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SINTESI DELL'INTERVENTO

DEL PROF. BRUNO LUNENFELD

LA STORIA DELLE GONADOTROPINE

Il ventesimo secolo è stato testimone dello sviluppo di conoscenze sempre più approfondite dei processi riproduttivi negli animali e negli essere umani: questi avanzamenti hanno portato all'identificazione dei principali centri che governano le funzioni ovariche e alla scoperta degli ormoni detti gonadotropine. 

Incominciarono ad essere usati nel trattamento dell'infertilità già all’inizio degli anni '30: gli ormoni erano di estrazione animale, originariamente estratti dall'ipofisi e dal siero di cavalla gravida oltre che da ipofisi umane, placenta e urine; queste tecniche permisero di ottenere gravidanze già a partire dalla fine degli anni '30. I capitoli che seguono tracciano il costante impegno per la riduzione dei rischi e l'aumento di sicurezza e efficacia delle preparazioni ormonali per i pazienti. I percorsi per arrivare ai preparati ormonali purificati, oggi disponibili, sono stati complessi e permettono ora di guardare con ottimismo al futuro. 'Sotto osservazione' sono oggi alcune piccole molecole, a basso costo, che si possono assumere per via orale, mirate alla stimolazione della crescita follicolare, all’ovulazione e alla formazione del corpo luteo. Forse un giorno le gonadotropine classiche non saranno più richieste nei trattamenti clinici, ma ad oggi restano una componente essenziale nel trattamento dell'infertilità; per questo è necessario continuare la ricerca di preparazioni sempre più efficaci e sicure. 
La storia ha origine con i primi tentativi di estrarre e purificare preparazioni da animali, cadaveri umani e urine umane, fino alla preparazione con tecnologie DNA ricombinanti. Ora si stanno utilizzando tecniche di coltura cellulare per preparare le molecole ricombinanti derivate da cellule di ovaio di criceto (CHO). Questo processo evolutivo è stato costantemente guidato dalla necessità di rendere le gonadotropine sicure, pure ed efficaci nel trattamento ma anche nell'utilizzo da parte del paziente, riducendo al minimo la variabilità nei trattamenti anti-infertilità. Un esame dettagliato della storia rivela che la strada verso un efficace uso clinico si sviluppa lungo un percorso segnato da errori alternati da importanti risultati. 

L'asse ipotalamo-ipofisi-ovaio, le prime scoperte
Le prime prove sperimentali del fatto che l'ipofisi svolgesse un ruolo nella regolazione dell'attività delle gonadi risalgono al 1910. Esperimenti di Crown sui cani dimostrarono che l'ablazione dell'ipofisi determinava atrofia dei genitali. Due anni dopo, Aschner confermò i risultati, scoprendo inoltre che le persone con tumori cerebrali o traumi in particolari zone del cervello soffrivano di atrofia ai genitali. Quindici anni dopo due gruppi indipendenti scoprirono il principio della gonadotropine: due ricercatori separatamente a metà degli anni '20, Smith e Zondek, dimostrarono che l'impianto di ipofisi anteriore in animali immaturi induceva la pubertà e superovulazione nelle femmine, dimostrando come la funzione ovarica fosse regolata da questa ghiandola. E viceversa, la rimozione dell'ipofisi portava a regressione delle caratteristiche sessuali e perdita della funzione riproduttiva in entrambe i sessi.
Nel 1929, Zondek avanzò l'ipotesi che la ghiandola pituitaria (ipofisi) secernesse due ormoni in grado di stimolare le gonadi: 'Prolan A' e 'Prolan B' (dal latino 'proles'). L'anno successivo lo stesso autore dimostrò che sangue e urine di donne in menopausa contenevano gonadotropine. Ipotizzò allora che il Prolan A stimolasse la crescita del follicolo, che Prolan A e Prolan B insieme stimolassero la secrezione di 'follicolina' e che il Prolan B inducesse l'ovulazione, la formazione del corpo luteo e la secrezione di luteina e follicolina, che a loro volta favorivano la trasformazione e proliferazione dell'endometrio per l'annidamento dell'ovocita fertilizzato, oltre a modificazioni dell'epitelio vaginale. Sostituendo i termini Prolan A e Prolan B con FSH e LH, e follicolina e luteina con estrogeno e progesterone, si può affermare che già nel 1930 Zondak aveva individuato i meccanismi regolati dall'ipofisi che oggi conosciamo. L'ipotesi fu confermata un anno dopo da Fevold, che estrasse dall'ipofisi i due ormoni, follicolo-stimolante (FSH) e luteinizzante (LH).

La scoperta della gonadotropina corionica umana 

Dopo i pionieri della ricerca degli anni '20 e '30, gli studi sugli ormoni continuano a piccoli passi; lo standard internazionale di hCG è stato definito nel 1939 e l'Unità Internazionale (UI) equivaleva all'attività contenuta in 0.1 mg di preparazione standard. Preparazioni purificate di hCG erano disponibili fin dal 1940, mentre gli studi clinici sono iniziati nel decennio precedente. 

