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Scopo della Tesi

SCOPO DELLA TESI

Il lavoro presentato in questa tesi ha come oggditstudio il gamete
femminile ed in particolare il trascrittoma dell@sita umano.
All'interno di questa linea di ricerca abbiamo:
o Caratterizzato il TFIIO1, 2] in condizioni non patologiche per ricercare
marcatori molecolari da correlare alla qualita otav@a [3];
* Valutato il profilo di espressione dei geni codifiti le proteine del
macchinario apoptoticpl] durante I'invecchiamento riproduttivo;
* Valutato la qualita ovocitaria in risposta a specifprotocolli di

congelamento (Vitrificaziond}p].
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RIASSUNTO

L’'uomo é considerato il sistema biologico complepso eccellenza in quanto
e il risultato di un intricato insieme di complessiolecolari, discreti e

definibili, responsabili di particolari fenomeni dbogici. Questi complessi
interagiscono gli uni con gli altri, nello spazimel tempo, legandosi a regioni
comuni o distinte di DNA, per creare una networkirttierazioni proteina-

proteina e proteina—DNA, e prendono parte a divarsccanismi cellulari,

quali trascrizione, processamento dellmRNA, reptione del DNA,

ricombinazione, riparazione e morte cellulfgke

Tutti questi complessi sistemi, che vanno a castitiquelli che sono i

macchinari molecolari, sono presenti anche nel ganmfemminile che

rappresenta una delle cellule piu affascinanti'olglanismo dei Vertebrati, e
soprattutto dei Mammiferi e dei Primati. Infattiurpessendo una cellula
terminalmente differenziata va incontro ad un pssoedi differenziamento
estremamente particolare e contiene a livello del gtoplasma tutte quelle
informazioni che rendono possibile poi lo svilugpain nuovo individuo.

Lo studio dei meccanismi che portano alla formagidnun ovocita maturo e
competente potrebbe aiutarci a comprendere le delfa totipotenza dello
zigote, nelle cui prime fasi di sviluppo il gameiemminile ha un ruolo

fondamentale prima dell’attivazione del genoma eomiale.

Nonostante i numerosi studi fatti su modelli aninpalco lavoro é stato fatto
sull'uomo, e ancora oggi, poco e conosciuto rigaarfenotipo molecolare del

gamete femminile umano. Questo naturalmente e dowaat una scarsa
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disponibilita di materiale infatti prima dell@gge 40/2004 del 19 febbraio
2004 ( pubblicata sulla Gazzetta Ufficiale 45 del 24-02-2004“Norme in
materia di procreazione medicalmente assistit® tesvigore dal: 10-3-2004
art 14”) anche in ltalia gli ovociti prelevati vemaino tutti fecondati e la
selezione dell'impianto veniva effettuata sugli embi. Dal 19 febbraio 2004
e possibile fecondare solo 3 ovociti, e il piu dellolte quindi rimangono
ovociti inutilizzati per la fecondazione.

Il nostro progetto prevede appunto l'utilizzo degirociti non selezionati
dall’embriologo.

Da alcuni anni, in collaborazione con il ServizidPdocreazione Medicalmente
Assistita dell’Azienda Ospedaliera Cannizzaro dia@&, abbiamo iniziato a
studiare alcuni aspetti del gamete femminile ednodo particolare abbiamo
portato avanti un progetto di ricerca sullo studioMacchinari Molecolari
guali I'Apparato Generale di Trascrizioff®] ed il Macchinario Apoptotico di
Homo sapiengl, 2, 4] che stanno alla base, rispettivamente, della itaesc
della morte cellulare. Proprio per il ruolo fondartede svolto da questi

intricati sistemi risulta di estrema importanzboibo studio.
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INTRODUZIONE

1.1 SVILUPPO E DIFFERENZIAMENTO DELL'OVOCITA

UMANO

Tutti gli organismi a riproduzione sessuata si ioago dall’'unione di
cellule altamente specializzate chiamate gametrnsatozoo e cellula uovo.
L’ovocita € il gamete femminile e deriva da un @s®0 di gametogenesi, noto
comeovogenesi che si svolge all’ interno delle gonadi femminié ovaie |
precursori dei gameti sono le cellule germinalhqidiali PGCs, primordial
germ cell3 che durante I'embriogenesi sono specificate darazioni tra
cellule vicine. Le PGC sono le cellule sessualilagy indifferenziate piu
primitive. Inizialmente queste cellule sono locadie all’esterno della gonade
ma durante lo sviluppo embrionale si separano diake cellulare somatica e
migrano dal mesoderma extraembrionale verso I'abbaiella futura gonade
(Fig. 1); quest’ultima in seguito allo sviluppo “sesso-dfieo” si differenziera
in ovaio o testicolo, a seconda del sesso delViddio [7], ed in questa sede le

PGCs saranno definite rispettivamente oogoni ensgigoni.
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Primordial
germ cells

Dorsal Genital Mesonephros
mesentery  ridges Elodea Dovsal

Figura 1: migrazione delle PGCs dal mesoderma extraembriomaso 'abbozzo della futura
gonade.

La migrazione di queste cellule all'interno dello® coincide con la loro

intensa attivita proliferativa attraverso successilivisioni mitotiche, che

culminano verso il quinto mese di gestazione dasrdpne a circa 6-7 milioni

di oogoni Fig. 2) [8-12].
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Figura 2: variazione del numero di oociti nell’ovario a @ifénti stadi di sviluppo.
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Tuttavia nelle fasi successive dello sviluppo fetdl numero di oogoni si
riduce progressivamente (tra 700 mila e 2 milidla aascita e ca. 400 mila
alla puberta) in quanto la maggior parte di essine@ntro a morte mentre i
restanti 2 milioni circa, definiti ora oociti prima intraprendono la prima
divisione meioticaKig. 2).

Solo una parte di tutte queste cellule riusciradoactudere il proprio ciclo di
maturazione per cui il numero totale di oociti sglei un ulteriore decremento.
La prima divisione meiotica perd non viene portatiiermine ma piuttosto gli
oociti si arrestano allo stadio di diplotene defleofase | in attesa che
I'individuo raggiunga la maturita sessuale, per pmter riprendere e
concludere il proprio ciclo.

A questo stadio ognoocita | & circondato da un unico strato di cellule
appiattite dette cellule della granulosa e nel lmsieme essi costituiscono |l

follicolo primordiale (Fig. 3).

Figura 3: follicolo primordiale circondato da cellule delleagulosa appiattite.



Introduzione

Al momento della nascita il numero dei follicoli ipordiali € ridotto
approssimativamente intorno al milione rispettsetie inizialmente presenti.
Alla puberta i follicoli primordiali sono circa 36400.000 e di questi soltanto
400 circa completeranno il loro ciclo di maturagonQuesti follicoli
primordiali permangono in uno stato di quiescenpahie, periodicamente,
vengono selezionati, attraverso un processo defingclutamento iniziale’,
per proseguire il loro accrescimento ed entrare eofar parte depool di
follicoli in via di sviluppo. Questi ultimi passarattraverso lo stadio primario e
secondario prima di acquisire una cavita antrade¢ @roprio a questo livello
che la maggior parte dei follicoli va incontro adeaia. Nonostante cio alcuni
di essi, sottoposti ad un’opportuna stimolazionearale che si verifica dopo
la puberta, vengono sottratti a questo destinocgm®so definito reclutamento

ciclico”) e riescono cosi a raggiungere lo stadio predeta (Fig. 4) [13].

Selection Ovulation
&
Dominance
CYCLIC LI
RECRUITMENT
RECRUI Graafian
RECRUITMENT Craafia

Primordial

Figura 4: sviluppo e reclutamento dei follicoli ovarici neiémo.
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La cospicua riduzione del numero di ovociti puteesscomunque attribuita a
diversi meccanismi: le cellule germinali dell'arearticale migrano verso la
superficie dellovario e vengono incorporate atémo dell’epitelio
superficiale o vengono eliminate nella cavita pemdale, subiscono una
regressione durante la meiosi oppure fallisceatpsso che porta I'ovocita ad
essere circondato dalle cellule della granulosaesQuitimo meccanismo ha
come conseguenza la mancata formazione del falligoimordiale ed e
influenzato da geni che, in condizioni normali,riepno attivamente la morte
delle cellule germinali. Una volta che tutti i fobli primordiali si sono
formati, evento che si verifica poco dopo la nascii ha un’ulteriore e
continua perdita di ovociti attraverso processiofegici quali la crescita
follicolare e l'atresia, che si ripetono ciclicanbemer tutta la vita della donna
[8].

Considerando quindi che negli individui di sessmif@nile tutti gli ovociti
sono prodotti durante il periodo fetale o comungoeo dopo la nascita, le
donne nascono con un numero finito di gameti blbacameiosi | che in
seguito continua a diminuire nel corso della lorda.v Nelle donne,
I'esaurimento di questpool limitato di ovociti si verifica intorno ai 50 andi
eta e conduce al fenomeno della menopausa.

Recenti studi hanno comunque messo in discussinesta teoria suggerendo
che nelle ovaie di topi sia giovani che adulti sgmesenti cellule germinali
mitoticamente attive che sostengono la formaziaglEodocita e del follicolo
[14]; altri studi hanno messo in evidenza che cellulEmsali germinali

derivate dal midollo osseo sono distribuite alleaievdi topo attraverso |l
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sangue perifericgl5], cosi come studn vitro hanno dimostrato la capacita
delle cellule dell'epitelio superficiale dell’ovariumano di differenziarsi in
ovociti e cellule della granulosfl6]. Queste ipotesi, che necessitano di
ulteriori conferme, suggeriscono chepiol di follicoli primari negli ovari di
donne adulte possa rappresentare una popolazioramida piuttosto che
statica, caratterizzata da strutture che degeneranci differenziano

continuamente.

1.1.1, OVOGENESI, FOLLICOLOGENESI E

REGOLAZIONE ORMONALE

Come detto pocanzi, gli ovociti se sottoposti ad opportuna
stimolazione ormonale, che si verifica dopo la ptéhe ciclicamente
cominciano a maturare e riprendono la meiosi dimdoevociti secondarj
questi ultimi si arrestano infine allo stadio ditafase Il dando cosi origine
alla cellula uovo matura, cioé pronta per essetenf@ata dopo I'ovulazione.
La seconda divisione meiotica sara completata dojpm la fecondaziond-(g.

5).
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/ l Completion of meiosis II |
Second _ Corpus huteum:
polar i - F 3
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Figura 5: processo di crescita dell’ovocita.

Ovviamente la maturazione dell'ovocita lovpgenesi si accompagna
comunque ad un contemporaneo sviluppo del follicoke lo contiene,
fenomeno che prende il nome fdilicologenesi (Fig. 6). Il destino di ogni

follicolo € controllato sia da fattori endocriniecka fattori paracrirfiL7].

-10 -
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Meiotic Events Follicle Development
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Figura 6: rapporto tra ovogenesi e follicologenesi.

Ovogenesi e follicologenesi sono processi strettéeneorrelati ed entrambi
dipendenti dalla liberazione ciclica di elevatidiv di ormoni gonadotropi
quali FSH e LH. L'ovulazione innescata dallaument livelli di LH e

I'evento che segna il passaggio del gamete femenuhalll'antro follicolare
all'ambiente extraovarico. Complesse correlaziamzionali tra ipotalamo,
ipofisi anteriore ed ovaie, infatti, sono resporisalella maturazione mensile
di un follicolo ovarico e della sua rottura con @spne di un ovocita maturo
(Fig. 7 e Fig. 8§, successivamente trasportato nelle Tube di FHailboper

essere fecondato. La risposta follicolare all’autbedell'LH, che culmina

-11 -
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nell'ovulazione, &€ un processo complesso, ma behestrato, che comporta un

continuocross-talkingfra le cellule della granulosa e I'ovocita.

Figura 7: espulsione di un ovocita (circondato da cellule @ehulo ooforo) da un follicolo
maturo.

Surgical
s trum

Follicie 5991

Figura 8: espulsione di un ovocita da un follicolo maturo.

La follicologenesi ha inizio verso il settimo medegravidanza, quando la
maggior parte degli oogoni presenti si sono trasédrin oociti | e ciascuno di

essi entra nella costituzione di tollicolo primordiale caratterizzato da uno

-12 -
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strato di cellule appiattite, dette cellule deltfargulosa, che circonda la cellula
uovo Fig. 3).

Dalla puberta alla menopausa di norma ogni 28 giamrfollicolo primordiale,

e di conseguenza un oocita, completa la sua maneaandando incontro ad
una serie di trasformazioni che interessano entrarmbi cellulari: la cellula
uovo aumenta in dimensioni e gli strati di granales moltiplicano intorno ad

essa formando fbllicolo primario (Fig. 9).

Figura 9: follicolo primario circondato da cellule della grdosa cuboidi.

Le cellule follicolari e I'ovocita racchiuso nellficolo secernono un sottile
strato di materiale acellulare di natura glicopicgeche si stratifichera sulla
superficie esterna del gamete. Questa strutturaivdstimento dettazona
pellucida & attraversata dgap junctionche hanno la funzione di trasmissione
di segnali chimici e di metaboliti tra le cellulellfcolari e I'ovocita. Essa

svolge inoltre un ruolo importante che consiste preiteggere I'ovocita da

-13 -
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traumi di vario tipo e, dopo I'ovulazione, funge Harriera specie-specifica
verso gli spermatozoi appartenenti a specie diverse

Durante il ciclo mestruale i livelli di gonadotrog@ aumentano ed in
particolare 'FSH determina una rapida proliferamodi 6-12 follicoli ogni
mese. Le cellule della granulosa proliferano rapielate e nuove cellule
derivanti dall’interstizio ovarico si dispongono farmare diversi strati
all'esterno della granulosa costituendo la cosiddieica questa comprende
strati piu vicini alla granulosa (teca interna) deeernono steroidi e strati piu
esterni (teca esterna) che formano la capsulaalétdlo. Le cellule della
granulosa iniziano a secernere liuor follicoli contenente un’elevata
concentrazione di estrogeni che si accumula adfimd del follicolo e spinge
I'ovocita verso la periferia, formando cosi la ¢avantrale ed il cumulo ooforo,

ed e a questo stadio che si parléotlicolo secondario(Fig. 10.

W AP )]

Nuclen  pefiugida.

S

— —r o 2 e
Loovocita

Figura 10: follicolo secondario.

In questo periodo dello sviluppo molti follicoli wao incontro ad un fenomeno

di degenerazione detto atresia follicolare in daig@i oociti quiescenti che i

-14 -
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follicoli gia conformati vanno incontro ad apoptasientre alcuni di essi, sotto
stimolazione delle gonadotropine che si verificelicamente dopo la puberta,
raggiungono lo stadio preovulatorj@7]. Quest’ultimo stadio di sviluppo e
determinato da un ulteriore aumento delle dimendwahcolari e dell’ovocita
con la formazione del follicolo ormai maturo deftdlicolo terziario o di

Graaf (Fig. 11).

Zona Pellucida Secondary Ovarian

ﬁiér-éprih;rum' :
Granulosa Colls] f%:;

o e
ST £ o
e R,

Figura 11: follicolo terziario o di Graaf.

Nella fase immediatamente precedente I'ovulazidnegpido incremento di
gonadotropine ed in particolare di LH determinarilresa della meiosi
nell'ovocita di | ordine che completa la | divis®rmeiotica e si arresta a
livello dellametafase Icon formazione di due cellule:
* una cellula che conserva quasi tutto il citoplasied’ovocita,
detta ovocita di Il ordine
* una cellula con pochissimo citoplasma détigobulo polare

Entrambe le cellule risultano essere aploidi (n).

-15 -
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La ripresa della meiosi sembrerebbe essere dowiiite,che al’aumento delle
gonadotropine, alla chiusura deflap junctionche mettono in comunicazione
I'ovocita con le cellule follicolari. L’interruzioa della comunicazione con le
cellule circostanti determina un decremento di cAdhie segnala all'ovocita di
riprendere la meiosi. In particolare, la ripresadmeiosi e di conseguenza la
ripresa della maturazione ovocitaria LH-dipendestgebbe legata a due

meccanismi: risposta immediata e risposta ritar(ita 12).

LH

Attivazione della MAPK
ﬁ.
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Figura 12: sblocco della meiosi |
(De Leo-Fasano-Ginelli “Biologia e Genetica”, Il Ed.Cap.§).

Il primo tipo di risposta induce la fosforilaziodella connessina 43, in seguito
all'attivazione di MAPK, che induce la ripresa @efheiosi grazie alla chiusura
delle gap junction Tale processo si completa grazie alla risposéadata che
prevede prima l'inibizione della traduzione di giaeproteina e poi, piu a
monte, il blocco della trascrizione. Lo scopo faale, comunque,
I'eliminazione dellegap junction

Quindi, in risposta allaumento delle gonadotropirdurante ogni ciclo

riproduttivo, i follicoli di Graaf scoppiano rilaendo nell'ovidutto I'ovocita

-16 -



Introduzione

maturo circondato dalle cellule del cumulo ooforthecassumono la
denominazione dcorona radiatae questo processo e definito “ovulazione”
(Fig. 7 e Fig. 8).

Questo processo si presenta solitamente dai 162agidrni prima della
mestruazione. Quando il follicolo ovarico raggiundge sue massime
dimensioni provoca un rigonfiamento visibile sulaperficie dell’ovaio, che
prende l'aspetto di un’area vascolare biancastiandita stigma. A questo
punto il follicolo € separato dalla cavita peritateesoltanto da uno strato di
cellule sottilissimo. La rottura del follicolo € quocata dall’azione di enzimi
litici (plasmina, collagenasi). La pressione dguldo contenuto nel follicolo si
riduce gradatamente e percio la rottura dello stignon € un fenomeno
esplosivo: I'ovocita, circondato da alcune celldé& cumulo ooforo (che vanno
a formare la corona radiata), viene espulso lerméendall’ovaio insieme al
liquido antrale. A questo punto le fimbrie dell’detto, che nel periodo
dell’ovulazione si sono avvicinate alle ovaie, gegho I'ovocita e lo spingono
all'interno dell’ovidotto. Al momento dell'ovulaziee anche la membrana
propria cha separava la teca dalla granulosa spepmascolarizzando la
granulosa e formando un coagulo al centro di qiel esta del follicolo
ovulato. Inizia cosi la trasformazione di questaitsira in corpo luted18],
ghiandola che secerne grandi quantita di progesteed estrogeni, importanti
per 'annidamento e lo sviluppo dell’embrione; egsoltre esercitano un
meccanismo afeedback negativo sulla secrezione delle gonadotropine
ipofisarie. 1l corpo luteo Kig. 13 raggiunge il maggior grado di

differenziamento 7-8 giorni dopo I'ovulazione e segsivamente degenera se
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non vi & fecondazione. Progesterone ed estrogesrciesio unfeedback

negativo sulla secrezione di gonadotropine ipafsar

Figura 13: corpo luteo

Tutti questi eventi si verificano in seguito alastio di ormoni prodotti
principalmente dalle gonadi femminili la cui funa® basilare consiste nel
differenziamento e nel rilascio di un ovocita matercompetente pronto per la
fecondazione in modo da garantire il meccanismurapagazione della specie,
ma anche da parte dell’asse ipofisi-ipotalamo.

