rese chemiore-
sistenti verso la daunorubicina o verso il mitoxan-
trone prima di essere portate in condizioni di coltura
iper-termiche 39.5° C. La scelta dei due farmaci ci-
tostatici impiegati è dovuta al tipo specifico di far-
maco resistenza che inducono, infatti, mentre la dau-
norubicina tende ad indurre una resistenza MDR
classica, il mitoxantrone induce una forma di farma-
co resistenza atipica non dipendente dalla sovra-
espressione di glicoproteina-P (7). 

Lei sei linee cellulari descritte brevemente nella
Tabella I sono state impiegate in questo studio. Le
cellule sono state frazionate secondo la procedura di
Celis et al. (8) usando il sistema Iso-Dalt (Pharmacia
Diagnostics AB, Uppsala, Sweden) per la separazio-
ne elettroforetica bidimensionale. Le proteine totali
sono state rilevate mediante  colorazione con nitrato
di argento utilizzando una camera di reazione per lo
sviluppo contestuale di dodici gel (9). Tale sistema
permette di ridurre la variabilità sperimentale con-
nessa con lo sviluppo della colorazione con nitrato di
argento rendendo più robusti i risultati di compara-
zione del livello di espressione di una determinata
proteina. A tal fine tre gel bidimensionali per ogni
singola linea cellulare sono stati realizzati e le imma-
gini da questi ricavati sono state utilizzate per realiz-
zare una singola immagine-media (master-set) la
quale è stata utilizzata per la ricerca in banche dati e
per la comparazione del profilo di espressione.
L’analisi delle immagini è stata realizzata mediante il
sistema PDQuest (Biorad, Hercules, CA, USA).  Il
margine di espressione differenziale di una determi-
nata proteina è stato fissato in una differenza di in-
tensità di colorazione di quattro volte. Le proteine
con diversi profili di espressione nelle diverse linee
cellulari sono state identificate mediante compara-
zione dei master-sets con il database sui cheratinociti
di Celis disponibile via internet presso il sito
http://biobase.dk/cgi-bin/celis. Le bande che non so-
no potute essere identificate direttamente mediante
questo database sono state analizzate mediante spet-
trometria di massa e massa-massa MALDI-TOF. I
campioni sono stati escissi dal gel di poliacrilammi-

de e sottoposti a digestione con tripsina; i peptidi co-
si ottenuti cono stati purificati mediante trattamento
con resina a fase inversa C18 (Millipore, ZipTip) ed
analizzati su di uno strumento MALDI-TOF-MS
Bruker Reflex IV equipaggiato con una piattaforma
di analisi SCOUT ed estrazione ritardata degli ioni.
L’identificazione dei campioni proteici è stata ottenu-
ta mediante analisi delle masse a singola carica dei

digesti triptici con il software ProFound disponibile
presso la Rockfeller University, New York,  ricercan-
do nella banca dati non ridondante della NCBI
(http://prowl.rockefeller.edu/cgi-bin/ProFound). I ri-
sultati di questa procedura sono stati confermati at-
traverso l’analisi dei prodotti di frammentazione di
uno o più peptidi per campione. Gli ioni a singola ca-
rica, derivanti dal decadimento laser indotto (LID),
sono stati comparati verso il database umano della
NCBI mediante il sofware MSprospector, UCSF.
Questa analisi permette di confermare la proposta se-
quenza peptidica ottenuta da ProFound mediante una
procedura di de novo sequenziamento dei frammenti.

Risultati e Discussione

Nella Figura 1 sono riportate la comparazione dei
gel bidimensionali mettendo principalmente in luce

Tabella I . Linee cellulari impiegate in questo studio.