Uso clinico delle gonadotropine suine e ovine
Le crescenti informazioni relative all'azione fisiologica delle gonadotropine sul ciclo ovarico normale hanno stimolato gli scienziati a ricercare estratti sempre più puri che permettessero il loro uso nel trattamento dell'infertilità per insufficienza di gonado-tropine. Estratti di ipofisi suina sono stati prodotti dalla tedesca IG Farbenindustrie A-G di Leverkusen e negli anni successivi anche da The Armour Laboratories, mentre GD Searle offriva estratti di FSH da ipofisi di pecora. Nel 1959 sono stati inclusi due estratti animali di ipofisi nella farmacopea francese, rimborsati dal servizio sanitario nazionale. Gli estratti di gonadotropina da ipofisi di origine animale sono stati usati in Europa e Nord America fino agli anni '60, quando il loro uso fu gradualmente abbandonato a causa della produzione di anticorpi anti-ormoni. 

Gonadotropina sierica di cavalla

Per cercare di limitare la risposta immunitaria, gli scienziati hanno a questo punto considerato l'utilizzo di gonadotropine di origine equina che, per la maggiore somiglianza con le corrispondenti proteine umane, presentavano un potenziale allergenico notevolmente ridotto. La gonadotropina da siero di cavalle gravide (PMSG) inizia ad essere secreta dall'endometrio tra il 37°e il 42° giorno di gravidanza, raggiunge il suo massimo tra il 50° e il 70° giorno per poi scomparire dopo il quarto mese. Viene raccolta quindi intorno al 65° giorno di gravidanza. L'estratto ottenuto stimola la crescita follicolare, l'ovulazione e la formazione del corpo luteo nell'ovaio e le modificazioni tipiche dell'utero e della vagina durante l'estro. Nel 1938 è stato definito lo standard internazionale per PMSG e successivamente l'Unità Internazionale che corrispondeva a 0.25 mg di preparazione standard (Burn, 1950). Varie le preparazioni commercializzate (Schering Corporation in USA, Organon and Roussell in Europa), anch'esse rimborsate in Francia.
Protocollo a due 'step'
Il meccanismo di induzione della fertilità è stato definito già nel 1941 con un 'protocollo a due step': una prima stimolazione, ovarica, viene svolta dalle gonadotropine (PMSG o gonadotropine estratte da ipofisi ovine o suine) che evocano la crescita e lo sviluppo follicolare, seguita dall'induzione dell'ovulazione con hCG. In quegli anni, il trattamento ideale era definito dalla risposta dell'ovaio ipofunzionante alla gonadotropina, che induceva in sequenza la stimolazione del follicolo, l'ovulazione e la formazione del corpo luteo, caratteristiche compatibili con la fertilità e il concepimento. La somministrazione di PMSG durante la fase follicolare, seguita da hCG dopo 12-18 giorni, stimolava lo sviluppo di endometrio secretorio e gravidanze.

Anche la gonadotropina equina stimola la produzione di anticorpi che ne neutralizzano l'attività, ma non causa shock anafilattico o reazioni allergiche gravi. Tuttavia le gonadotropine di origine animale sono state autorizzate alla vendita dalla Food and Drug Administration americana fino al '72, anche se i dati relativi al tasso di gravidanze dopo stimolazione con preparazioni animali e umane erano discordanti. Solo in seguito alcuni autori hanno potuto spiegare che la maggiore efficacia della preparazioni animali era dovuta all'eccessiva concentrazione di LH in quelle di origine umana (rapporto FSH:LH era rispettivamente 70:1 e 11:1). 

Gonadotropine ipofisarie umane

Dalla fine degli anni '50 alla fine degli anni '80, le gonadotropine estratte da ipofisi umana (hPG) sono state usate con successo per la stimolazione dell'ovulazione in tutto il mondo. Subito ci si accorse però che la riserva di ipofisi umane era troppo limitata per coprire le richieste e d'altra parte si erano anche verificati casi della malattia di Creutzfeld–Jakob, collegati all'uso di hPG o di ormone della crescita sempre estratto da ipofisi umana, anche se mai direttamente correlati ai prodotti commercializzati dalle aziende farmaceutiche.