Gli ormoni in questione sono principalmente I'OrmoRollicolo Stimolante
(FSH), I'Ormone LuteinizzantelH), gli estrogeni ed il Progesterone. | primi
due appartengono alla categoria delle Gonadotrogm®o secreti dall'ipofisi
sotto stimolazione del Fattore di Rilascio delle n@dotropine GnRH)
prodotto dall'ipotalamo ed hanno un ruolo essepziaello sviluppo,
maturazione e mantenimento delle funzioni dellei@v&li altri due fanno
parte della famiglia degli Steroidi, vengono sitgdti principalmente
dall'ovaio in risposta allo stimolo degli ormoni offsari e svolgono
importantissime funzioni fisiologiche: regolano lamaturazione sessuale

intervenendo nell’accrescimento dell'apparato gémitstimolano lo sviluppo
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ed il mantenimento dei caratteri sessuali femmis@condari (crescita delle
mammelle, distribuzione dei peli, voce, staturasatsra, distribuzione del
grasso), permettono la fecondazione e la gravidanza intemweéa nella

regolazione del ciclo mestruale.

Come si puo vedere nelkigura 14 gli ormoni dell'ipotalamo, dell’ipofisi e

dell'ovario concorrono ad integrare le diversevittii del ciclo ovarico, uterino

e cervicale.

ipotalamo
GnRH
LH ,
. FSH
¢ ! I
. 7 14 2] 28 g
ormoni ipofisari nel sangue
-pm‘\%l k
fase follicolare ;
ciclo ovarico
ormoni ovarici nel sangue
-
utero endometric

[r e \__]-,]:

ciclo uterino

Figura 14: regolazione ormonale del ciclo ovarico e del cidierino

Il ciclo viene diviso in due momenti: fase folliewé o proliferativa e fase

luteinica o secretiva, ciascuna della durata diecit4 giorni. Si considera come
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primo giorno del ciclo il primo giorno di sanguinanio (mestruo), fenomeno
che rappresenta I'eliminazione della mucosa utapeérofica che era pronta
ad accogliere una eventuale blastocisti. II GnRKydptto dall'ipotalamo,
induce il rilascio delle gonadotropine da parteligelfisi. Comincia cosi la
fase follicolare. Si osserva un iniziale incremedioFSH ed i follicoli che
hanno cominciato a crescere rispondono proliferanideriormente. L'FSH
induce la produzione di estradiolo ed anche unemento dei recettori delle
cellule della granulosa. Dopo poco l'ipofisi, ings&o al picco di estradiolo,
comincia a secernere anche I'LH il cui picco indulee ripresa ed |l
completamento della meiosi | con la formazione ghaino globulo polare e
I'inizio della meiosi Il fino allo stadio di metada II. Il picco di LH induce
'ovulazione che avviene il 14° giorno del ciclo. questo punto I'ovocita
fermo in metafase Il completera la meiosi Il sobosara fecondato, in caso
contrario, sara eliminato con le mestruazioni.

Dopo I'ovulazione comincia la fase luteinica o stiea. Per effetto dell’LH,
quello che resta del follicolo all'interno dell’ona si trasforma in corpo luteo
che secerne prevalentemente progesterone, stermilie importante affinché
'utero si crei 'ambiente adatto all'impianto dellblastocisti. Esso agisce
stimolando lipertrofia sia della parete dell’utethe dei vasi sanguigni, ed ha
come altro effetto quello di bloccare la produziain&SH e quindi di inibire lo
sviluppo di altri follicoli. Se l'ovocita non vienéecondato il corpo luteo
degenera, si esaurisce la secrezione di progesterola mucosa uterina Si
sfalda. Con il decremento del progesterone, I'goficeve lo stimolo a

secernere di nuovo FSH ed il ciclo ricomincia.
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Questi ormoni sessuali femminili consentono quindi creazione delle
condizioni adatte alla fecondazione della celluwaied al suo annidamento
nella mucosa uterina (endometrio), eventi che gsegndinizio della
gravidanza. Inoltre, operando a livello dell'ipatab e dell'ipofisi, questi
ormoni sono in grado non solo di autoregolare dppio rilascio ma anche di
indurre la liberazione del GnRH, dellFSH e del’lLBuesto meccanismo di
controllo cosiddetto &eedbackutilizza le informazioni sui livelli di estrogeni e
di progesterone circolanti nell'organismo in unodatomento per regolare
I'attivita ipotalamica ed ipofisaria durante il loianestruale. Il meccanismo di
feedbackpuo pertanto essere sia positivo che negativo. deaganismo di
feedbackpositivo aumenta la secrezione ormonale, infaisisblivelli circolanti
di estrogeni segnalano all'ipotalamo la necessit&edernere una maggior
quantita di GnRH, che stimola l'ipofisi a rilas@d~SH. A sua volta, I'FSH
stimola la secrezione degli estrogeni da parteedellaie. Al contrario il
feedbacknegativo spegne la secrezione ormonale: alti liivafcolanti di
estrogeni e di progesterone segnalano all'ipotallamecessita di ridurre la
secrezione di GnRH. La caduta dei livelli di GnREgsala all'ipofisi la
necessita di ridurre la secrezione di FSH e ditate diminuzione dei livelli di
ormoni gonadotropi segnala alle ovaie la neceshitédurre la secrezione di

estrogeni e di progesterone, come mostrato Réjlara 15.
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Ipotalamo Ipotalamo Ipotalamo
/ / e

Ipofisi
posteriore

Ipofisi Ipofisi
posteriore posteriore

Estrogeni  Picco di LH

- O

Ovocita

Inibina  Estrogeni

w Estrogeni
Progesterone VL
Stimola la crescita ¥

dell’endometrio Stimolano la crescita e
il differenziamento
dell’endometrio

a) Fase preovulatoria b) Fase preovulatoria tardiva c) Fase postovulatoria

Figura 15: meccanismi dfeedbackpositivo e negativo
(De Leo-Fasano-Ginelli “Biologia e Genetica”, Il Ed.Cap.8).

1.1.2 RELAZIONE TRA OVOCITA E CELLULE

SOMATICHE

La gametogenesi femminile inizia in uno stadio poecdello sviluppo
embrionale, quando le cellule germinali primordiaigrano verso le gonadi
dove, attraverso una serie di divisioni mitoticheiziano a proliferare e
intraprendono la prima divisione meiotica. Poichénieiosi inizia in tutte le
cellule germinali durante la fase fetale, nelle m®ril pool ovocitario € gia
stabilito ancor prima della nascita dell'individe non vi e possibilita di
rigenerare potenziali gameti femminili negli stalisviluppo successijiL9].
Inoltre il numero di follicoli nell’ovaio si riduc&rasticamente da 7 milioni a
400.000, passando dallo stadio fetale alla puberidi, questi solo 400 circa

riusciranno a completare il proprio ciclo di mauicae[20]. Per questi motivi
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e importante che la cellula uovo sia adeguatamemtgetta e sottratta
all'azione di tutti gli agenti di natura chimicafigica in grado di danneggiarla
o di comprometterne lo sviluppo. Questo ruolo dingria importanza e svolto
dalle cellule follicolari che circondano il gamemminile, provvedendo a
creare intorno ad esso un microambiente adattosaacorretta maturazione.
La capacita di un ovocita maturo di sostenere i stadi di sviluppo dal piu
precoce (la fecondazione) al piu tardivo (I'impiatel’embrione nell'utero) e
definita “competenza” e puO essere considerata misara intrinseca della
qualita ovocitaria. L’ovocita acquisisce una conepef sempre maggiore in
maniera graduale e progressiva man mano che atteale varie tappe della
follicologenesi, dal momento in cui esso inizia accrescersi e le cellule
somatiche che lo circondano a differenzidésl]. | fattori necessari per lo
sviluppo di un ovocita competente sono diversigtandezza del follicolo
(ovociti che derivano da follicoli di dimensioni ggiori sono piu competenti
rispetto a quelli ovulati da follicoli piu piccoliR2], la vitalita del follicolo,
cioé la sua capacita di proseguire lo sviluppo géimglo all’apoptosj23, 24]

la stimolazione ormonale che comporta lo svilupptlicblare ed infine la
comunicazione tra I'ovocita e le cellule del cum@eCs) che lo circondano
[25].

Inizialmente si pensava che I'oocita fosse unautzlpassiva all'interno del
follicolo, completamente soggetta al controllo eetlellule della granulosa.
Numerosissime evidenze sperimentali hanno inveceosirato che esso
influenza attivamente lo sviluppo del follicolo praovendo la sua crescita e

dirigendo il differenziamento delle cellule chedwcondano. Le cellule della
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granulosa, allo stesso tempo, sono impegnate sekaezione di sostanze
nutritive, segnali chimici e mucopolisaccaridi daiepettivamente stimolano la
maturazione sia del follicolo sia dell'ovocita estituiscono un rivestimento
protettivo attorno al gamete (zona pellucida e domooforo). Esse inoltre
sono responsabili della produzione di enzimi eastst antiossidanti che hanno
un potenziale impatto sulla sorte ovocitaj26]. Risulta essere abbastanza
evidente, quindi, che ovocita e cellule somaticheemidono strutturalmente e
metabolicamente le une dalle altre e che il praxebe porta alla crescita del
follicolo ovarico sia dovuto ad un’interazione gigiea tra le componenti
cellulari che lo costituiscono. L’instaurarsi diegtia relazione, indispensabile
per il corretto sviluppo ed il benessere del futembrione[27], dipende
essenzialmente da due meccanismi di comunicaziclkrilaze mediati
rispettivamente da giunzioni di tigmap e da fattori paracriniHig. 16).
Cumulus cells to oocyte

e.g. Kit-ligand

FF-MAS
EGF-like peptides

Gap-junctional
cAMP
Purines/pyrimidines
Metabolites
Amino acids

Oocyte to cumulus cells
Oocyte-secreted factors
e.g. GOF-3
GDF-9B (BMP-15)
BMP-8
Activins?

Figura 16: la comunicazione tra oocita e cellule somatichesgerziale per la crescita e lo
sviluppo sia del gamete femminile che del follicolQuesto asse di comunicazione
bidirezionale € mediato da fattori paracrini (freccontinue) e dallo scambio di piccole
molecole tramite giunziorgap (freccia tratteggiata).
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Le cellule somatiche (in particolar modo le celladel cumulo) presentano
infatti dei prolungamenti citoplasmatici, che pearb gli involucri ovocitari,
alle cui estremita sono localizzate le giunziayap esse consentono |l
passaggio di ioni, metaboliti e amminoacidi di lsageso molecolare necessari
per lo sviluppo dell’oocita, mentre le molecole gitandi vengono trasportate
mediante meccanismi di endocitosi mediata da @edi28]. Le connessioni
tra I'ovocita e le cellule della granulosa sonosgiub grazie alla presenza della
connessina 37 ed una omologa connessione € maateaule cellule della
granulosa, nelle quali & invece presente la comeesd3. Evidenze
sperimentali hanno dimostrato che in topi defigieper il gene della
connessina 37 non si ha la formazione di follichlGraaf, fallisce il processo
ovulatorio, si sviluppano molti corpi lutei ed itr@ I'accrescimento dell’'oocita
si arresta prima che esso raggiunga la compet@®a Cio dimostra che i
meccanismi di comunicazione intercellulare trangitenzioni gap regolano e
coordinano in maniera critica il complessetdi interazioni cellulari richiesti
affinché I'oogenesi e I'ovulazione vadano a buoe fB0].

Il secondo meccanismo di comunicazione tra oocitallele della granulosa é
mediato da fattori paracrini, secreti da entramtgii cellulari, che giocano un
ruolo fondamentale nel dirigere la crescita ediffiecenziamento dei follicoli
ovarici cosi come altre funzioni cellulari importanad esempio, € stato
dimostrato che i fattori paracrini secreti dall’@acsono indispensabili affinché
le cellule del cumulo si espandano e, soprattuttentengano il proprio

fenotipo Fig. 17) [28].
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Growth
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Figura 17: i fattori paracrini solubili prodotti dall’ovociteegolano aspetti fondamentali delle
funzioni delle cellule somatiche quali crescitdfedtenziamento, espansione delle cellule del
cumulo ed ovulazione.

La maggior parte degli studi riguardanti questdosethanno focalizzato la
loro attenzione su alcuni membri della superfaraigleitransforming growth
factor beta (TGH3), quali growth differentiation factor 9(GDF9), lbne
morphogenetic protein 1BMP15) ed altri. Il grande interesse rivolto \eers
questi fattori paracrini € dovuto principalmente fatto che un’alterazione
dell’espressione dei loro rispettivi geni comprotaetotevolmente le funzioni
ovariche e la fertilitd28, 29, 30e 31]. Studi effettuati su toginockouthanno
provato che delezioni a livello di tali fattori,io@olti nella proliferazione delle
cellule della granulosgB2], in particolare del GDF9, inducono la produzione
di un fenotipo sterile in cui lo sviluppo dei falli si arresta, ottenendo cosi un
unico strato di cellule a delimitare un ovocitagdandi dimension|33] e cio
dimostra come le cellule della granulosa necessti@l fattore GDF9 per la
propria proliferazione. Questa comunicazione do tipedbacktra oocita e

cellule somatiche € necessaria anche per coordiaarpresa della meiosi da
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parte del gamete femminile ed il processo di ovats E stato dimostrato che
gli ovociti immaturi 0 non competenti non interagh|o in maniera appropriata
in questo sistema di comunicazione e non vengondatj34, 35, 36] Il
processo ovulatorio puo essere quindi consideratoecun punto di controllo
attraverso il quale soltanto gli oociti competesdi in buona salute sono in
grado di governare il proprio rilascio garantendsicuna sorta di selezione
naturale degli ovociti migliori tra tutti quelli psenti nepool [37].

Nonostante questi studi abbiano messo in evidemgmrtanti aspetti delle
relazioni tra oocita e cellule somatiche, restabeatnolto da indagare riguardo
alle pathwayche vengono selettivamente attivate nel corsauédstj eventi. Dal
momento che questo asse di comunicazione bidiraeldosembra essere un
prerequisito per garantire un corretto sviluppma nompromettere la fertilita,
risulta essere di estrema importanza conoscenadeart le basi molecolari di

tali eventi.

1.1.3 ACCUMULO DI mRNA DURANTE LO SVILUPPO

DELL'OVOCITA

La cellula uovo, prodotta durante 'oogenesi, cami nel citoplasma una
riserva di RNA (mMRNA, rRNA, tRNA,small RNA§ enzimi, organelli e
metaboliti richiesti per i processi ovocita-spegife per il metabolismo, o
accumulati per essere utilizzati successivamentantiel le prime fasi dello
sviluppo post-zigotico, prima che abbia inizio pesssione del genoma
embrionale (4-8 cellule nel’'uomo) con la corrisgdente autonomia biologica

dellorganismo. La maturazione dell'ovocita non sste dunque in un
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semplice incremento della massa cellulare ma amcb@mbiamenti qualitativi
e quantitativi di molecole chiave per il metabolsmla struttura e
I'informazione. Durante la meiosi la cellula uovadcrive in modo attivo quei
geni che codificano per proteine che intervengordianregolazione dei
processi “ovocita specifici” e del metabolismo gklte quando non sono
ancora attivi i nuclei dello zigote e dei primi $lameri da esso derivati. La
produzione della gran parte dei messaggeri avvepe lo stadio di diplotene
della meiosi I, in una fase di arresto prolungatbancome Hictyate [38].
Alcuni mMRNA sono di uso immediato ed altri vengaramservati per le prime
fasi di sviluppo. | trascritti accumulati dall’'odaisono definiti mMRNA materni
e rimangono quiescenti sino a quando non sonaatttiurante I'ovulazione o
dopo la fecondazion§39]; si ha dunque un controllo dell’espressione dei
messaggeri nei diversi stadi di sviluppo. Le prigigisioni dello zigote
avvengono con un ritmo regolare grazie alla comtisintesi di fattori di
crescita, componenti della membrana cellulare, @rapti del citoscheletro,
fattori che intervengono nella divisione cellularaltre proteine a partire dagli
MRNA materni[39]. La disregolazione di alcuni di questi trasciatcumulati
potrebbe alterare la competenza ovocitaria cordgrido ancor piu ad

aumentare i problemi correlati all'infertilita feninie.

1.2 INFERTILITA’

L'infertilita € un problema sociale che interesgai@nno molte coppie in

eta riproduttiva.
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Con il termine infertilita si intende quella condize in cui una coppia non
riesce ad avere un figlio dopo circa un anno dpoag sessuali non protetti,
avvenuti in fase ovulatori@0]. Quest’intervallo di tempo deve essere ridotto a
sei mesi nelle coppie meno giovani, in quanto sitardonna sia nell'uomo la
fecondita ha un apice intorno ai 25 e declina gaidante dopo i 35 anni.

Ad oggi questo problema affligge dal 10% al 20%elebppie in eta fertile e
la fecondazione in vitro (IVF) rappresenta una zoe possibile. Infatti, sono
sempre piu humerose le coppie che si rivolgono sggcialisti del settore per
ottenere una gravidanza. Il fenomeno sembra in atoveer diversi motivi: sia
perché la coppia decide di avere un figlio semjuegrdi, sia per l'influenza di
alcuni fattori ambientali sfavorevoli, come l'ingamento. L'impossibilita di
avere un figlio, oltre a rappresentare un problednacarattere medico,
comporta anche aspetti, non trascurabili, di ordipsicologico e
comportamentale. Non ci sono regole di natura giolbo medica che possano
escludere a priori la presenza contemporanea diurlis del sistema
riproduttivo in entrambi i partner, tanto e veroecproblemi comuni ad
entrambi sono diagnosticati nel 15-30% di coppitertili. L'infertilita pud
essere distinta iprimaria quando la coppia non ha mai avuto gravidanze, e
secondariaquando si instaura dopo un periodo di documerftatdita. Le
cause della sterilitd possono essere legate acdtamdizione patologica della
donna, dell'uomo o di entramipdl]. E’ possibile tuttavia che al termine del
piu accuratdter diagnostico non si giunga ad individuare un fattoapace di
impedire la riproduzione. Si parla in questo caisstetilita da causa inspiegata

o idiopatica, la cui incidenza viene oggi calcolata intorn®at10% di tutte le
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forme di sterilita. E’ opportuno tenere presente lehprognosi di questo tipo di
sterilita e talora peggiore ai fini del recuperdladertilita, rispetto ai casi in
cui & possibile individuare un preciso fattore edeis Comunque, tra le
possibili cause di infertilita si indicano esselni@nte | seguenti fattori:

1. Fattore maschile

2. Fattore femminile

« Endometriosi ed endometrite;

Fattore tubarico;

» Stress ossidativo;

* Qualita ovocitaria;

» Etd materna avanzata,
3. Altre cause.
Come detto in precedenza, una possibile soluzienenplti di questi fattoti &
'IVF (in vitro fertilization). Tuttavia, nonostante gli enormi progressi cortipiu
nei cicli di fecondazione in vitro, molte coppiensoancora oggi soggette ad un
elevato numero di insuccessi e il tasso di nasif® I'IVF € ancora poco piu
del 15%[42].
Sebbene le ragioni di cio sono subdole e compldasscarsa qualita degli
embrioni, che & a sua volta condizionata dallasscgualita dei gameti, &
ovviamente un criterio importante.
Abbiamo visto precedentemente che nelle donne inara di ovociti
diminuisce con l'avanzare dell’eta; questo decliwda fertilita femminile in
relazione all’eta rappresenta una condizione dfestilita piuttosto rilevante

dal momento che le donne vengono definite in “agtmeta riproduttiva” gia
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dopo i 35 anni a causa del dimezzamento della pitifdadi gravidanza. La
fertilita della donna comincia infatti a ridursi g i 30 anni e decresce
rapidamente soprattutto tra i 37 e i 40 anni, as&adella progressiva
diminuzione del numero di ovociti presenti pelol [43], sebbene si pensi che
anche la riduzione della qualita dell’ovocita eleekllule follicolari, associata
ad esempio alla presenza di aneuploidie che cau&umento degli aborti
spontaneigiochi un ruolo importante a riguaré4, 45, 46]

Le osservazioni emerse da alcuni studi testimondgoil principale bersaglio
dell'invecchiamento riproduttivo e rappresentatdl’olocita e dalle cellule
che costituiscono il follicolo ovarico. In partieme € stato messo in evidenza
che la presenza di alterazioni morfologiche e fanali a livello di queste
cellule porta ad un fenotipo sterile. E facile tifammaginare che follicoli
contenenti ovociti e cellule che esibiscano ddlierazioni, risultino ostacolati
nella produzione di gameti competenti per la feeamwhe e lo sviluppo

embrionale.