Linea cellulare Chemio resistenza Termo resistenza

EPP85-181 - - 

EPP85-181 tr - + 

EPP85-181 RDB Daunorubicina -

EPP85-181 RDB tr Daunorubicina +

EPP85-181 RNOV Mitoxantrone -

EPP85-181 RNOV tr Mitoxantrone +  

Figura 1: 2D-PAGE delle proteine espresse in linee cellulari di
carcinoma pancreatico non farmaco resistenti, con farmaco resi-
stenza classica MDR alla daunorubicina e con farmaco resisten-
za atipica non-MDR al mitoxantrone.
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le differenze di espressione proteica nelle linee cel-
lulari chemio e termo tolleranti. L’interpretazione
dei profili di espressione ottenuti  non è ancora
completata tuttavia abbiamo notato il limitato nu-
mero di proteine che subiscono una differente
espressione nell’insorgere della termoresistenza
nella linea cellulare con farmaco resistenza classica
MDR in rispetto alle altre due linee non resistenti e
con farmaco resistenza atipica non-MDR.  In questa
breve comunicazione discuteremo le differenze ri-
portate nel piccolo riquadro evidenziato, contenente
i pesi molecolari apparenti tra 35-20 kDa e l’inter-
vallo di pH da 5 a 6. In questa area (Fig. 2),  abbia-
mo potuto identificare due differenti isoforme della
glutathione S-transferasi (GST) umane la M3 (GST
M3) e la P1 (GST P1). Le glutathione S-trasferasi
sono enzimi attivi nella detossificazione di compo-
sti xenobiotici con atomi di carbonio particolarmen-

te reattivi, elettrofili. Il meccanismo di detossifica-
zione sfrutta una reazione di coniugazione nucleofi-
la del tiolo del glutatione sul sito elettrofilo (10). La
molecola cosi coniugata è più facilmente solubile in
acqua e può essere portata fuori dalla cellula me-
diante le proteine di membrana della famiglia delle
MRP (Multi-drug Resistant Protein). In particolare
l’isoforma P1 è stata descritta essere espressa speci-
ficamente in molti tessuti neoplastici. Nella linea di
adenocarcinoma del pancreas termo resistente ab-
biamo evidenziato la sovra-espressione di circa
venti volte della GST M3 (Fig. 3A). Questa protei-
na, come risulta dai dati di massa MALDI-TOF
(non presentati), è presente nella sua forma con l’N-
terminale acetilato ed è, inoltre, sovra espressa di
circa 525 volte quando la linea cellulare resistente
al mitoxantrone viene resa termoresistente. È inte-
ressante notare che questo polipeptide non è assolu-
tamente sovra-regolato nelle linee chemio resisten-
ti, in particolare non viene espresso affatto nelle li-
nee resistenti alla daunorubicina.  In contrasto con
il profilo di espressione della isoforma M3 la GST
P1 non presenta alcun significativo incremento dei
propri livelli di espressione (Fig. 3B) né in funzione
dello sviluppo della chemio resistenza né della ter-
mo-tolleranza. Questa evidenza suggerisce che il
ruolo della GST M3 è specifico di questa isoforma
e certamente non condiviso dalla GST P1.  La GST
M3 è una isoforma specifica del tessuto cerebrale e

Figura 2: Ingrandimento dell’area di interesse nelle 2D-PAGE

Figura 4: Possibile meccanismo di sintesi della PGE2 da parte
delle GST M2-M2 ed M3-M3.

Figura 3: A) Modulazione dei livelli di GST M3 nelle linee cellulari
di studio.

Figura 3: B)  Modulazione dei livelli di GST P1 nelle linee cellulari
di studio.

Glutathione S-transferase M3
N-term Ac(-

Glutathione S-transferase P1



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

dei testicoli, tuttavia il suo ruolo funzionale in ri-
spetto alle altre isoforme della stessa classe M ri-
mane ancora oscuro (11). Inoltre il gene codificante
per questo enzima ha un orientamento invertito ri-
spetto alle altre isoforme di questa classe presenti
nello stesso cluster genico. Questa configurazione
potrebbe essere alla base di un meccanismo diffe-
renziale di regolazione genica di questa specifica
isoforma (11).
Il coinvolgimento nella resistenza termica della iso-
forma M3 di glutatione transferasi non è stata anco-
ra investigata e rappresenta uno dei risultati prelimi-
nari più interessanti di questo studio. Recentemente
Beuckmann et al. (12) hanno riportato la presenza di
una attività PGE2 sintasica della GST M3-M3 ed
M2-M2 espresse in sistemi ricombinanti eterologhi
(Fig. 4). Questa attività catalitica, fino ad ora pecu-
liare di queste due isoforme, potrebbe essere coin-
volta proprio in un meccanismo di risposta allo
stress termico mediante modulazione dei livelli di
prostaglandine.
L’analisi dei profili e la dissezione di queste eviden-
ze all’interno del contesto  fisiologico della cellula
sono assolutamente necessari al completamento di
questo studio ed alla validazione di alcune delle ipo-
tesi presentate in questo lavoro.
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