Gonadotropine menopausali umane

Gonadotropine di donne in menopausa (hMG) sono state purificate e isolate dall'urina con metodi diversi. La prima preparazione di hMG è stata registrata in Italia nel 1950: un'unità corrispondeva alla capacità di indurre l'estro in ratti femmina di 28 giorni (età puberale). Negli anni '60, l'uso di preparazioni umane ha dimostrato indurre la voluta modificazione dell'endometrio, dell'epitelio vaginale e della secrezione di steroidi. Il regime sequenziale 'step-up/step-down' consisteva nella somministrazione di una dose iniziale di IRP-hMG (240 mg/giorno), prima aumentata (a 360 mg e a 480 mg/giorno) e poi diminuita (a 360 mg e 240 mg/giorno) e l''ovulazione è stata indotta dalla somministrazione di 10.000 UI di hCG seguita da 10.000 e 5.000 UI di hCG nei giorni successivi. Queste dosi erano sufficienti a mantenere la funzione del corpo luteo fino a comparsa di hCG endogeno, 13 giorni dopo. L'hCG, registrata in Italia da Serono nel 1965, conteneva 75 UI di FSH e 75 UI di LH, misurati con dosaggi biologici.
Nel 1973, Lunenfeld e altri scienziati hanno stilato le linee guida dell'OMS per la diagnosi e il trattamento dell'infertilità: la dose giornaliera efficace per le pazienti con ipogonadismo era 150-225 UI, mentre per le pazienti normogonadiche che non mostravano ovulazione era 75-150 UI. Il rapporto FSH:LH variava tra le preparazioni di hMG e hPG, ma l'evidenza ha indicato che le preparazioni con rapporto 0.1-10 sono efficaci se alla paziente viene somministrata una dose totale sufficiente di FSH.

Nel 1975, un comitato di esperti di standardizzazione biologica dell'OMS, sotto la direzione di Lunenfeld, ha sottolineato la necessità di fissare uno standard internazionale per uniformare l'efficacia delle preparazioni a livello mondiale. Viene così definita l'Unità Internazionale per i dosaggi biologici: per FSH urinaria umana corrispondeva all'attività contenuta in 0.11388 mg e per LH quella contenuta in 0.13369 mg dello standard internazionale. Steelman e Pohley hanno messo a punto un dosaggio per FSH divenuto il gold standard: le preparazioni dosate con questo metodo pur variando il rapporto FSH:LH, non mostravano interferenza con il contenuto di LH (Lunenfeld 1967). 

Preparazioni più pure

All'inizio degli anni '70 i clinici hanno espresso la volontà di modificare i regimi di trattamento e di separare FSH dall'LH negli estratti di gonadotropine. Inoltre gli estratti erano crudi e contenevano numerose altre proteine, che potevano interferire ed evocare la risposta immunitaria. Tra il 1967 e il 1970, Eshkol e Lunenfeld hanno messo a punto i metodi di purificazione per LH e FSH.
Con l'avvento delle gonadotropine di terza generazione, cioè con FSH altamente purificato (FSH-HP), l'attività specifica di FSH aumentava a 9.000 UI/mg proteine da 100-150 UI/mg proteine delle precedenti preparazioni, pur purificate. Questo metodo eliminava la variabilità del contenuto di principio attivo e permetteva di variare le posologie individuali, controllando il numero di follicoli in maturazione e riducendo il rischio di gravidanze multiple o di iperstimolazione. L'uso di preparazioni altamente purificate di FSH ha permesso di capire che il dosaggio degli estrogeni non è indicato per verificare la crescita e sviluppo dei follicoli: la stimolazione dipende dal livello di LH in circolo.
Se in passato ipofisi umane e urine di donne in menopausa erano le sole fonti di produzione di gonadotropine umane (hPG), con il tempo si sono osservati problemi di reperimento del materiale di partenza. Centri di raccolta delle urine presenti in Olanda, Spagna, Israele e Italia dal 2000, con l'aumento di 100 volte del fabbisogno mondiale sono stati aperti nuovi centri in Corea, Cina, India e Sud America. 

Gonadotropine ricombinanti

L'FSH è costituito da due subunità, a e b, le cui sequenze aminoacidiche sono state descritte da Rathnam e Saxena nel 1975-76. Il gene è stato clonato da Howles nel 1996. La produzione di gonadotropina ricombinante non è semplice, perché la struttura complessa e la glicosilazione non potevano essere sintetizzate con batteri, normalmente utilizzati per la produzione di proteine più semplici come l'insulina. Erano necessarie linee cellulari di mammifero. Il primo FSH ricombinante umano (rhFSH, follitropina alfa) è stato prodotto da Serono nel 1988 ed è stato immesso in commercio in Europa nel 1995. Un prodotto simile (follitropina beta) è stato prodotto da Organon nel 1996. Specifiche linee cellulari sono state selezionate per la produzione in larga scala di FSH, LH e hCG ricombinanti ad elevata purezza e potenza biologica (FSH 10.000, LH 9.000, hCG 20.000 UI/mg proteina).
Uso clinico di gonadotropine ricombinanti

Nei primi anni '90, vari programmi di IVF hanno raggiunto il successo (gravidanza) dopo somministrazione di FSH ricombinante. Questi prodotti hanno mostrato un'attività simile agli estratti di urina, con il vantaggio per i fattori ricombinanti di poter dosare quantitativamente (in mg) il prodotto, e non la sua attività biologica. Risale al 1997 la prima nascita dopo trattamento con FSH, LH e hCG ricombinanti per indurre l'ovulazione. 
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