1.2.1 APOPTOSI

L’apoptosi, o “morte cellulare programmata”, € wmdmeno biologico
critico che consente I'eliminazione fisiologica dellule terminalmente
differenziate, senescenti oppure in condizioni jogiche.
| cambiamenti strutturali e molecolari tipici detiellule che vanno incontro ad
apoptosi consentono di distinguere questo tipo alitencellulare dalla necrosi.
Mentre quest’ultima coinvolge un gruppo di cellulehe muore

contemporaneamentgl7], I'apoptosi interessa sempre una singola cellula

-31-



Introduzione

circondata da altre che continuano a vivdd8] e porta al graduale
disfacimento della cellula attraverso la ritraziategli pseudopodi, riduzione
del volume cellulare pyknosi¥ dovuta alla condensazione del citoplasma,
condensazione della cromatina, frammentazione delea karyorhexis3,
nessuna o minime modificazioni degli organelli plasmatici,blebbingdella
membrana plasmatica (evaginazioni della membrarea adnferiscono alla
cellula un aspetto a bolle) ed il mantenimento’itdédigrita di quest’ultima sino
agli ultimi stadi del processo. Lo stadio finaleas#éa frammentazione della
cellula nei cosiddettcorpi apoptotici, preceduta dall’esposizione sulla faccia
esterna della membrana plasmatica della fosfagidiila, un segnale necessario
affinché avvenga la fagocitosi dei corpi apoptotda parte di cellule
specializzate Kig. 18 [49, 50 51] Il risultato finale sara un'eliminazione
pulita, senza alcuna alterazione dell'architetsiratturale del tessuto e senza

I'innesco di un processo inflammatorio (carattérstella necrosi).

Mudeus Fagmented;
Chrommatn condensss, DIk Taddening,” Apcptoe Phagooytic
shrinkiage of cytopiasm bitebkang, sl fragmerdalon By all

C\N\_/’ T

Figura 18: tipici cambiamenti morfologici di una cellula cha incontro ad apoptosi.
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Alla base dello sviluppo e della sopravvivenza deglanismi pluricellulari,
I'apoptosi svolge un ruolo tanto essenziale quagiicstessi meccanismi di
proliferazione e crescita cellulare. Essa infatteiviene in diverse fasi dello
sviluppo embrionale per consentire I'eliminazionecéellule soprannumerarie,
cosi come mantiene lI'omeostasi cellulare nei tessdalti. Si tratta di un
processo fisiologico finemente controllato deetwork complesse la cui
alterazione puo portare all'insorgenza di patolagiali malattie autoimmuni,
neurodegenerative o candi&®]. Durante lo sviluppo, le cellule sono prodotte
in eccesso. Strutture specifici di ogni organo spnadotti dalla ablazione
selettiva di alcune cellule per apoptosi. Il numdrccellule in un organo é
quindi finemente controllato da un equilibrio trelale proliferazione e morte
cellulare. L'esempio classico € la morfogenesieddia che comporta la morte
per apoptosi delle cellule negli spazi inter-dilgiturante I'embriogenesi. Allo
stesso modo, il sistema nervoso in via di svilugispone di un grande eccesso
di neuroni, oltre la meta dei quali saranno elirtiipeer apoptosi al fine di
stabilire un corretto collegamento tra le reti rdurl.o sviluppo del sistema
riproduttivo non fa eccezione: per esempio i cotidotulleriani che si
sviluppano nell'utero, le tube di Falloppio e lagies sono inizialmente
presenti sia nel feto di sesso maschile sia ne fittsesso femminile, ma
vengono persi nel maschio attraverso l'apog&gii

A causa della sua rilevanza in campo biomedicaltasli estrema importanza
comprendere i meccanismi molecolari alla base af@dptosi, ed € in questa
prospettiva che il nostro gruppo si € occupato asspto di caratterizzare in

maniera dettagliata le Omiche del Macchinario Aptpb (MA) in Homo
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Sapiend4]. Il classico fenotipo morfologico dell’apoptosisteitto sopra € il
risultato finale di una complessa cascata di evantecolari ben caratterizzati.
In generale le cellule vanno incontro ad apoptdsiaeerso duepathways
principali: quella intrinseca (detta anche “viamitocondriale”) e quella

estrinseca(o “via dei recettori di morte”)Hig. 19.

Extrinsic Apoptotic Pathway

FasL

Fas

Intrinsic Apoptotic Pathway

4
FADD
: I

— Pro-caspase 8
only g
proteins e

e

SMAG/Diablo v

h s

I E c-FLLIPs

i

Bax/Bak |

c-FLIP,
Caspase 8

OMIHIAZ oo cacnoce 0

. Apaf-1 Chromatin degradation

O 0 oD

I Apoptosome n DED
IAPs ”’

Saspss v/- Pro-caspase 3

' Caspase 3

Figura 19: pathwaysmolecolari dell’apoptosi.

Sono stati identificati specifici geni che codificaproteine responsabili della

regolazione di tale processo, che possono esseigiveae in due classi a
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seconda della funzione svolta: quelle che ritardaimobiscono I'apoptosi [e.g.
B-cell CLL/lymphoma 2BCL2), BCL2-like 1(BCL2L1)] e quelle che la
inducono [e.g. caspasiBCL2-associated X protein(BAX), BCL2-
antagonist/killer 1(BAK1), BH3 interacting domain death agoni§BID)]
[49]. | meccanismi molecolari dell’apoptosi convergomoincipalmente
nell’attivazione dellecaspasj una famiglia di proteasi cisteina—dipendenti in
grado di propagare il segnale di morte attraveastellula, mediante il taglio di
proteine chiave nei processi cellulgb4]. Durante lo stadio fisiologico
normale della cellula, le caspasi vengono sintatzzome pro-enzimi inattivi,
che possono rapidamente essere attivati da uro tagtoproteolitico o da un
taglio da parte di altre caspasi. Sono stati ifieati e caratterizzati diversi
membri della famiglia delle caspasi, sette dellaliqin grado di mediare

I'apoptosi (Tabella 1).
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Name of caspase Other Tetrapeptide  Funetion Siee of Pro<domain Adaptor
nAmes preference pro-domain molecule profein

Caspases important for execution and signalling events of apoptosis

Caspase-2 ICH-l/mNedd? DEHDY Initiater Long CARD RAIDD
YDVAD

Caspasc-§ MACHFLICE! LETDAETD  Initiator Long DED FADD
Mch3

Caspasc-9 ICE-LAPS LEMD Initiator  Long CARD Apaf-|
Mchb

Caspase-10 Mchd, FLICEZ 112D Initiator  Long DED FADD

Caspase-3 CPP32/ DMOQDY Effectr  Shart Mone
Apopain/Yarna  DEVD

Caspasc.t Mch2 VEIDAVEHD  Effector Shont None

Caspase-7 Mch3/ACE- DEVD Effector  Short None

LAPICMIT-]
Caspases involved in control of inflammation

Caspase-1 ICE: WENDY Long CARD
YEVD
Caspase—4 TRACH-2/ LEVIV(WIL) Long CARD
ICEggg -T1 END

Caspase-5 TY/ACEge- 1l (WALIEHD Long

maspase-11 ICH-3 Long

mCaspase-12 Long

Caspase-13 ERICE Long

mCaspase- 14 MICE Shorn None

Tabella 1: famiglia delle caspasi.

Il termine apoptosi comunque é stato coniato da Kegli anni '70 del secolo
scorso[55, 56] anche se, in effetti, gia nel 1885 Walther Flengrosservo su
campioni di ovario di coniglio segni di degeneramocellulare che oggi
associamo al fenomeno dell’'apoptfEi].

La morte cellulare programmata € un evento cheesfisa continuamente
nelle ovaie durante tutto il periodo di vita fetat@onatale @ostneonatale e
coinvolge il 99% delle cellule della linea germmdemminile. Per molti
aspetti le cellule germinali femminili possono eésseonsiderate come granelli
di sabbia all'interno di una clessidra, in cuidntinuo passaggio degli ovociti
al di fuori del pool presente al momento della nascita, funziona come u

“orologio biologico femminile” Fig. 20). L'esaurimento di questa riserva
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ovocitaria, infatti, porta irreversibilmente ed wtabilmente all'infertilita ed

alla senescenza ovarica, che nelle donne é defmgaopausa. Dunque
comprendere come e perché il corpo femminile cnenumero cosi elevato di
cellule germinali, solo per eliminarle, e tassatiMumerosi studi sull’apoptosi
del gamete femminile, condotti in organismi inferied in topi geneticamente
modificati (manipolati in modo che non codifichite proteine che regolano
I'apoptosi) hanno consentito di effettuare nuowaegi e di studiare in maniera

approfondita i meccanismi alla base di tale prazess

Prenatal Attrition

Postnatal Atresia
Pathologic Insults

Figura 20: analogia tra la perdita degli ovociti attraverso@tpsi ed il passaggio dei granelli
di sabbia in una clessidra per definire I'orologiologico femminile. Possiamo considerare
che ogni granello del serbatoio superiore sia wcib& sano: cosi come il passaggio di tutti i
granelli di sabbia dalla parte superiore a queifariore indica che & trascorso un determinato
periodo di tempo, la velocita con cui gli ovociting passano irreversibilmente a far parte del
pool apoptotico per diverse caugmk rosso) stabilisce per quanto tempo funzioneralagio
biologico femminile. Questo evento & controllatananiera accurata da una serie di molecole
che fanno parte di un programma di morte cellusautivamente conservatbqxverde).

L'obiettivo principale di ogni ciclo riproduttivoeimminile € quello di produrre
ovociti competenti per la fecondazione e lo svilmmll’embrione ed inoltre
di preparare gli organi accessori (ovidutto eda)ted affrontare la gestazione

e la nascita di un nuovo individuo. L’ovocita soelper intraprendere

-37-



Introduzione

I'ovulazione e la potenziale fecondazione dovraoaffare vari competitori che
incontrera lungo il suo cammino e sopravvivere ellgohe possiamo definire
diversi meccanismi di selezione. Sono state avartzatipotesi per spiegare le
basi dell'apoptosi delle cellule della linea geraienfemminile: (1) morte per
“negligenza” fleath by neglekt(2) morte per “imperfezionetleath by defegt
e (3) morte “altruistica”death by self-sacrifige

La competizione che si stabilisce tra le cellulgiasenza di limitate quantita
di fattori di crescita € una condizione che sengwagere un ruolo chiave in
alcune fasi dell’organogenesi, ad esempio duramt®rimazione del sistema
nervoso [58]. Le cellule che ricevono un sostentamento insefiie dal

microambiente che le circonda, infatti, vanno irtcoad apoptosiKig. 21).

Survival

Death by neglect

Figura 21: l'apoptosi € inibita dalla presenza di fattori descita che agiscono legandosi a
recettori localizzati sulla superficie delle ceflujerminali; tuttavia, se la loro disponibilita &
limitata, i segnali intracellulari di sopravvivenzaon reprimono piu l'apoptosi e di
conseguenza si innesca la morte per carenza dineuto.
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Studi condotti su topi mutanti, in cui la deleziated geni che codificano per i
fattori di sopravvivenza delle cellule germinaligestem cell factor(SCF)]
portava ad una fallimento nel processo di gametegjehanno provato che la
morte per “negligenza” puo interessare anche leileetlella linea germinale.
Inoltre € stato dimostrato sperimentalmente chéuleeldi ovario murine
coltivate in assenza di siero o citochine portavadouna rapida induzione
dell'apoptosi nelle cellule germinali; questo ewemioteva essere vanificato
aggiungendo fattori di sopravvivenza esogeni nekzawoedi coltura[59].
Tuttavia, nonostante le numerose evidenze sperateiguardo questa prima
ipotesi, ancora non si sa con certezza se, effetinte, questo sia un
meccanismo di morte normalmente messo in attoarsbalell’oogenesi.
Un’altra teoria avanzata per spiegare perché casietcellule germinali
vengono perse durante lo sviluppo dell’'ovario suigge che I'apoptosi si
verifichi per eliminare gli ovociti che mostranocanalie cromosomiche=(g.
22). L'idea e che ci sia una sorta di controllo dialipa, un meccanismo in
grado di identificare e rimuovere gli ovociti impetti e conservare invece

guelli competenti ed adatti alla formazione deli¢oli primordiali.
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Successiul meictic
recombination and armsst

Failed meictic
recombxination and artsst

= =

Creath by defect

Figura 22: gli ovociti che completano con successo il procesicombinazione meiotica si
arrestano in profase | e vengono utilizzati pefolmazione dei follicoli primordiali; nel caso
in cui questastepfallisca i gameti andranno incontro ad apoptosi.

Secondo la terza ipotesi, 'apoptosi massiva chersiica nell’ovario nel corso
delloogenesi potrebbe essere dovuta ad un compert® altruistico da parte
delle cellule che circondano l'oocita. Evidenzerspentali hanno mostrato
che, durante le fasi iniziali delloogenesi in mdlivertebrati, gli ovociti
vengono circondati da cellule nutrici e restanonessi ad esse grazie alla
presenza di ponti citoplasmatici, formando le cdstte cisti germinali [20,

60, 61, 62](Fig. 23.
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e
e 2N 35
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Figura 23: cisti germinali formate dalle cellule nutrici (iniafjo) che trasportano
macromolecole (frecce) all'interno di una cellulerminale che si differenziera in oocita (in
verde).

Nelle cisti germinali, le cellule nutrici traspanamacromolecole all'interno di
una cellula germinale affine (probabilmente perrdowre gli eventi meiotici e
di sviluppo) il cui destino e quello di differenssa in oocita.
Contemporaneamente alla formazione del follicola, disti si disgrega
attraverso un meccanismo che prevede I'apoptok dellule nutrici, le quali
quindi compiono una sorta di sacrificio morendo antaggio del gamete.
Sebbene non ci siano evidenze dirette del contriblutqueste cellule come
negli Invertebrati, nei Vertebrati inferiori sontas identificati simili clusters
di cellule che vanno incontro ad apoptosi ma iltidesed il ruolo di queste
cisti germinali resta ancora poco chiaf63, 64] Alla luce di queste
osservazioni bisogna comprendere il vero ruolo eddisti germinali nei
Mammiferi. Forse il trasferimento di nutrienti daltellule nutrici potrebbe
essere necessario per assicurare che l'oocitaaiysada quando si distacca
fisicamente da esse fino al momento in cui vienevamente circondato dalle

cellule della granulosa durante la formazione diicblo primordiale[61].
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Nonostante le proposte emerse dai numerosi studi coenprendere |
meccanismi dell’apoptosi nelle cellule germinatl,&gi hon sappiamo ancora
perché le donne producano un numero cosi elevatalidiellule durante la
gametogenesi, visto che i due terzi o piu verrgmersi prima della nascita in
seguito ad apoptosi. Ed ancora ci si chiede pellcBB% degli ovociti che
sopravvivono a questa prima fase muoiono successivee durante il periodo
di vita postnatale. La risposta sta probabilmente, almeno anep nella
supposizione che gli ovociti creati non siano tuwiguali. In questo modo,
'apoptosi pud essere vista in un contesto analagquello della teoria
darwiniana dell’evoluzione, la quale proclamavaslapravvivenza del piu
adatto[65]. Pertanto, soprattutto nelle specie come la nastreui ad ogni
ciclo viene ovulato un singolo ovocita, I'eliminarie tramite apoptosi dei
gameti che presumibilmente sono di qualita inferipotrebbe massimizzare le
probabilita di un successo riproduttivo.

Alla luce di questi studi possiamo pensare cheopapsi degli ovociti e delle
cellule somatiche agisca come meccanismo di selezia i follicoli destinati
ad andare incontro ad atresia e quelli che resterdisponibili per il processo
di ovulazione, in modo da garantire che solo gb@tr migliori vengano messi

a disposizione per I'eventuale fecondazione.

1.3 MACCHINARI MOLECOLARI
L’Apoptosi proprio per la sua complessita e definitinsieme
all’Apparato Generale di Trascrizione, aracchinario molecolare Dove per

macchinario molecolare si intende un complesso imeitco, discreto e
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definibile, responsabile di particolari fenomenblbgici. Questi complessi
interagiscono gli uni con gli altri, nello spazimel tempo, legandosi a regioni
comuni o distinte di DNA, per creare una networkirtterazioni proteina-
proteina e proteina—DNA, permettendo in questo madouno specifico
sistema di funzionare.

Questo intricato sistema, che richiede l'interaeiaii molte proteine con il
DNA genomico mediante determinati processi cellulgwali trascrizione,
processamento dellmRNA, replicazione del DNA, ndonazione,
riparazione e morte cellulare, e reso ancor piuptesso dalla necessita di un
controllo molto accurato al fine di assicurare gogaetta crescita cellulare e un
corretto differenziamentf®].

Questi macchinari sono di fondamentale importamzauanto quasi tutti i
fenomeni biologici, dal normale sviluppo e diffezamento cellulare,
all'anomalo comportamento delle cellule cancerasg@rocessi della memoria
e dell’apprendimento, necessitano del loro corretb@ionamento.

Proprio per la complessita di questi macchinarpws facilmente intuire che
non si puo concentrare l'attenzione solo sul funaioento dei singoli geni o
delle singole proteine, in quanto questi quasi M@zionano in maniera
solitaria. Ecco come alla biologia tradizionale pseferisce la biologia dei
sistemi per cercare di spiegare le proprieta etbihportamento dei sistemi
biologici complessi come i macchinari molecolari.

Nonostante svariati studi sulla funzione di ognigsio gene o di ogni singola
proteina abbiano portato alla scoperta di numemascipi biologici, c'é ancora

molto da scoprire sullApparato Generale di Tragonie e il Macchinario
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Apoptotico che stanno alla base, rispettivamengdia ctrescita e della morte
cellulare, a livello del gamete femminile. Propper il ruolo fondamentale

svolto da questi intricati sistemi, il loro studisulta di estrema importanza.

1.3.1 APPARATO GENERALE DI TRASCRIZIONE

Un altro macchinario molto studiato in tutte le ueati € I'’Apparato
Generale di Trascrizione. Questo grande complessacramolecolare,
costituito da piu di un centinaio di proteine (icatie in modo generico come
General Trascription Factgr GTF) che cooperano nellassemblare il
Complesso di Preinizio (PIC) a livello del promaodi un gene, € |l

protagonista del processo di regolazione dell’esgiome genicgs6].

L’inizio della trascrizione, infatti, rappresentd punto di controllo piu
importante e regolato delfgathwaysche connettono il genotipo al fenotipo.
Esso e controllato da proteine che agiscontsans chiamateTranscription
Factor (TF), che si legano su siti di regolaziotis-agenti nel DNA, il tutto
coordinato da alcuni enzimi chiave quali le RNAipwrasi che, nel caso
degli Eucarioti, sono 3 (RNA-pol I, IlI, Ill) e prieslono all’'espressione di

altrettanto differenti classi geniche (classe,l|ll). [67]

Per tutti questi fattori vale la regola del “ne@@ss ma non sufficiente”;
tuttavia, da questa moltitudine si distingue TAT@xBinding Protein (TBP)
che e presente nei complesSil, TFIID e TFIIIB e interviene nella

trascrizione dei geni di I, 1l e Il class&8]

Un tipico promotore eucariotico dei geni di classeomprende uncore

fondamentale per la determinazione del punto diianidella trascrizione
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identificato dai GTF, e alcune sequenze regolatcmntrollate da fattori gene-
specifici, da cudipendono I'efficienza e la specificita della trasone [69].

Gli elementi costitutivi detore indicati come necessari e sufficienti per un
mantenimento dei livelli basali di trascrizione,neorappresentati da una
sequenza Iniziatore (Inr) e dal TATA-BOX (STATAAWR/
TTATA(A/T)A(A/T)), compreso in una regione che va da —10 a —30. Unico
elemento a monte che ha una posizione relativanfissgerispetto al punto di
inizio e che é presente in tutti @ucarioti, il TATA-box agisce similmente ad
un promotore diE. coli nel posizionare la Polimerasi Il per l'inizio dell
trascrizione. Le sequenze regolatrici, presentiumero variabile di copie per
promotore, sono il CAAT-BOX (RRCAATS), centratoanho a —75, e il GC-

BOX (GGGCGGG), centrato intorno a —3&d. 24).

Elementi di controllo Promotore
prossimali core

A

2 (e
Inizio della trascrizione

GC box CAAT box TATA box |F Esone 1
DNA —— 7 A \ N A~N—*—
___GGGCGG  GCCCAATCT  TATAAA | e
-100 -80 -25 H
(M

Regione 5' non
fradotta (leader)

Figura 24 Struttura tipo di un promotore eucariotico dei gainglasse .

| promotori eucariotici non funzionano necessariat@ala soli: in molti casi
la loro attivita & controllata dalla presenza afihancer/silencerelementi
agenti incis posti a distanza variabile dal promotore e capladunzionare

bidirezionalmente.
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L’accurato inizio della trascrizione, primostep della regolazione
dell’espressione genica, da parte della RNA-psuilgeni che codificano per
le proteine (geni di classe Il) richiede I'assergbia del PIC sulcore-
promoter costituito dal’lRNA-pol Il e da diversi fattori egerali di

trascrizione (TFIIA, -B, -D, -E, -F e -Hp7] (Tabella 2).

Mumber of
Factor subunits Mw (kDa) Function
TBP 1 38 Core promoter recognition (TATA);
TRID <, THIB recruitment
" TAFs 12 15-250 Core promoter recognition (non-TATA elements);

positive and negative regulatory functions

TFIIA 3 12,19, 35 Stabilization of TBP binding: stabilization of
TAF-DNA interactions; anti-repression functions

TFIB i 35 RNA Pol II-TFIIF recruitment; start-site selection
by RNA Pal I

TRIF 2 30,74 Promater targeting of Pol |I; destabilization of
non-specific RNA Pol II-DNA interactions

RNA Pol || 12 10-220 Catalytic functians in RNA synthesis;
recruitment of TRIE

THIE 2 34,57 TFIIH recruitment; modulation of TFIIH helicase,
ATPase and kinase activities; direct
enhancement of promoter melting (?)

TFIH 9 35-89 Promoter melting using helicase activity;
promoter clearance (?) by CTD kinase activity

Tabella 2: Fattori generali di inizio della trascrizione.

La multisubunita TFIID, proteina eteromultimericastituita da TBP (TATA
Box Binding Proteihe da 10-15 TAF (TBRssociated Facto)sdella seconda
classe, gioca un ruolo chiave in questo processartin della sua capacita di
legarsi direttamente agli elementi debre promoter (TATA-box e Inr),

determinando la posizione e I'orientamento del RI2] (Fig. 25).
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Promotore core

A

(e ™}

Sito d'inizio
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La trascrizione inizia

Figura 25: Formazione del complesso di pre-inizio.
(Pol 1) RNA polimerasi; (E) TFIIE; (B) TFIIB; (TAR) TATA box; (A) TFIIA; (D) TFID;
(F) TFIF; (H) TFIH; (3) TFI1J; (TBP) TATA box biding protein.

L’assemblaggio del PIC comporta una serie di pagsagonché un

rimodellamento della cromatina: a livello di un pr@ore contenente un
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TATA-box si comincia con il legame di TFIID, ed il riconasento

dell’elemento TATA é dovuto proprio a THB8] (Fig. 26).

Activators

Trancript Start Site

Figura 26: Struttura del Complesso di Preinizio.

Fattori TFIID contenenti TAF diversi possono ricgnere promotori diversi.
L’esistenza di diversi complessi TFIID é stata gpta ipotizzando che essi
sianocoinvolti nellaregolazione selettiva dell’espressione genica grala

loro capacita di riconoscere in modo differenzialéessuto-specifico i vari

promotori[70] (Fig 27).
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hTFIIDIT
(TAF65-containing TAF9-lacking)

Complete hTFIID TAF10-lacking hTFIID

B-cell and/or ovary-specific hTFIID hTFIID involved in
(containing TAF4b) spermatogenesis
(containing TAF1L and TAF7L)

Figura 27. Rappresentazione dei vari complessi contenenti TAF.

Cio serve a spiegare I'impiego TBP su ogni classe di promotori eucariotici:
SL1 e TFIIIB possono essere visti come fattori costpda TBP insieme con

un particolare gruppo di TAF.

Solo nelle cellule in cui sono presenti tutti qudattori pudo avvenire la
trascrizione di un determinato gene. Alteraziorghendi una singola subunita

del macchinario possono compromettere I'utilitasistema.
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MATERIALI E METODI

ANALISI DI TFIID

In questo lavoro abbiamo caratterizzato, mediaftdPRR semiquantitativa,

le diverse sub unita del TFIID nel singolo ovodadit@ano in condizioni non

patologiche e abbiamo ricercato le differenze gressione rispetto a tessuti
controllo.

Per la realizzazione di questo lavoro, pubblicagb 2008 suRBMonline

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18765004abbiamo seguito alcuni

stepfondamentali che sono di seguito riportati.

2.1 RICERCA DI SEQUENZE DEI GENI TAF E DISEGNO
DEI PRIMERS

Le sequenze dei geni che codificano per i TAF,eim& alle informazioni
riguardanti le differenti varianti di trascritto le isoforme proteiche, sono
disponibili suEntrez Gene di NCBI (National Centre for Biotechnology

Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?dbnge (Fig.

28) databaseche annota le informazioni relative a tutti i gesu genomi
completi sia di procarioti che di eucarioti. Quedtdabasepermette di trovare
informazioni riguardanti tutti i geni noti, riferdnsi anche a quelli identificati

attraverso analisn silico e di recente scoperta.

-50 -



Materiali e Metodi

Entrez Gene ==

NC_000023,3

[ 70502839 b [ ToGe1025
5 13
WA_004E0E 2 WP 004597 dgofarm 1 CCOSI4412.1

WP_&20278 isofarm 2

HH_135%23.1
B - coding realon B - untranslated realon

Figura 28: Home page di GENE

La Tabella 3 mostra i differenti mRNA analizzati, la loro posine
cromosomica, il relativoAccessionNumber e una piccola descrizione di

ognuno.
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. Chromosome . . -
Name Alias Position Isoform Name | Accession Number Transcript Variants and Protein Isoforms
TAFi-1 HM_004606 Thl_s variant (1) represents the_longer
transcript and encodes the longer isoform (1),
LE A el Xq13.41 This variant {2} uses an alternate in-frame
TAFi-2 HM_138923 splice sn_e. compared to variant 1._result|ng ina
shorter isoform (2) that lacks an internal 21 aa
segment, compared to isoform 1
TAFIL 250like Ip21.1 HM_153809
TAF2 150 3q24.12 HM_003184
TAF3 140 10p15.1 XM_291729
TAF4 135 20q13.33 HM_003185
TAF4B 105 18q11.2 XM_290809
TAF5 100 10g24-10q25.2 HM_006951
N o P -
TAFSL-b HM 001025247 Varlal_\t {2) The n_asultlng isoform (I}_} contains a
- distinet H-terminus, compared to isoform a.
TAF5L PAF65h 104213 - -
TAF5L-a HM_014409 Thl_s variant (1) represents the _shorter
transcript, but encodes the longer isoform (a).
TAF6-alfa 1M_005641 This variant {1} encodes the longest isoform
{alpha).
This variant {3) is missing a region of nts found
in the 5" UTR of transcript variant 1, and also
TAF6-gamma HM_139122 usq_es an al_ternate in-frame spll_ce s!te !n the 3
coding region. Isoform gamma is missing 10 aa
in the C-terminal portion of the protein
compared to isoform alpha.
TAF6 80 Tq2241 This variant {4} encodes the isoform that
participates in apoptosis signalling. Variant 4is
TAF6-delta HM_139123 missing a region of nts _foun(l nthe 5" UTR of
variant 1. Isoform delta is missing 10 aa near
the H-terminal end of the protein, compared to
isoform alpha.
This variant {2), which also encodes the
TAF6-alfa HM_139315 isoform alpha, is missing a region of nts found
inthe 5" UTR of variant 1.
TAF6L PAF65a 1q12.3 HM_006473
TAFT 55 5q31 HM_005642
TAFTL 50 Xq22.1 HM_024885
TAF8(TBH) 3 6p21.1 HM_138572
This variant {1} encodes the longest isoform
TAF9-a HM_003187 {a}, also known as TBP-associated factor 9.
Variants 1 and 4 encode the same isoform (a).
This variant {2} shares two exons with variant 1
but uses an upstream ATG that produces a
TAF9-b HM_016283 _(Irﬁerem CDS_ an_(l. therefore, encodes a
different protein {(isoform b). Isoform b has
heen alternatively referred to as adrenal gland
TAF9 323 5e11.2-5q13.1 CICUNE LA
This variant {3} differs in the 5" UTR and 3" UTR
and has multiple coding region differences,
TAF3-¢ HM_001015891 comparad to variant 1. Variant 3 encodes
isoform ¢. Variant 3 and variant 2 differ only in
their H-terminal exon.
This variant {4} differs in the 5" UTR compared
TAF9-a HM_001015892 to_ wariant 1. Variants 1 and 4 encode the_same
isoform {a}, also known as TBP-associated
factor 9.
TAFSB L Xag13.4-Xg21.1 HM_015975
TAF10 30 11p15.3 HM_006284
TAF11 28 Gp21.31 HM_005643
TAF12 20-15 1p35.3 HM_005644
TAF13 18 1p13.3 HM_005645
TAF15-1 HM_139215 This variant {1) encodes the longer protein
TAF15 63 1Tq11.1-g11.2 This variant {2} uses an alternate in-frame
TAF15-2 HM_003487 splice site, compared to variant 1, that results
in a shorter protein {isoform 2).

Tabella 3: TATA box-binding protein associated facto(TAFII).
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Per il disegno di coppie girimersisoforma-specifici dei geni che codificano

per i TAFs, i differenti mRNA sono stati allineatton ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.himl programma che permette
I'allineamento multiplo di sequenze nucleotidichproteiche, e quando e stato
possibile la stessa coppia jglimers e in grado di discriminare le differenti
varianti di trascritto e lesoforme proteiche per uno specifico geRig(29). In
particolare le coppie dprimers per i TAFs, sono state disegnate col

programmadmiga 2 (Oxford Molecular, Oxford, UK).

TAF1-1 ACAGAAGATGCTGT GGACTATT CAGACAT CAATGAGGT GGCAGAAGATGAAAGCCGAAGA 420
TAF1- 2 ACAGAAGATGCTGT GGACTATTCAGACAT CAATGAGGT GGCAGAAGATGAAAGCCGAAGA 420
TAF1-1 TACCAGCAGACGAT GGGGAGCT TGCAGCCCCT TTGCCACTCAGATTATGATGAAGATGAC 480
TAF1- 2 TACCAGCAGACGAT GGGGAGCT TGCAGCCCCTTTGOCACTCAGATTATGATGAAGATGAC 480
TAF1-1 TATGATGCTGATTGT GAAGACATTGATTGCAAGT TGATGCCT CCTCCACCTCCACCCCCG 540
TAF1-2 TATGATGCTGATTGT GAAGACATTGATTGCAAGT TGATGCCT CCTCCACCTCCACCCCCG 540
IR R R E R RS E S EEEEEEEEE SRR EEEEEEEEREREREEEEEEREEEREEEEEEEESEERESESESESE]
TAF1-1 GGACCAATGAAGAAGGATAAGGACCAGGATTCTATTACTGGTGTGTCTGAAAATGGAGAA 600
TAF1- 2 GGACCAATGAAGAAGGATAAGGACCAGGATTCTATTACTGGTG: - - - < - - = =< = == =< = - 583
TAF1- 1 GGCATCATCTTGOCCTCCATCATTGCCCCTTCCT CTTTGGCCTCAGAGAAAGTGGACTTC 660
TAFL-2 i AGAAAGTGGACTTC 597
khkkkkkkkkkkkkk
TAF1-1 AGTAGTTCCT CTGACT CAGAAT CTGAGAT GGGACCT CAGGAAGCAACACAGGCAGAATCT 720
TAF1-2 AGTAGTTCCT CTGACT CAGAAT CTGAGAT GGGACCT CAGGAAGCAACACAGGCAGAATCT 657
TAF1-1 GAAGAT GGAAAGCT GACCCTTCCATT GBCT GGGATTATGCAGCATGATGCCACCAAGCTG 780
TAF1- 2 GAAGAT GGAAAGCT GACCCTTCCATT GGCT GGGATTATGCAGCATGATGCCACCAAGCTG 717
TAF1-1 TTGCCAAGT GTCACAGAACT TTTTCCAGAATTTCGACCTGGAAAGGTGTTACGTTTTCTA 840
TAF1-2 TTGCCAAGTGTCACAGAACT TTTTCCAGAATTTCGACCTGGAAAGGTGTTACGTTTTCTA 777
IR R R E R RS RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREREEEREEEREEEREEEEEEEESEERESESESESE]
TAF1-1 CGTCTTTTTGGACCAGGGAAGAAT GTCCCATCTGT TTGGCGGAGT GCTCGGAGAAAGAGG 900
TAF1-2 CGTCTTTTTGGACCAGGGAAGAAT GT CCCATCTGT TTGGCGGAGT GCTCGGAGAAAGAGG 837
TAF1-1 AAGAAGAAGCACOGT GAGCT GATACAGGAAGAGCAGAT CCAGGAGGT GGAGTGCTCAGTA 960
TAF1-2 AAGAAGAAGCACCGT GAGCT GATACAGGAAGAGCAGAT CCAGGAGGTGGAGTGCTCAGTA 897
TAF1-1 GAATCAGAAGT CAGCCAGAAGT CTTT GTGGAACTACGACTACGCT CCACCACCACCTCCA 1020
TAF1-2 GAAT CAGAAGT CAGCCAGAAGT CTTT GTGGAACT ACGACTACGCT CCACCACCACCTCCA 957

L R R

Figura 29: Allineamento di mMRNA con ClustalW grimes(evidenziati in giallo) utilizzati per
'amplificazione di TAF1-1 e TAF1-2. primers amplificano un frammento di 466 bp per
TAF1-1 ed un frammento di 403 per TAF1-2.
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Le sequenze dgrimerse le condizioni di PCR per i TAF sono mostratdanel
Tabella 4. Per evitare I'amplificazione di DNA presente nahgione (quando
qguesto non subisce il trattamento con DNagyyimerssono stati disegnati per

riconoscere due differenti esoni dello stesso gene.

Gene Isoforms Primers cDNA PCR conditions

5CCCGAAACGCCGAATATAATCCT _ _
- (94 : 290 12 -T2 5
TBP B CACACCCTGCAACTCAACATCCS 583bp 94°C 3 ming (94°C 60 seci60°C 90 sec:T2°C 120 sec)31x; T2°C 10 ming

5GGAGCAACAAGTGAAGAAGAAGCS' , ,
TBPL1 3091 94°C A min; (94°C 60 sec;55°C 90 seciT2°C 120 sec)3x; 72°C 10 min;
FTTCCACAGCAGTAGCAACAGCY L i S St ser)3tx e

SCATAACTCCCATGACACCAATGACCS . .
2 - (94 : 72°C 12 e 2
TBPL2 R ARCACRAC e = = 500bp 94°C 4min; (94°C 60 sec;60°C 90 seciT2°C 120 sec)d1x; T2°C 10 min;

TAF1-1 466 bp
5" GAGGTGGCAGAAGATGAAAGCT'
STCCCTGGTCCAAAAAGACGY
TAF1 TAF1-2 403 bp
94°C A min; (94°C 60 see;55°C 90 sec:T2°C 120 sec)29x; T72°C 10 min;
TAF1-1 298 bp

SAGCCTGGACCCAATGACCSY

5'CATCACTCCCAGCATCTTCCY
TAFIL TAFIL 385 bp

S CCTGGAACTCAGAAATACGTGGY _ _
3 - (94 : .73°C 12 305 T 5
TAF2 5 AACATCTCTCTCATAGCGGAGEY HM5hp 94°C A min; (94°C 60 sec;50°C 90 sec:T2°C 120 sec)29x; 72°C 10 min;

S'GACTCACATTCCCCAAACACCY _ _
2 s (04 : 7990 12 305 T 5
TAF3 5'CGTGCAATCACAGCATCGS 2Mibp 94°C A min; (94°C 60 sec;50°C 90 sec:T2°C 120 sec)29x; 72°C 10 min;

SGTGTCTCAGGCCCAGACAACGY _ _
1 - (04 : 7990 12 30x: T2 5
TAF4 BCCATCCAGTAAATTCTGCACGAGET 311bp 94°C 4 ming (94°C 60 see:57°C 90 sec;T2°C 120 sec)29x; T2°C 10 min;

5CAAGACAAATGGGGATAGATTGTGCY , ,
TAFaB 2681 94°C A min; (94°C 60 sec;56°C 90 seciT2°C 120 sec)29x; 72°C 10 min;
STTCCACCTCTTCCCCTCTTGG3 L i S St ser)29x e

FGGTCGGTAACACCCAAAAAGCY = =
2 - (94 " T 2 P9y T2 -
TAF5 5 CCCTTGTGTCCAGTGAAGATCCT 520bp 94C dmin; (94°C 60 $e¢:59°C 90 sec;T2°C 120 sech29x: 72°C 10 min:

TAF5L.a SGACAGCTCAGGGTTGCTCTCY 1940p
5 TACGTCCGATCAAATGACCAT
TAF5SL 94°C A min; (94°C 60 sec;50°C 90 sec:T2°C 120 sec)29x; 72°C 10 min;
TAFSL-b SACACCCAGCAATTCCACTTCY 1390p
STCCACTGCATGCACACACTAY :

TAF6-alfa 350 bp
SACGACCCCCTCTTGTAAACCY

5"GCGGAAAGGAATGAACTCCS
TAFG-delta 350 bp

TAFG 94°C 4 min; (94°C 60 sec;54°C 60 sec:T2°C 120 sec)34 T2°C 10w

TAFé-alfa 293 bp
SATTGACCGGATTGGAGCAGACCT

5GAGCCAGGAACCTTCAGCAAGCS”

TAF6-gamma 263 bp
S AGGTGACTCGTGCTGTGCTAGGY _ _
- 4 » T2 2 20y: T2 H
TAF6L SCAGAAGATGTGGCTGAGCAGGS 340bp 94°C A min; (94°C 60 see;55°C 90 sec:T2°C 120 sec)29x; T72°C 10 min;
TAFT Ll 1o BT, W R ) 3M4bp 94°C 3 ming (94°C 60 see:55°C 90 seciT2°C 120 sec)29%; 72°C 10 min;

5'CAATGCCAAGTCCCAACCS

SACCTTTCTCCAGAAGAACCAGCT , ,
TAFIL w3t 94°C A min; (94°C 60 sec;50°C 90 seciT2°C 120 sec)3x; 72°C 10 min;
STCCTCATCCTCATCCTCATCCY L i S St ser)3tx e

SAGTTCCCTGATCCCCACACCY = =
2 - (94 " T 2 P9y T2 -
TAF8 STGTCTGTCTGTTCATCCTGETOE 296bp 94C dmin; (94°C 60 $ec:57°C 90 sec;T2°C 120 sec)29x: 72°C 10 min:

S'CTTCCGAACATCCTGCTCACCY _ _
- : (94 : 7250 12 29x: T2 .
TAF3-a 5GCCAATCGCACATCATCTGES 353bp 94°C 4 min; (94°C 60 sec;59°C 60 sec;72°C 120 sec)29x; 72°C 10 min;

TAFY

STGTTGCTTCCGAACATCCY _ _
- 2 ; (94 ; {7290 12 29x; T2 ;
TAF3-b 5 ATGAAACCAGCGTTCAGSS 269bp 94°C 4 ming; (94°C 60 sec;50°C 60 sec;T2°C 120 sec)29x; T2°C 10 min;

S'CCCTTTGCCACTGATTAAGCY _ _
2121 ; : ST2C 12 29x; T2 ;
TAF9B 5CAACTTTATTTGGGCAGACACCS 212bp 94°C 4min; (94°C 60 5e¢;55°C 30 sec;72°C 120 sec)29x; T2°C 10 min;

S'GAGGGGGCCATATCTAACGY _ _
- 4 u T 2 4z T2 i
TAF10 S ATACTCGCTGAGGGLAGES 35Thp 94°C 4 min; (94°C 60 see;55°C 90 sec:T2°C 120 sec)ddn; T2°C 10 min;

S'ACCGACACCGATGGAATCCY _ _
4 - 4 -l T3 2 20%: T2 i
TAF11 SCACTTCTCACACACATCCAGTGES 13Thp 94°C 4 min; (94°C 60 see;53°C 90 sec:T2°C 120 sec)29x; 72°C 10 min;

SGAGCAGTTGGATGAAGATGTGGY _ _
9 1 s (04 : 7990 12 305 T 5
TAF12 S TCAGATGGCAGGGAAAAGGS 481bp 94°C A min; (94°C 60 sec;57°C 90 sec:T2°C 120 sec)29x; 72°C 10 min;

S'GCAGATGAGGAAGAAGACCS' _ _
2 - (04 : 7990 12 30x: T2 5
TAF13 FTATCTTCAACTTGTACTCGACCS 253bp 94°C 4 ming (94°C 60 see:54°C 90 sec;T2°C 120 sec)29x; T2°C 10 min;

TAF15-1 361bp
S CGCCTGGCTTTCGTATTICGY

in: (94 : 720 12 30y: T2 o
TAF15 FACCTTGGCTTCCTGATGATTCEY 94°C 4 min; (94°C 60 see;59°C 90 sec:T2°C 120 sec)29x; 72°C 10 min;
TAF15-2 352bp

Tabella 4: condizioni di PCR per i TAFs.
* condizioni di PCR piu stringenti.
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| primers cosi disegnati sono stati testati utilizzando wvogpamma di PCR

elettronica lattp://genome.ewha.ac.kr/ECqgene/

Per la messa a punto delle condizioni sperimertalamplificazione dei
primers sono state utilizzate temperature atinealingdi 5-8 °C inferiori
rispetto alla temperatura dielting Inoltre per singola coppia grimerssono
state messe a punto in modo opportuno le condizibreazione (il tempo di

annealinge il numero dei cicli).

2.2 RACCOLTA DEI CAMPIONI

Le donne coinvolte nel nostro studio, previo cossemformato, sono state
sottoposte ad un’induzione della crescita follicelmultipla (ICFM) in quanto
facenti parte di un programma di fecondaziamevitro, presso il Servizio di
PMA (Procreazione Medicalmente Assistita) detienda Ospedaliera
Cannizzarodi Catania. Il ricorso alla tecnica € dovuto pgadmente a causa
di infertilita maschile in modo da escludere evaiitupatologie, quali
endometriosi 0 ovario policistico, che avrebbertupminficiare i risultati. Da
queste donne sono stati prelevati i follicoli da €stato possibile ottenere gli
ovociti. In particolare, per lo studio del TFIIDorso stati collezionati 200
ovociti da 50 differenti donne. In questo studitaiti sono stati utilizzati 150

ovociti in MII che mostravano ottima morfologia.
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2.2.1 PRELIEVO OVOCITARIO

Il prelievo ovocitario detto anchpick-up € stato effettuato in seguito a
stimolazione ovarica e monitoraggio follicolare tfBue pazienti hanno dato il
loro consenso per I'uso degli ovociti soprannurmierar

La stimolazione ormonale é stata condotta utilideann protocollo classico
che prevede il trattamento con agonisti (triptoradi buserelin) dell’ormone
che rilascia le gonadotropine (GnRH), seguito diamctzione ovarica con
I'ormone follicolo stimolante ricombinante (rFSH)a gonadotropina umana
menopausale (HMG). Entrambi gli ormoni sono statmministrati
(concentrazione sierica di estradiolo <40 ng/l) per numero di giorni
variabile in funzione della risposta individualelldepaziente al fine di
stimolare la crescita di un numero elevato di éolli. La stimolazione é stata
monitorata utilizzando le concentrazioni siericheestradiolo e misurando il
numero ed il diametro dei follicoli tramite ultrasu. L'ovulazione e stata
indotta con 10000 IU di gonadotropina corionica nen@HCG, Gonasi), dopo
che i follicoli hanno raggiunto i 18-20 mm di diatreee la concentrazione di
estradiolo nel siero ha raggiunto 150-200 ng/l. 384-h dopo la
somministrazione di HCG, lliquido follicolare contenente l'ovocita € stato
aspirato mediante un lungo ago che, sotto guidagrafioa per evitare di
danneggiare gli organi circostanti, e stato fathsgare attraverso la parete
vaginale ed indirizzato all'interno di ciascunifmdlo. Il prelievo degli ovociti

e stato effettuato iDay Hospitalcon un‘anestesia localeig. 30)
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Figura 30: Prelievo ovocitario @ick-up

Una volta prelevati e privati delle cellule del aum ooforo, gli ovociti sono
stati incubatati per un breve periodo a 37°C in &%0,. Dopo 2 h, sono
stati trattati con ialuronidasi (Synvitro Hyadaséedicult, Jyllinge-Denmark)
ad una concentrazione finale di 80 IU/ml. Dopo diibazione, per alcuni
secondi, gli ovociti sono stati sciacquati tre gait terreno di coltura (IVF;
VitroLife AB, Kungsbacka, Sweden). In accordo caridgge italiana, é stata
posta particolare attenzione per assicurare ldet@ssenza di cellule della
corona dagli ovociti al fine di poterne scegliere8 imigliori in MIl da
utilizzare per la ICSlifitracytoplasmic sperm injectipnA questo punto per
valutarne la qualita ed individuare tutti i paramstrutturali (zona pellucida,
polar body citoplasma), gli ovociti sono stati osservati aoninvertoscopio
ad ingrandimento 200X. Solo dopo la fine della pohaa di iniezione gli
ovociti in sovrannumero sono stati preparati peandlisi molecolare,
scegliendo quelli con ottima morfologia. | paramatilizzati per la selezione
sono puramente morfologici e comprendono alterazaocarico del reticolo

endoplasmatico liscio (SER), presenza di vacuatioree, forma ovocitaria,
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granulosita e aumento dello spazio perivitellinon& stati cosi classificati in

“good e “bad’ (Fig. 31 [71].

Figura 31: (A) Ovocita maturo in MIl con ottima morfologigdod. (B) Ovocita (Mll)
che mostra larghi vacuoli citoplasmatibiag). (C) Ovocita (MIl) che mostra alterazioni
del reticolo endoplasmatico liscio (RELYa0).

| singoli ovociti sono stati sciacquati in acqua &M-free diverse volte per
rimuovere eventuali tracce proteiche dal terrenoottura; sono stati poi posti
in tubi PCR da 0.2 ml e congelati in azoto liqujpir evitare la degradazione

dei messaggeri.

2.3 PREPARAZIONE DI SINGOLI OVOCITI UMANI

| singoli ovociti, dopo essere stati conservatiazoto liquido, per evitare la
degradazione degli acidi nucleici, sono stati gusti ad un trattamento che
prevede essenzialmente due fabiocktermico e trattamento con DNasi. Tutto
I’'mRNA ricavato dopo questi step e stato sottopastetrotrascrizione (RT). |l
cDNA cosi ottenuto e stato amplificato mediante RIR semiquantitativa,
per verificare la riuscita della reazione, ed iefigli amplimeri sono stati

separati ed analizzati mediante elettroforesi &ioalsu gel di agarosio.
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2.3.1 SHOCK TERMICO

Dopo essere stati conservati in azoto liquido gsinovociti hanno subito uno
shocktermico a 100°C per 1Hg. 32 attraverso una reazione eseguita in un
Thermal CyclefEppendorfin modo da consentire la lisi cellulare ed il sda

del’mRNA da parte delle cellule.

i f ||
Thermal Shock ; -

|
f

1 Qocyte b/ - i BN RNA
100°Cx1° =

Cell Lysis Reverse Transcription

cDNA
- 5 PCR

Reverse Transcriptase

Figura 32: Trattamento del singolo ovocita umano.

2.3.2 TRATTAMENTO CON DNasi

L'mRNA degli ovociti, ricavato in seguito alloshock termico, €& stato
successivamente trattato con 1 pl della diluizidh@0 della DNasi |
Amplification Graa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), precedentemente
preparata e conservata in frigo a -20 °C, vortexalocemente e spinnato; la
DNasi si lascia agire per 15’ mentre i campiortrevano in ghiaccio al fine di
eliminare il DNA contaminante. Trascorsi i 15’ @ngpioni € stato aggiunto 1
ul di EDTA (acido etilendiamminotetraacetico), un agente ctielali ioni

metallici utilizzato per inattivare la DNasi, pairso stati vortexati velocemente
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e spinnati ed infine posti a 65 °C per 10’ inTmermal CyclelEppendorfper

bloccare 'azione del’lEDTA.

2.4 RETROTRASCRIZIONE (RT) DI SINGOLI OVOCITI

UMANI

Il protocollo usato € una modifica di un protocofiabblicato in precedenza
[72].

Gli mRNA provenienti dai singoli ovociti sono stagitrotrascritti in un volume

finale di 20ul usando I'enzim@uperscriptl (Invitrogen S.R.L., Milan, Italy) e

gli esanucleotidirandom come primers secondo il protocollo standaréig.

32):

RNA totale X
Esanucleotidrandom 12.5 nig/u
dNTP mix 500 uM
Buffer 1X
DTT 10 mM
SuperScript'l 200 U

La reazione e stata condotta inTimermal CycleBiometrasecondo i seguenti
steps

Step 1— 42 °C per 50’

Step 2— 72 °C per 15

Da un singolo ovocita sono state effettuate cindjfferenti reazioni di PCR
semiquantitativa utilizzandd?latinum Taqg polymeraséinvitrogen S.R.L.,

Milan, Italy) (Fig. 32.
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2.5 ESTRAZIONE DI RNA DA SANGUE

Il sangue prima di essere trattato conl'izol ha subito un trattamento

preventivo. Il sangue prelevato (5ml ) é stato e#tocall’interno di un falcon
da 50 ml con 100 pl di EDTA 0,5M (anticoaugulant8juccessivamente e
stato centrifugato a 2000 rpm per 10 minuti, in mo@ ottenere tre fasi che
corrispondono al siero (parte piu superficiale)leaicociti (parte centrale) e
agli eritrociti (parte piu bassa). Il siero, cheppeesenta la parte piu
superficiale del surnatante, e stato aspirato da nparte corpuscolare
rimanente sono stati aggiunti 15 ml di cloruro dfaamio in modo da lisare i
globuli rossi. Dopo centrifugazione a 10.000 rpm 3@ min. e stato eliminato

il surnatante e ipelletdi bianchi e stato risospeso direttamente in Tiizaml

di Trizol per ognipellet di cellule) e incubato per 5 minuti a temperatura
ambiente; successivamente € stato aggiunto il €@iomo (0,2 ml di
cloroformio per ogni ml diTrizol) per permettere, dopo centrifugazione a
10.000 rpm per 10 minuti a 4°C, la formazione dag: una organica ed una
acquosa contenente il nostro RNA. Quest’ultima fastata prelevata, posta
in unaeppendorda 1,5 ml e ad essa e stato aggiunto I'lsopropai@eb ml di
isopropanolo per ogni ml dirizol); dopo un ulteriorestepdi centrifugazione,
con le medesime condizioni precedentemente udaseynatante ottenuto é
stato eliminato ed ipellet costituito dal’/RNA precipitato, e stato lavatorc
Etanolo al 75%. Effettuata I'ultima centrifugazionen le condizioni sopra
riportate, € stato aspirato tutto I'etanolo edpdllet di RNA totale e stato

risospeso in un volume appropriato giHdeionizzata sterilg’ 3].
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2.5.1 QUANTIFICAZIONE DELL’ RNA ESTRATTO

Per quantificare la concentrazione di RNA totaldrat®, utilizzando
“geneQuant pro RNA/DNA Calculatorg, stata effettuata una diluizione 1:10
del campione di partenz&€on questa procedura e possibile determinare non
solo la concentrazione del campione ma anche lgpgrezza. Per determinare

la massa del campione vengono automaticamentéuettiedei calcoli quali:
(RNA)pg/ml = Aggo x dilution x 40.0

0 Ageo= absorbance a 260nm

0 Dilution = dilution factor

¢ 40.0 = extinction coefficient of RNA

Per determinare la purezza del campione:

0 Un campione di RNA puro ha un ratioeAzso di 2 con un
range di £0.15

¢ Un campione di DNA puro ha un ratiodyAzsodi 1.8 con un
range di £0.15

0 In caso di contaminazione da parte di proteine, sigue
aumentano l'assorbanza a 280 nm e generalmente

decrementano il rapporto,&yAso.

2.5.2 RT DI RNA DA SANGUE E TESSUTI

L’RNA di tessuto umano, dlluman Total RNA Master PanBl(BD Biotech
Clontech-TaKaRa Bio Europe, Saint-Germain-en-Ld&y@nce), e I'RNA di

sangue sono stati retrotrascritti usasaperscript li(Invitrogen S.R.L., Milan,
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Italy) e amplificati conPlatinum Tagpolymerase(Invitrogen S.R.L., Milan,

Italy) secondo il protocollo standaftH].

2.5.3 PCR(Polymerase Chain Reaction) SEMIQUANTITATIVA

Di tutto il cDNA ottenuto un’aliuota di 4ul del mgolo ovocita,
corrispondente a 1/5 del cDNA totale, un’aliquota2dul del sangue e dei
tessuti sono state amplificate, con la coppigriners specifica per 'THPRT
(hypoxanthine phosphoribosyltransferage(Tabella 5), gene usato sia come
controllo che come gene di riferimento, e I'enziRlatinum Taqg polymerase
(Invitrogen S.R.L., Milan, ltaly), per verificareal qualita del cDNA

retrotrascritto, secondo il protocollo:

cDNA

PCR Buffer 1X
MgCl, 2mM
Primer Mix 1uM
dNTP Mix 400 UM
Platinun® Tag DNA Polymerase 1U

La reazione e stata eseguita inTurermal CycleiBiometrasecondo i seguenti

steps:

step 1. 94°C per 10’ (denaturazione del DNA)

step 2. 94°C per 1’ (denaturazione)

step 3. temperatura dannealingvariabile per 1'30” (attacco dedrimers al
bersaglio)

step 4. 72°C per 2’(estensione)
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step 5. 72°C per 10’ (estensione finale)

Gene Primers ¢ ‘]Eth;i PCR condictions
bp

FCCTGCTGGATTACATTALAGCACTGS

HPRT SCTTCGTGGEETCCTTTTCACCAGES!

280byp O4°C Amin (P4°C Glgec, 60°C Q0ser;, 72°C 1202ec) 30, T27C 104mdn

Tabella 5: sequenza dgirimersper HPRT e condizioni di PCR

Gli amplificati sono stati sottoposti ad elettradsr analitica su gel d’agarosio.

2.5.4 ELETTROFORESI ANALITICA

| frammenti ottenuti con la PC8bno stati analizzati su un gel d'agarosmd(-

gel, lunghezza 10 cm).

* Agarosio 1,5%
« Tampone di corsa TBE 0,5X

e Tris 8,9 mM
» Acido borico 8,9 mM
« EDTA 0,2 mM
e Campo elettrico 100 V/cm
e Tempo di corsa lora 30 min.

Per controllare il peso molecolare dei cDNA amgpétfi e verificare 'assenza
di frammenti aspecifici, il gel é stato colorato ncdlSyber Safe alla
concentrazione di 1 pg/ml ed e stato visualizzeamite raggi UV con lo
strumentdmage Maste{Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK).

Il peso molecolare dei campioni & stato valutataganando la velocita di
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migrazione degli amplificati a quella di lsdder di riferimento (adder 100bp

- Amersham Pharmacia Biotech

2.5.5 DENSITOMETRIA

L'immagine del gel e stata analizzata allo scopootienere il valore
densitometrico del campione amplificato, questoiewy grazie all’utilizzo
dello strumentolmag eMasterVDS (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, UK), tramite il quale per mezzo deifage Master Total Lav'1.00
'immagine ottenuta subisce una digitalizzazione.

La densita delle bande é stata calcolata in baseraéro diPixel ed alla loro
intensita.

Il valore cosi ottenuto tramite analisi densitoneair di ciascuno dei vari
campioni, € stato normalizzato dividendolo per dlove densitometrico

ottenuto dall’analisi del gerfeousekeepingugli stessi campioni.

2.6 ANALISI DEI DATI E COSTRUZIONE DEI DOT-PLOT

| dati ottenuti negli esperimenti di PCR semiquiatitta sono stati analizzati e

utilizzati per la costruzione dei dot-plot.

Ogni TAF e stato analizzato su aliquote (1/5 di &)Norovenienti da 3
differenti ovociti e la relativa massa di cDNA atst normalizzata con HPRT.
La normalizzazione é stata ottenuta caricando s¢dlsso gel i cDNA in studio
insieme con HPRT, indipendentemente amplificati wealiquota identica

dello stesso campiorjé4].
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Successivamente, per stimare la differente espressili ogni mMRNA negli
ovocita umani, abbiamo comparato i valori densitiitie del cDNA
amplificato, normalizzato con HPRT, negli ovocithani (tre differenti ovociti
sono stati testati per ogni coppiaptimerg con due tessuti umani (sangue e

cervello) usati come controllo.

In alcuni casi per confermare che gli amplificatsgero quelli corretti e stata
effettuata una doppia PCR, utilizzando gli stgssners utilizzati nel primo
ciclo di reazione edn’aliquota di 0.2ul del primo amplificato.

| dati ricavati dalle varie analisi, sono stati @ngzzati in urfile di testo (*txt),
necessario per effettuare whustering dei valori di espressione dei geni
analizzati nei campioni presi in esame.

Con l'aumentare del numero dei campioni analizzatcstato necessario
utilizzare dei metodi che permettessero un’immediatsualizzazione e
contemporaneamente un’analisi statistica. cliistering e stato effettuato
utilizzando il softwareCluster 3.0 attraverso il seguente percorgkbsolute
Correlation Centred — Centroid Linkage — City Block Distance | dati sono

stati poi visualizzati tramite goftwareJava Treeviewin Dot Plot.

2.7 ANALISI STATISTICHE

| valori di espressione genica dei GTF, normalizgat il genehousekeeping
sono stati assegnati ad uno dei due gruppi: grupgovociti) e gruppo B

(tessuti controllo). A questi valori € stato apat lo Student’s t-test

utilizzando ilsoftwareMeV 4.0 (MultiExperiment Viewer).
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| geni la cui media dei In dei rapporti di espressi tra i due gruppi era
statisticamente significativa sono stati assegatin cluster, mentre i geni le
cui variazioni tra i due gruppi non sono risultatatisticamente significative

sono stati assegnati ad un altro cluster (P-val0@®%).
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PROFILO DI ESPRESSIONE DEI GENI DEL
MACCHINARIO APOPTOTICO IN OVOCITI MATURI ED

IN CELLULE DEL CUMULO

Un altro importante lavoro ci ha visti impegnatillaestudio del ruolo che
I'apoptosi riveste nel determinare una riduzioneapetenza dell’ovocita in
avanzata eta riproduttiva. Abbiamo paragonato, amdi tecnologiaHigh
Throughput, il profilo di espressione genica di alcuni dei gewdificanti
proteine apoptotiche durante linvecchiamento mloittivo, analizzando
follicoli provenienti da donnender35 (young e follicoli provenienti da donne

over 38 (ld).

2.8 RICERCA DI SEQUENZE DElI GENI DEL MA E

DISEGNO DEI PRIMERS

Anche in questo caso abbiamo utilizz&tatrez Gene di NCBI (National
Centre for Biotechnology Information)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?dbage per la ricerca delle

sequenze dei geni che codificano per le proteih&ldechinario Apoptotico.

La Tabella 6 mostra i differenti mRNA analizzati, la loro padsize
cromosomica, il relativoAccessionNumber e una piccola descrizione di

ognuno.
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. ) Cromosome Transcript Variant and Protein isoforms
Gene Accession Number -
position {NCBI Data)
ABL1 HM_007313 B34 Transcript variant b
HM_004322 Transcript variant 1
BAD Tq13.1
HM_0329389% Transcript variant 2
BAG3 HM_004281 10425.2-26.2
HM_138764 Transcript variant epsilon
HM_1338T764 Transecript variant sigma
BAX 191 3.3-q13.4
HM_138761 Transecript variant alpha
HM_004324 Transcript variant beta
HM_000633 Transcript variant alpha
BCL2 18g21.3
HM_00065T Transcript variant beta
HIM_138578 This variam {1} encodes the I:)n_ger ifsoform
BCL2LA 20q11.21 which acts as an apoptotic inhibitor
. - = -
HW_001191 This var_lam {2} encodes the s_hortn?r isoform
which acts as an apoptotic activator
HM_138621 Transcript variant 1
BCL2L11 2q13
HM_006538 Transcript variant 6
HM_001205 Transcript variant BHIP1
HM_013978 Transcript variant BHIP1-a
BHIP1 5q33-q34
HM_01397% Transcript variant BHIP1-b
HM_013980 Transcript variant BHIP1-¢
BHIP2 HM_004330 15¢q22.2
HM_001228 Transcript variant A
HM_033355 Transecript variant B
CASPS HM_033356 2q33-q34 Transcript variant C
HM_001030124 Transcript variant F
HM_001030125 Transcript variant G
HM_001250 Transcript variant 1
CDh4 20q12-q13.2
HM_152354 Transcript variant 2
HM_003379 Transcript variant 1
CFLAR HM_001127183 2q33-q34 Transcript variant 2
HM_001127184 Transcript variant 3
IGF1R HM_0003T5 15q26.3
HM 021960 This variant (1) encodes the longer isoform
MCL1 - 1q21 which acts as an apoptotic inhibitor
HM 182763 a This variant {2) encodes the shorter isoform
- which acts as an apoptotic activator
HM_004536 Transcript variant 1
HAIP Sq13.1
HM_022392 Transcript variant 2
THFRSF10A HM_003344 sp1
THFRSF21 HM_014452 6p21.1
HM_005427 TApTI vart
TPT3 HM_00112624 1n36.3 ANpPT3 var3
HM_001126242 ANpT3 vard
HM_M1642.3 TApT3 var alfa
MMpT3 4
HM_001126330.1 ANHpT3 var alfa

Tabella 6: geni del MA.
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Le coppie diprimersper i geni del MA sono state disegnate con il peogna

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/Fig. 33).

P o A [Primet3phs interface More primericlizo tosls disclaimer Primer3 Home
TIMETrD (v 04.0) Pick primers from a DNA sequence M 103 0) imerface <anbioms FAO Wil

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacatn -- other letters treated as I -~ nurmbers and blanks ignored). FASTA format ok. Pleass N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs,
etc.) or use a Mispriming Library (repeat fibrary). | NONE |

|TTCAATAAGGAMCGGGGACACTTACARATTGCTGCTTGTCCARATCAGGATCCACTGCALGGAACAACAG i
GCCTTATTCCACTGCTGGGGATTGATGTGTGCCAGCACGCTTACTACCTTCAGTATALLLATGTCAGGCC
TGATTATCTALARGCTATTTGGAATGTARTCRACTGGGAGAATGTAACTGAAAGATACATGGCTTGCARA
|AAGTARACCACGATCGTTATGCTGATCATACCCTAATGATCCCAGC AAGATARTGTCCTGTCTTCTARGE
TGTGCATCAAGCCTGGTACATACTGAMAACCCTATALGGTCCTGGATALTTTTTGTTTGATTATTCATTG
|AAGAARCATTTATTTTCCAATTOTGTGAAGTTTTTGACTGTTAATARLAGAATCTGTCAACCATCAARAL

|RAARRAAR v

Pick left primer, o use left primer below:| (] Pick hybridization probe (internal oligs), or use oligo below Ficl right primer, or use right primer below (5'to 3' on opposite strand)

PickPrimers || ResetForm

Sequence Id: | & string to sdentify your output
Tarzets E.g. 50,2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51, Or mark: the gource sequence with [ and | e.g. . ATCT[CCCCITCAT.. means that

primers must flank the central CCCC

Excluded E g 401,7 68,3 forbids selection of primers i the 7 bases startng at 401 and the 3 bases at 68 Or mark the source sequence with < and = e.g,
Regions

ATCT=CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.
Product Size Ranges 150500 |
Humber To Return 5 Max 3' Stability 9 0
Max Repeat Mispriming |12.00 Dair hiax Repeat Mispriming (24.00

Fig. 33: Schermata del programma Primer3.

L’efficacia dei risultati ottenuti dalla costruziermi coppie dprimers,con tale
metodica, € dovuta allimportanza che il programmsi@sso pone nel
considerare diversi fattori, quali temperaturanaglting contenuto in GC,
lunghezza, stabilita del 8tc[75].

Nella Tabella 7 sono riportate le condizioni di reazione per le pepdi
primers utilizzate per amplificare in Real Time PCR gli MR dei geni del
MA che sono risultati alterati nella nostra anatisa dimensione in paia di basi

(bp) dell'amplificato atteso.
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Gene Primers cDNA {bp) PCR condictions

ABL1 SCGAGGCATGGGGGTCCACACS 103bp
SCGAGCGGCTTCACTCAGACCCS” :

S CGGAGGATGAGTGACGAGTTY
BAD . : 123bp
SCCACCAGGACTGGAAGACTCY

5 ACACGAGCAGAACGTTACCCY
BAG3 5 GTACACAGGCTGGTGGGTCTY 109bp

S CTGGACCCGGTGLCCTCAGGAT”
BAX . . 122bp
S'GAGTCTGTGTCCACGGCGGCI

SCATGTGTGTGGAGAGCGTCAAS
BCL2 . . 83bp
5 GCCGGTTCAGGTACTCAGTCAS

FOGGGTCGCATTGTGGCCTTTS'
SATCCCAGCCGCCGTTCTCCTS

SGCATATCAGAGCTTTGAACAGGATACY
SGAGCCCAGCAGAACCACGCCS

S CCTTCAACCACTATCTCAGTGCAAS
3
BCL2L11 FTCTCCAATACGCCGCAACTEY 103bp

BHIP1 STCCACGTCCGGATCTGTAACT Hbp
SAAGGGTCCTGAACAATCACGS” :

BHIP? SAGCTCGAAATTCAGCCAAAAT 93bp
N S GCATTCTGGTATGCCAACGS

FAAGCAAACCTCGGGGATACTY
CASPS FGGGGCTTGATCTCAAAATGA 164bp

5GGCCAAGAAGCCAACCAATAY Shor el

co40 FGATCGTCGGGAAAATTGATCTCY Tibp ==t Lcl;
95°C 15 sec;

CFLAR 5 .f\CAGAGTGAGGCGATTTGACCTGC? 1290p 60°C 15 sec:
S'CCTCACCAATCTCTGCCATCAGCS 95°C 15 sec.

IGFIR FTCCATCTGATCATCGCTCTGS” 126bD
SCAGAGGCATACAGCACTCCAS Sl

SCGTAAGGACAAAACGGGACTGGLT”
SACCTGCAAAAGCCAGCAGCACAS

S COGGCCTTCCAAGGATGGGTTTGS”
S GCTCCTACTCCAGCAACACCTGCS”

HAIP STTCAAGCCGTCCCATTTGTTGLS 130bp
STGGCCACTCGATAAATTCCATCCCCAY :

5ACAGCAATGGGAACATAGCCY
THFRSF10A 5GGTGTAACCCACACCCTCTGY 106bp

FAGCACCGGAGAAACGATGTTY
, .
THFRSF21 FGGGCTCATCGGGAGAGCTAS #4bp

FAGGTGGTGGGCGGAACGGATS”
SCGGCGTGCTCTGGGGTGTAGS”

TPT3 SCCAGCCTCGTCAGGACCTGGS” 173bp
S GGCGCTGCAGTTCCCCTGAGS” :

STACAGAGGCCGCCCCGGGATY

158bp
BCL2L1

140bp

118hp

MCL1
104bp

153bp

FGCAGTGGGACCCCGAGACCAY 108bp

5GATGGCCCAGACCTCTTCTTY 0bo

FTGGEGGAGGTCAAAGTAGGTY .
MMpT3

FCCACGAGCCTACCATGCTTTY 520p

SCATGGCACTGCTGAGCAAATS”

Tabella 7: condizioni di Real Time PCR per i geni MA.

2.9 RACCOLTA DEI CAMPIONI

Anche in questo studio le donne arruolate fanndepdr un programma di

fecondazionein vitro, presso il Servizio di Procreazione Medicalmente
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Assistita dellAzienda Ospedaliera Cannizzah Catania. Da queste donne
sono stati prelevati i follicoli da cui € stato pitsle ottenere, ovociti e
rispettive cellule del cumulo (CC), sia singoli chepool. Nelllambito di
questo studio sono stati utilizzati ovociti muriféeppo FVB, allevati in
omozigosi, albini e con alta prolificita) proveniedallo stabulario del CBA
(Centro Biotecnologie Avanzate) di Genova coordinatal Professore

Massimo Romani.

2.10 COLLEZIONE DI POOL OVOCITARI E CELLULE

DEL CUMULO

Per questo studio sono stati utilizzati 35 ovopitovenienti da 15 differenti
donne suddivise in due gruppi a seconda dell’eta:

e Gruppo A: donne di et& 35 anni— OVOCITI YOUNG

* Gruppo B: donne di eta 38 anni— OVOCITI OLD
Prima di tutto, per ogni gruppo e da una singolanndy sono stati
individualmente aspirati cinque follicoli maturida ognuno di essi sono stati
separati ovociti e cellule del cumulo. Gli ovocstbno stati poi raccolti in
eppendorida 0,2 ml contenenti J@ deionizzata. Le cellule del cumulo, invece,
sono state sottoposte ad alcuni lavaggnadiumdi coltura e successivamente
ad una centrifugazione su gradiente di denSilaSelecd5%) a 300 giri per 20
minuti al fine di rimuovere eventuali cellule esteg (cellule ematiche,
fibroblasti etc.). Il surnatante e stato completat@erimosso e le cellule

trasferite in tubi da 5 ml precedentemente refages conservati a -20° C. |
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pool cosi ottenuti sono serviti per ottenere suffiemRNA per I'analisi degli

84 geni del macchinario.

Anche i topi, a cui sono stati prelevati gli ovgc#ono stati suddivisi in due

gruppi sempre in funzione dell’eta:
* Topidi eta compresa tra 5 e 8 settima@@OCI TI YOUNG,;
* Topidi eta compresa tra 6 e 7 m&V/OCITI OLD.

Le topine sono state super ovulate mediane iniezioinaperitoneale di FSH e
LH. Dopo il 5° giorno di stimolazione le topine sostate sacrificate mediante
CO,, sono state asportate le ovaie e da queste satoestuperati gli ovociti.
Le cellule del cumulo sono state eliminate mediaii@tamento con
ialuronidasi. Dopo lincubazione, per alcuni minugli ovociti sono stati
sciacquati tre volte in PBS, contate e subito ctatgein azoto liquido per

evitare la degradazione degli acidi nucleici.

2.11 PREPARAZIONE DI POOL DI OVOCITI UMANI E

MURINI

| pool di ovociti sono stati sottoposti allo stesso &natento seguito per le
singole cellule (vedi paragrafo 2.3 a pagina 58yeo® shock termico e

trattamento con DNasi.
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2.12 RT DIPOOL DI OVOCITI UMANI E MURINI

Gli mRNA provenienti dapool di ovociti sono stati retrotrascritti allo stesso
modo dei singoli (vedi paragrafo 2.4 a pagina 63)n volume finale di 100.

Gli ovociti murini sono stati suddivisi in 3 eppamti(1 cellula, 2 cellule e 4
cellule) e in 2 pl di volume, e successivamentéopotsti a 100°C per 1'. Gli
MRNA ottenuti sono stati retro trascritti in un wwie finale di 40 ul con il kit
WT-Ovation (RNA Amplification System, Nugen Technolgge®e permette
di ottenere grandi quantita di cDNA partendo dzplie quantita di RNA.

Il protocollo utilizzato € il seguente:

RNA totale 2 ul

SINTESI DEL PRIMOSTRANDDI cDNA

Buffer Al 2 ul

Spinnare per 2” ed incubare a 65°C perARINEALING PRIMERS

Buffer A2 5 ul
H.O 0.5 ul
Enzima 0.5 ul

Il tutto si incuba per:

e 4°Cperl

25°C per 10’

42°C per 10’

70°C per 1%’
e 4°C

SINTESI DEL SECONDGSTRANDDI cDNA

Buffer B1 9.75 ul
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Buffer B2 0.25 pl
Il tutto si incuba per:

e 4°Cperl

25°C per 10’

50°C per 30’

70°C per 5’
e 4°C

ULTERIORE SINTESI

Buffer B1 1.9 ul
Buffer B3 0.1 pl
Il tutto si incuba per:

e 4°Cperl

37°C per 15’

80°C per 20’
e 4°C

SPIAAMPLIFICATION

Buffer C2 5 ul
Buffer C3 10 pl
Buffer C1 5 ul

Il tutto si incuba per:

e 4°Cperl

47°C per 60’

95°C per 5’

. 4°C
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La reazione é stata condotta inThrermal CycleEppendorf
Prima di effettuare le differenti reazioni di Rdame PCR utilizzand&YBR
PREMIX DIMER ERASER ™ (Qiagen, Milan, Italy), il cDNA ottenuto &

stato diluito (1/40, 1/80 e 1/25).

2.13 PREPARAZIONE DELLE CELLULE DEL CUMULO

| campioni di cellule del cumulo sono stati conséirin azoto liquido, da
ognuno di essi é stato estratto I'RNA (seguendprdtocollo Invitrogen e
quantificato. Tutto il volume di RNA ricavato e &iasottoposto al trattamento
con DNasi (vedi paragrafo 2.3.2 pagina 59), redsaritto in un volume finale
di 20 ul, analizzato mediante PCR ed elettroforf@sr.i dettagli vedere quanto

descritto precedentemente per i singoli di ovdpiiragrafo 2.4 pagina 60).

2.13.1 ESTRAZIONE DI RNA DA CELLULE DEL CUMULO

Ogni campione, congelato dopo il prelievo per eeitda degradazione
del’lRNA, é stato risospeso direttamenteTirizol (1 ml di Trizol per ogni
pellet di cellule) e incubato per 5 minuti a temperatuaanbiente;
successivamente é stato aggiunto il Cloroformi@ @) di cloroformio per
ogni ml di Trizol) per permettere, dopo centrifugazione a 10.000 ppm10
minuti a 4°C, la formazione di 2 fasi: una organéchuna acquosa contenente
il nostro RNA. Quest'ultima fase e stata prelevaiasta in unappendorfda
1,5 ml e ad essa é stato aggiunto I'lsopropanod 1G@ di isopropanolo per
ogni ml diTrizol); dopo un ulteriorestepdi centrifugazione, con le medesime

condizioni precedentemente usate, il surnatanemotd € stato eliminato ed il
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pellet costituito dal’RNA precipitato, e stato lavateorc Etanolo al 75%.
Effettuata l'ultima centrifugazione con le conduzicsopra riportate, e stato
aspirato tutto I'etanolo ed flelletdi RNA totale & stato risospeso in un volume

appropriato di HO deionizzata sterilg/3].

2.14 REAL TIME PCR

La Real Time denominata anche PCR quantitativa, € un metodo di
amplificazione e quantificazione simultanea del DNAssa misura
I'amplificazione in tempo reale durante la faseoegpziale della PCR, quando
cioe l'efficienza dell’amplificazione e influenzatanimamente dalle variabili

di reazione. Piuttosto che rilevare 'ammontaralodel prodotto amplificato
alla fine dei cicli di PCR, i prodotti della ream® vengono determinati a
partire dal ciclo in cui I'amplificato diventa ri@bile, definito ciclo soglia (§;
permettendo di ottenere risultati molto piu acduraspetto alla PCR
tradizionaleend point(Fig. 34). Piu elevato e il numero di copie iniziali della
sequenza da amplificare, piu basso sara:.illlCdiagramma di €su DNA
stampo € lineare, e la pendenza della retlap@ fornisce una misura
dell’efficienza della PCR. Alcuni strumenti forn@w dati relativi alle curve

di dissociazione o dineltingche seguono il completamento della PCR, questi
dati danno un'indicazione sulla purezza del pradditreazione e rivelano la

presenza di eventuali dimeriplimers
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P ‘-“"_H*

.“'*

Sample

ARp

Threshold

.l Mo Template Control

4] 5 10 15 20 25 30 35 40

Cycle Number

Figura 34: Tipica curva di amplificazione di una PCR. Il cictoglia (G) € rappresentato
dall'intersezione della linea tliesholdcon la curva di amplificazione.

La Real TimePCR prevede due metodi di quantificazione del pitodo
amplificato: una quantificazione assoluta ed unantjticazione relativa. La
guantificazione assoluta richiede I'utilizzo dtandard di cui sia nota la
concentrazione assoluta; interpolando i valori dil€l campione in esame sulla
curva standarde possibile ottenere un valore quantitativo precispetto a
quello di un gene espresso costitutivamente. Lantifiazione relativa e
utilizzata per analizzare cambiamenti nellesp@ssidi un gene in un dato
campione in relazione ad un campione di riferimgimoquesto caso non e
necessaria la costruzione di una curstandard gli unknown vengono
guantificati paragonando il loraC; con quello del controllo endogeno detto
anche calibratore.

La quantificazione dell’amplificato viene effettaatmediante la rilevazione
della fluorescenza che si genera durante la PCRffedto di diverse possibili

reazioni chimiche. Le chimiche principali sono hassul legame di coloranti
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fluorescenti che si intercalano nella doppia elilsd DNA, come ilSYBR

green o sull'ibridazione di sonde specifiche.

2.14.1 QUANTIFICAZIONE MEDIANTE SYBR GREEN

I SYBR greere un composto aromatico dotato di attivita fluoraf che si
comporta da agente intercalante in grado di legaeserenzialmente al DNA a
doppio filamento inserendosi a livello del solconore del DNA Fig. 35.

Durante la reazione di amplificazioneSi¥BR greesi lega alle doppie eliche:

‘ Enﬁt‘led Li;nlﬁ f‘ :

Polymerase

Figura 35: meccanismo con cui 8YBR greemagisce sul DNA a doppio filamento durante la
fase di estensione della PCR.

si osserva cosi un incremento della fluoresceneaconrisponde all’aumento
del numero di copie dellamplicon&if. 35; la molecola fluorescente si lega
aspecificamente a tutte le doppie eliche, includendimeri di primers ed
eventuali prodotti aspecifici. Dopo I'amplificazeni campioni vengono
riscaldati e la variazione dell'energia di fluomsza viene monitorata per

generare una curva di dissociazione.
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2.15 PREPARAZIONE PIASTRE

Le piastre utilizzate nei nostri esperimenti somasipe RT2 Profiler™ PCR
Array System (SuperArray costituite da 96 pozzetti in cui sono gia spoitat
primers per specifici geni. In particolare, nelle piasitdizzate per ipool di
ovociti e cellule del cumulo, 84 pozzetti (dallatéea A alla lettera G)
contengono le coppie grimersper i geni dellgpathwayapoptotica; i pozzetti
H1-H5 contengono le coppie girimers per i genihousekeepingisati per
normalizzare i dati di PCRrray; il pozzetto H6 contiene la coppia mlimers
per il controllo da DNA genomico (GDC); i pozzeti7-H9 contengono i
controlli per la retrotrascrizione (RTC) ed infine pozzetti H10-H12

contengono le coppie grimersper il controllo della PCR (PPCFig. 36).

1 2 3 4 ) G 7 § g 10 11 12
A ABL1 AKT1 APAF] BAD BAGI BAG3 BAG4 BAKI BAX BCL1D BCL2 BCL2A1
B BCLZL1 | BCLZLIO | BCLZLI1 | BCL2LZ | BCLAF1 BFAR BID BIK NATP BIRC2 BIRC3 BIRC4
c BIRC6 BIRCS BNIP1 BNIP2 BNIP3 BNIP3L BRAF NOD1 CARDG CARDS CASP1 CASPIO
D CASP14 CASP2 CASP3 CASP4 CASP3 CASPG CASP7 CASPS CASPY CD4l CD40LG CFLAR
E CIDEA CIDEB CRADD DAPX1 DFFA FADD FAS FASLG | GADD45A HRK IGFIR LTA
E LTBR MCLI NOL3 PYCARD RIPK2 TNF  [TNFRSF10A{TNFRSFIOB[TNFRSF1IB| TNFRSFIA | TNFRSF21 | TNFRSF23
G CD27 TNFRSF9 | TNFSFIO CD70 TNFSE8 TP53 TP33BP2 TP73 TRADD TRAF2 TRAF3 TRAF4
H B2M HPRTI RPLI3A GAPDH ACTB _HGDC I RIC . RIC . RIC PPC PPC PPC

Figura 36: piastra peReal Time

Naturalmente questa tecnica prevede l'utilizzo da umassa adeguata di
MRNA ed & proprio per questo motivo che in questsncsono stati utilizzati
dei pool di ovociti anziché ovociti singoli, dai quali n@i sarebbe ricavato

materiale sufficiente per analizzare i 96 genialpiastra.
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L’esperimento su piastra € stato allestito prep#wala mix dei componenti
elencati inTabella 8, per pool di ovociti e cellule del cumulo all'intermli tubi
autoclavati da 5ml; successivamente sono statedssdi 25ul di talenix in

ogni pozzetto della piastra.

OVOCITI CUMULO
SoperArray PCR master mix 1275 ul 1275 pl
cOHA 100 pl 20l
H20 1145 pl 1225

Tabella 8: mix per Real Time PCR.

L’analisi di tutte le piastre e stata condotta iz¢ikndo la Stratagene
InstrumentdvIX 3005”; le condizioni di reazione prevedevanodi€li totali di
cui il primo a 95°C per 10 minuti, in modo da ate I'enzimaHotStartDNA
polimeraseed i rimanenti a 95°C per 15 secondi ed a 60°Q peinuto, fase in
cui la macchina legge la fluorescenza.

Nelle Tabelle 9ae 9b sono elencati gli 84 geni apoptotici della piastree
abbiamo preso in considerazione per le nostre saan@sclusi i controlli di
reazione) con i rispettivicene Name e Gene Symbol cosicché d’ora in avanti,

per comodita, li menzioneremo facendo riferimentom Gene Symbol.
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GENE SYMBOL GENE NAME
ABL1 c-abl oncogene 1, receptor tyrosine kinase
AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene homalog 1
APAF1 apoptotic peptidase activating factor 1
BAD BCL2-associated agonist of cell death
BAG1 BCL2-associated athanogene
BAG3 BCL2-associated athanogene 3
BAG4 BCL2-associated athanogene 4
BAK1 BCLZ2-antagonist/killer 1
BAX BCL2-assaciated X protein
BCL10 B-cell CLUlymphoma 10
BCL2 B-cell CLLIlymphoma 2
BCL2A1 BCL2-related protein A1
BCLZL1 BCL2-like 1
BCL2L10 BCL2-like 10 {apoptosis facilitator)
BCL2L11 BCL2-like 11 {apoptosis facilitator)
BCL2L2 BCL2-like 2
BCLAF1 BCL2-associated transcription factor 1
BFAR bifunctional apoptosis regulator
BID BH3 interacting domain death agonist
BIK BCL 2-interacting killer (apoptosis-inducing)
NAIP NLR family, apoptasis inhibitory protein
BIRC2 baculoviral IAP repeat-containing 2
BIRC3 baculoviral IAP repeat-containing 3
BIRC4 A-inked inhibitor of apoptosis
BIRCG baculoviral IAP repeat-containing 6
BIRCS baculoviral IAP repeat-containing 8
BNIP1 BCL2fadenovirus E1B 19kDa interacting protein 1
BNIPZ2 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 2
BNIP3 BCL2fadenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
BNIP3L BCL2fadenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like
BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
NOD1 nucleotide-binding oligomerization domain containing 1
CARDB caspase recruitment domain family, member 6
CARDS caspase recruitment domain family, member 8
CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
CASP10 caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP14 caspase 14, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP2 caspase 2_apoptosis-related cysteine peptidase
CASP3 caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP4 caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase
CASPS caspase 5, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP6E caspase 6, apoptosis-related cysteine peptidase
CASPY caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP8 caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase

Tabella 9a
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CASP9 caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase
CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CD40LG CD40 ligand
CFLAR CASPS and FADD-like apoptosis regulator
CIDEA cell death-inducing DFFA-like effector a
CIDEB cell death-inducing DFFA-like effector b
CRADD CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain
DAPK1 death-associated protein kinase 1
DEFA DMNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide
FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6}
FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member )
GADD45A growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
HRK harakiri, BCL2 interacting protein (contains only BH3 domain)
IGF1R insulin-like growth factor 1 receptor
LTA lymphotoxin alpha (TMNF superfamily, member 1)
LTBR lymphotoxin beta receptor (TNFR superfamily, member 3)
MCL1 myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)
NOL3 nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain)
PYCARD PYD and CARD domain containing
RIPK2 receptor-interacting serine-threonine kinase 2
TNFE tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)
TNFRSF10A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a
TNFRSF10B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b
TNFERSF11B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
TNFRSF1A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A
TNFERSF21 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21
TNFRSE25 fumor necrosis factor receptor superfamily, member 25
cD27 CD27 molecule
TNFRSFS tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9
TNESE10 tumor necrosis factor (ligand} superfamily, member 10
CcD70 CD70 molecule
TNFSF3 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 8
TP53 tumor protein p53
TP53BP2 tumor protein p53 binding protein, 2
TP73 tumor protein p73
TRADD TNFRSF1A-associated via death domain
TRAF2 TNF receptor-associated factor 2
TRAF3 TNF receptor-associated factor 3
TRAF4 TNF receptor-associated factor 4
B2M beta-2-microglobulin
HPRT1 hypoxanthine phosphaoribosyltransferase 1
RPL13A ribosomal protein L13a
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
ACTB actin, beta
Tabella 9b

Per quanto riguarda invece, I'esperimento su @adegli ovociti murini, €

stato allestito preparandoraix dei seguenti componenti:

cDNA a
Buffer 64l
Foward 44l
Reverse 48
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H.O 54 dl
all'interno di eppendorfda 0.2ul; successivamente sono stati dispensati 10 pl

di talemix in ogni pozzetto della piastr&i§. 37).

TA DN HPRT

1 1 1 1 1 1

Ovociti OLD 2 2 2 2 2 2

3 3 3 3 3 3

1 1 1 1 1 1

Ovociti YOUNG 5 ] 5 5 5 5
6 6 6 6 6 6

NTC NTC NTC NTC NTC NTC

Figura 37: piastra peReal Time

L’analisi della piastra e stata condotta utilizzand “Eppendorf Multiplex
Instrument¥ le condizioni di reazione prevedevano 40 cidtali di cui il
primo a 95°C per 30 minuti, in modo da attivarentiena HotStart DNA
polimeraseed i rimanenti a 95°C per 5 secondi ed a 60°C3Pegecondi, fase

in cui la macchina legge la fluorescenza, ed infirgdting curve

2.16 ANALISI DEI DATI E COSTRUZIONE DEI DOT-PLOT

Abbiamo calcolato i valori dei livelli di espresem®dei geni MA, sia ngool
che nei singoli campioni, mediante il metod®*? [76]. La normalizzazione

dei dati € stata condotta utilizzando HPRTaliella 10 come controllo
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endogeno, gene scelto sulla base del fatto chdorivdi Ct risultano essere

costanti in tutti i campioni analizzati.

. cDNA .
Gene Primers bp) PCR condictions
e STGACACTGGCAAAACAATGCAY 90bp 95°C 20 sec;
SGGTCCTTTTCACCAGCAAGCTY {95°C 1 sec:60°C 60 sechudd;
$5°C 15 sec;
RATEIEr . SCCTAGATGAGCGCAAGTTGAAS _ 82bp S0°C 15 sec:
S'CCACAGGACTAGAACACCTGCTAAS 95°C 15 sec.

Tabella 10: sequenza dgirimersper HPRT e condizioni di Real Time PCR

| dati di espressione sono mostrati come In #&F2dei geni MA normalizzati
rispetto ad HPRT e al campione/i utilizzato/i cocadibratore ool di ovociti
young pool di cellule del cumuloyoung e ovociti young. Al fine di
identificare geni del MA differenzialmente espressiovociti rispetto alle
cellule somatiche, abbiamo effettuato dei confrorii livelli di espressione
dei geni MA in ovocitiyoungutilizzando come calibratore cellule del cumulo
young e in ovociti old utilizzando come calibratore cellule del cumultal.
Invece, per identificare geni del MA differenzialnte espressi in ovociti in
relazione all’eta abbiamo confrontato i livelli dspressione dei geni MA in
ovociti old utilizzando come calibratore gli ovocjtbung.

Per identificare geni del MA differenzialmente esg®i, abbiamo utilizzato un
fold changestringente (FG0.33 per ladown-regulatione un FC>3 perl’'up-
regulation equivalente ad un In = +1) al fine di consideranegene del MA

comeup- o downregolato.
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| dati ricavati dalle varie analisi, sono stati amgzzati in urfile di testo (*txt),
necessario per effettuare whustering dei valori di espressione dei geni
analizzati nei campioni presi in esame.

Con l'aumentare del numero dei campioni analizzatcstato necessario
utilizzare dei metodi che permettessero un’immediatsualizzazione e
contemporaneamente un’analisi statistica. cliistering € stato effettuato
utilizzando il softwareCluster 3.0 attraverso il seguente percorgbsolute
Correlation Centred — Centroid Linkage — City Block Distance | dati sono

stati poi visualizzati tramite goftwareJava Treeview in Dot Plot.

2.17 INTERATTOMICA DEI GENI DEL MA

La networkdei geni del MA e stata generata medianpdu-in APID2NET di

Cytoscape (www.cytoscape.ory software in grado di visualizzare come

networkunfile di testo (*txt) opportunamente organizzato.
Da un punto di vista grafico, umetworknon € altro che una serierthdi (le
proteine o i metaboliti) le cui interazioni (chesgono essere di varia natura)
sono visualizzate coarchi che connettono i vari nodi. Nodi ed archi insieme
costituiscono unaetwork
Fondamentalmente possono essere distinti duei tipiestazioni:

» Di tipo fisico (la proteina A interagisce fisicamente con la @ird B);

» Di tipo funzionale (la proteina A interagisce con la proteina B atrao

fenomeni di fosforilazione, defosforilazione, ecc.)

Alla networkcosi fatta sono stati caricati i valori di espi@ss dei geni del

MA ottenuti nei nostri esperimenti. L'analisi dirdealita della rete & stata
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effettuata utilizzando iblug-in Network Analyzer, che permette di recuperare
tutti i parametri di centralita di un nodo da usgerconsolidatf/7].

Dalla networksi puo vedere come molti di questi geni risultadterati negli
ovociti old rispetto agliyoung Alcuni di questi geni alterati costituiscono degl|

hubovvero dei punti centrali dell@etwork

2.18 ANALISI STATISTICHE

Abbiamo dimostrato mediante I'applicazione del ®nits t-test ai valori di
ACt tra ovocitiold e youngche ci sono variazioni statisticamente signifioati

tra i due gruppi per quanto riguarda i geni analizz
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ANALISI DI TRASCRITTI OVOCITA-SPECIFICI IN

OVOCITI FRESCHI E IN OVOCITI SCONGELATI DOPO

VITRIFICAZIONE

In questo lavoro abbiamo valutato, mediante RT-AFl Time la qualita

ovocitaria in risposta a specifici protocolli dirgelamento (Vitrificazione).

| risultati ottenuti in questo studio sono statibplicati su Fertility and

Sterility (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20542504

Di seguito sono riportati la procedura utilizzata.

2.19 RICERCA DI

SPECIFICI E DISEGNO DEI PRIMERS

Le sequenze dei geni codificanti proteine

dell'embrione sono state ricavateEntrez Genedi NCBI

SEQUENZE DI

GENI OVOCITA-

importapér lo sviluppo

Le coppie dprimerssono state disegnate cBrimer3 e nellaTabella 11sono

riportate le condizioni di reazione per le coppiepdmers utilizzate e la

dimensione in paia di basi (bp) dell'amplificatbesb.

Gene Primers cDNA (bp) Real Time PCR condictions
5TGACACTGGCAAAACAATGCAS
HPRT 5GGTCCTTTTCACCAGCAAGCTS' goup
FTGCACCACCAACTGCTTAGEY
GAPDH FGGCATGGACTGTGGTCATGAGS' 87bp
TAFIE STGGATGCAAAAATCGAAGCAS H3bp

STCGTAAGGCAACCACGCTTTY

GDFY

S'CTCGGCAGAGCTCCATACTCS!
STTGGAGGCCACTAAAGGTTGS”

113bp

BMP15

S'GGCACTTCATCCTTGGACATS”
S'GCCCCTGGGAAGAAATTTAGS'

S0bp

FIGLA

SAAAACCTCCAGTTGGTGCTGS”
S'GGCACAAGTGCCTTCAATCTS'

106bp

oCcT4

S'GAAGGATGTGGTCCGAGTGTS'
S'GCCTCAAAATCCTCTCGTTGS”

S0bp

95°C 20 sec;
(95°C 1 seci60°C 60 sechudy
95°C 15 sed;
60°C 15 sec;
95°C 15 sec.

Tabella 11: geni ovocita-specifici.
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2.20 RACCOLTA DEI CAMPIONI

Anche per questo studio sono stati utilizzati oif@@prannumerari provenienti
da donne sottoposte a cicli di fecondazione iro\ityF).

In particolare, per questo studio, un totale di ®®citi in MIl sono stati

collezionati da 5 differenti donne. Da ognuna satati prelevati 2 ovociti

freschi e 3 vitrificati, scegliendo quelli con buomorfologia, per un totale di
10 freschi el5 vitrificati. Per quel che riguardaprelievo ovocita rio, la

preparazione degli ovociti vedere paragrafo 2.23e 2

2.21 PROTOCOLLI DI VITRIFICAZIONE E
SCONGELAMENTO

Per le procedure di vitrificazione e scongelameénstato utilizzato il kit Irvine
Vitrification Freeze (Vit Kit-Freeze; Vit Kit-Thaw, Santa Ana, CA) che

comprende due soluzioni per la vitrificazione epee lo scongelamento.

2.21.1 VITRIFICAZIONE

La procedura di vitrificazione e stata condottaemperatura ambiente (23-
25°C). Su un coperchio Petri sono state allestig@dcia da 2Qul di medium
(Gamete; Vitrolife, Goteborg, Sweden); 3 gocce @apP di soluzione di
equilibrazione (ES1, ES2, ES3) ed 1 goccia da p20di soluzione di
vitrificazione (VS).

Tre ovociti, con un minimo volume di terreno datlestra di coltura (37°C-

5%CQy), sono stati trasferiti nella goccia di medium fpeninuto, dopo di che
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hanno subito 3 passaggi nelle gocce di soluziondile@nte per 2 minuti, 2
minuti e 3 minuti rispettivamente. Da qui gli ovib@ono stati trasferiti nelle 3
gocce di soluzione di vitrificazione per 5 secorslisecondi e 10 secondi
rispettivamenteA questo punto gli ovociti sono stati immediataneecdricati,
in un minimo volume di soluzione di vitrificaziongylla parte piu distale di un
capillare(HSV; CryoBioSystem, L’Aigle, France). Il capillage stato inserito
immediatamente in un HSV straw e sigillato mediafitdilizzo di una
sigillante termica (CryoBio-System).

In meno di un minuto dall'inizio dell’esposizionellaa soluzione di
vitrificazione, il campione e stato vitrificato medte il tuffo dell’ HSV in

azoto liquido.

2.21.2 SCONGELAMENTO

Allo scongelamento le HSV sono passate dallazatpido (-196°C) al
bagnetto termostatato a 37°C dove vi sono rima&stBpsecondi circa.

Dopo gli ovociti sono stati scaricati dal capillarella prima goccia di
soluzione di scongelamento per 1 minuto e poiérésfin una seconda goccia
(20 ul) di soluzione di scongelamento per un altro noni@uccessivamente,
gli ovociti sono stati incubati per due volte carngéve in gocce (2@ ognuna)

di soluzione di diluizione per 2 minuti ognuna eseguentemente in 3 gocce
(20 pl ognuna) di soluzione di scongelamento per 3 minigiscuna. Dopo
questa procedura i singoli ovociti sono stati zaditi per gli esperimenti di

Real Timecondotti su ABI Prism 7900HTApplied Biosystems
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RISULTATI

3.1 ANALISI DI ESPRESSIONE DEL TFKIID IN SINGOLI
OVOCITI UMANI: NUOVI POTENZIALI MARCATORI
MOLECOLARI DI QUALITA OVOCITARIA

Come specificato in maggior dettaglio in materalmetodi (vedi paragrafo
2.2 “Raccolta dei campioni” pagina 55), mediante/ROIR semiquantitativa
abbiamo analizzato I'espressione dei geni codifidendifferenti subunita di
TFIID su un totale di 150 ovociti umani matukii¢tafase Il) provenienti da

50 differenti donne.

Verificata la qualita della reazione di retrotrasione mediante

I'amplificazione di HPRT su una aliquota del cDNAIlkbvocita, abbiamo

esaminato I'espressione dei diversi mMRNA codificdat varie subunita di

TFIID in aliquote di uguale volume provenienti dadBferenti ovociti. La

stima della massa di cDNA per ogni mMRNA amplifica&ostata ottenuta
normalizzando con HPRT. La diversa espressione dkfferenti isoforme e
stata calcolata mediante il rapporto dei cDNA attedalla amplificazione con
la stessa coppia di primers.

Questa prima analisi ha mostrato che molti dei geAF analizzati sono
presenti nel gamete femminile ed i livelli di eg®miene, a parte le variazioni

sperimentali, sono fondamentalmente simili in tgltiovociti (Fig. 38).
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315 bp
280 bp
269 bp

Figura 38: RT-PCR di TAF2 e TAF3 in tre differenti ovociti.dati sono stati normalizzati
caricando nello stesso gel il cDNA oggetto di stueliil gene di riferimento HPRT. Il cDNA &
stato indipendentemente amplificato da un aligideatica dello stesso campione.

Risultano assenti solo gli mRNA che codificano pAF7L, paralogo di TAF7
che riveste un’importante funzione nella spermatege[78, 79] e per
I'isoforma delta del TAF6, coinvolto nell’apoptds0].

Tra le differenti varianti trascrizionali presesti Entrez Gene, TAF1 variante
1, TAF6 isoforma alfa e TAF9 isoforma a sembransees maggiormente
espresse rispetto a TAF1 variante 2, TAF6 isofoga@ama e TAF9 isoforma
b.

Paragonando I'espressione dei singoli mRNA neiutessontrollo e negli
ovociti abbiamo osservato che esistono delle nditelfferenze di espressione
tra le diverse subunita di TFIID. | trascritti peAF4B, TAF5 e TBPL2 sono
molto abbondanti negli ovociti e la loro espressi@molto piu alta rispetto ai
tessuti controlloig. 39A). Di contro, TAF11, TAF13 e le differenti isoforme
di TAF15 hanno un livello di espressione molto lbasgpossono essere messi
in evidenza solo dopeestedPCR Eig. 39B). Contrariamente a TAF6L, le due
isoforme di TAF5L sono ben rappresentate nellauzelgerminale femminile

(Fig. 39C). Il cDNA di TAF1L sembra essere presente nellate e nei
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tessuti usati come controlld-if. 39D). Questo dato, in contrasto a quanto
precedentemente pubblicd&il], e stato verificato estendendo I'analisi ad altri
tessuti Fig. 39D). Infine, TAF9-a ed il suo paralogo TAF9B sonorantbi

espressi negli ovociti umani a livelli simili risppe agli altri tessulti.
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Figura 39: (A) cDNAs di HPRT, TAF5, TAF4B e TBPL2 amplificati dassuto umano (lane
1 cuore, lane 2 cervello) e da ovociti umani (laBes4). E’ evidente che i TAF e TBPL2 sono
abbondantemente espressi negli ovodil) cDNA di HPRT, TAF11l, TAF13 e TAF15
amplificati da tessuti umani umano (lane 1 cuaeel2 cervello) e da ovociti umani (lanes 3 e
4). | frammenti di TAF11, TAF13 e TAF15 sono visaahbili solo dopo nested PCEC) |
cDNA per HPRT, le due isoforme di TAF5L e TAF6L {1 cuore, lane 2 cervello) e da
ovociti umani (lanes 3 e 4). Il gene paralogo diFBAmostra rispetto a TAF6L una maggiore
espressiong D) cDNA di TAF1 e TAF1L amplificato da tessuti umgiane 1 cuore, lane 2
muscolo scheletrico, lane 3 milza, lane 4 intestinae 5 utero, lane 6 sangue) e da ovociti
umani (lanes 7-9) usando la stessa coppia di psimdiquote identiche dello stesso campione
sono state analizzate coprimersper HPRT.
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| valori densitometrici dei cDNA amplificati (norrizzati con HPRT) per ogni
ovocita , cosi come per i tessuti controllo, sotai &inalizzati statisticamente
(Student’'st-test), dimostrando che l'espressione di TAF2, TBFAAF5,
TAF6L, TAF7, TAF9-b, TAF10, TAF11l, TAF13, TAF1l5, T2, sono
statisticamente differentiP¢value<0.01). Inoltre, TAF4B, TAF5 e TBPL2
hanno mostrato un piu alto livello di espressiameuitti gli ovociti. Il In dei
valori densitometrici normalizzati, ottenuto dal pparto tra i valori
densitometrici normalizzati degli ovociti e la madiei valori densitometrici
dei tessuti controllo, e stato usato per generardai plot §oftwaretree view

1.0.13) Fig. 40).
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Figura 40: Dot plot: | risultati sono organizzati in una me¢ gene-expressigndove ogni
colonna rappresenta un mRNA (contrassegnato daspondente gene symbol) e ogni riga un
singolo ovocita. Laolour scaleindica i relativi livelli di espressione di ognége. llbar code
alla base rappresentadalour scaledel In dei valori.

Schematizzando e possibile suddividere i seguestilildi espressione delle
subunita di TFIID in 4 gruppiTabella 12:

a) espressione piu alta nell'ovocita rispetto ai téssantrollo (TBPL2,

TAF4B e TAF5),
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b) espressione paragonabile (TBP, TBPL1, TAF1l-1, TRFIFAFLL,
TAF3, TAF4, TAF5L-a, TAF5L-b, TAF6alfa, TAF6gammdAFS8,
TAF9-a, TAF9B e TAF12);

c) espressione inferiore (TAF2, TAF6L, TAF7, TAF9-PAH10, TAF13,
TAF15-1 e TAF15-2)

d) nessuna espressione (TAF6delta eTAF7L).
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TBPL2
Gruppo 1 TAF4B
TAF5
TBP TBPLL
TAF1-1 TAF1-2 TAFIL
TAF3
TAF4
Gruppo 2 TAF5L-a TAF5L-b
TAF6alfa TAF6gamma
TAF8
TAF9-a TAF9B
TAF12
TAF2
TAF6L
TAF7
TAF9-b
TAF10
TAF11
TAF13
TAF15-1 TAF15-2
TAF6delta
TAF7L

Gruppo 3

Gruppo 4

Tabella 12 differenti gruppi di espressione delle subunitaT&lID tra ovociti e tessuti
controllo.
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3.2 PROFILO DI ESPRESSIONE DElI GENI DEL
MACCHINARIO APOPTOTICO IN OVOCITI UMANI
MATURI ED IN CELLULE DEL CUMULO

Per l'analisi del profilo d’espressione dei geni Msno stati utilizzati 35
ovociti provenienti da 15 differenti donne suddévim due gruppi a seconda
dell’'eta (vedi paragrafo 2.9 “Raccolta dei camgiqagina 71).

Partendo dapool composti da 5 ovociti soprannumerari prelevati ua
singola donna, al fine di evitare variazioni indwali, abbiamo analizzato le
differenze di espressione di 84 geni codificantitgine coinvolte nell’apoptosi
(Tabella 9ae 9b) tra ovociti younge ovocitiold. Abbiamo inoltre effettuato
I'analisi anche tra pool delle rispettive cellule del cumulo.

In seguito all’analisi dei dati RT PCReal Timecon il metodo 2*“ (vedi
paragrafo 2.16 Analisi dei dati e costruzione dei-Blot” pagina 843ono stati
identificati alcuni mRNA differenzialmente espressa ovociti e cellule del
cumulo della stessa donna ed alcuni mRMAo down regolati in relazione

all'etd materna (In2°“* <-1 down regulatec In2**“!

> 1 up regulatel

Dal confronto tra ovociti e cellule del cumulo &oio trovato che,
indipendentemente dall’eta materna, la maggiorepdgi geni risultadown
regolata negli ovociti fatta eccezione per BCL2I€1p73 che invece risultano

essere abbondantemente espressi negli ovociiléieheyoung rispetto alle

cellule del cumuloKig. 41).
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DocyteYoung/Cunulus¥oung
Oocvtelld/Cunulus0ld

Figura 41: Dot Plot Normalizzazione mediante il metodd“?" tra ovociti younge rispettive
cellule del cumulo edvocitiold e rispettive cellule del cumulo.
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Inoltre, abbiamo individuato alcune differenze etate all'etda materna,
suggerendo che alcuni geni che codificano per pr@teroapoptotiche (BAD,
CD40, BAG3, TNFRSF10A, TNFRSF21 e CD27) soup regolati negli
ovociti rispetto alle cellule del cumulo in donoeer 38.

Dal confronto tra ovocitold ed ovocitiyoungabbiamo trovato che il profilo di
espressione dei geni del macchinario e fortemaptndente dall'eta materna.
Infatti, i risultati mostrano che su 57 geni comZione proapoptotica 32 non
variano in maniera significativa, 9 sodownregolati e 16 sonap regolati.
Considerando i geni con funzione antiapoptoticweni 11 non variano in

maniera significativa, 5 song regolati e 11 sondownregolati Tabella 13.
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GENES In2-44Ct

PROAPOPTOTIC

ANTIAPOPTOTIC

Tabella 13 geni pro e antiapoptotici differenzialmente espirén ovocitiold.
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Analizzando le cellule del cumulo abbiamo osservebe la variazione
coinvolge un numero minore di messaggeri e norvisieaziano correlazioni
tra apoptosi ed invecchiamento. Infatti abbiamoangrato una variazione dei
livelli di espressione soltanto di 11 geni rispedtgli 84 analizzati, e come si
evince dallaTabella 14 e dallaFigura 42 (seconda colonna del Dot Plot), la

maggior parte di questi geni risultano esskrenregolati.

GENES In2-44Ct

PROAPOPTOTIC

ANTIAPOPTOTIC

Tabella 14 geni pro e antiapoptotici differenzialmente espién cellule del cumulold.
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Oocytes0ld/0ocytesYoung
Cunulus0ld/CunulusYound

EBCLAF1
BIRCZ
AKTL
ENIF1
CASPE
BAG4
EFAR
CASP3
NODL
NAIP
EBIRC4
CASPZ
ERAF
ENIP3
TNFRSFL1E
EBECLZL1
BAGL
ENIPZ
TP53

FADD
TPS3BPE
CFLAR
HRK
ECLZL10
ECLZ
TRAF3
CARDG
TNFRSFL0E
CASPS
ENIP3L
RIPKZ
TRAFZ
BIK
CASPS
EBIRC3
CASP7
ABLL
THF
ECLZLZ
GADD4SA
BAX
APAF1

ECLZL11
TNFRSFS
EBAG3
CARDS
CASPL4
CASP4
PYCARD
CIDEE
CRADD
THFRSFZ1
IGFLR
TNFRSF104
CASPLO

TNFRSFLA - T

Figura 42: Dot Plot Normalizzazione mediante il metodd“2" tra ovociti old controovociti
younge cellule del cumulold contro cellule del cumulgoung
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Al fine di confermare i dati ottenuti ngiool di ovociti old, abbiamo esteso
I'analisi alle singole cellule selezionando alcgeni (NAIP, BCL2L11, BCL2,
TNFRSF10A, TNFRSF21, CFLAR, CD40 e BAD) che mostray nelpool un
pattern di espressione profondamente differente in refeziall’eta materna
(0.3% 2 %%t >3) e il cui ruolo risulta essere rilevante nelilazione della
pathway estrinseca dell’apoptosi ed altri come BCL2L1, MCg& p73 che
presentano isoforme trascrizionali che svolgonazifum biologiche opposte
(BCL2L1 long, BCL2L1 short, MCL1 long, MCL1 shoffAp73 e ANp73).
Dal momento che primersspottati nelle piastre delBuperArraynon sono in
grado di discriminare tali isoforme, abbiamo dissgndelle coppie ddrimers
in grado di distinguere l'isoforma proapototica ldabnti e ne abbiamo
analizzato I'espressione sui singoli ovociti.

Ognuno di questi geni é stato analizzato in singebciti provenienti da 9
differenti donne (6/ounge 3old) sottoposte a stimolazione per ViR {itro
fertilization). Per ogni ovocita, mediante RT PCReal Time abbiamo
analizzato 5 mRNA e HPRT come gene di riferimento.

Questa analisi ha confermato che le differenze spressione per BCL2 e
CFLAR sono statisticamente significative (p<0.05¢he questi trascritti anti
apoptotici sono molto piu abbondanti negli ovogdungrispetto agliold (Fig.

43).
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Ovociti YOUNG VS Ovociti OLD

L2 Mt

BCL2 TNFRSF10A CFLAR TNFRSF21 cp4o

Figura 43: trascritti piu abbondanti in ovocifioungrispetto ad ovocitold.

Allo stesso modo CD40, TNFRSF10A, TNFRSF21 sonoaghibondanti negli
ovociti old rispetto agliyoung (p <0.05 o p <0,01)Fig. 43. Di contro, le
differenze di espressione per BCL2L11, BAD e NAIBnnsono risultate

statisticamente significative.

L’analisi delle isoforme trascrizionali di BCL2L1 MCL1 ha mostrato che
entrambe le isoforme sono espresse nel gamete felaraiche i rapporti dei
ACt tra ovocitiold e youngsono molto simili con una piccola sovra espression

dell'isoforma anti (short) rispetto alla pro (long)ogni campioneKig. 44).
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Ovociti YOUNG VS Ovociti OLD

LNZ ooct

BCL2L1 long BCL2L1 short MCL1 short MCL1 long TApT3 DNpT73

Figura 44: trascritti piu abbondanti in ovocifioungrispetto ad ovocitold.

Sempre riguardo le isoforme trascrizionali, abbiatravato che lisoforma
TAp73 é espressa esclusivamente negli ovgoiting (negli ovocitiold Ct >
40), mentre 1&ANp73 isoformay, avente funzione antiapoptotica, nonostante

sembri essere sovraespressa in 3 ovaating (In2°4“!

> 1), all'analisi
statistica (t-test) non mostra differenze statistiente significative tra ovociti
old e ovocitiyoung

L’assenza dell'isoforma TAp73 negli ovocitld & stata particolarmente
interessante per cui abbiamo voluto riconfermamatb su un altro modello.
Abbiamo quindi effettuato la stessa analisi su @vaaurini, e dai dati ottenuti

si evince che anche in questo modello I'isoformapT3 risulta essere

abbondantemente espressa negli ovociti proverdartthpineyoung
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3.2.1 INTERATTOMICA

La network degli 84 geni del MA Kig. 45 € una tipica network biologica
costituita da molti nodi con poche interazioni e mlachi nodi con molte
interazioni fubg. E’ stata costruita utilizzando i dati di intei@ze estrapolati

dal databaseGene elaborati con ilsoftware Cytoscape (vedi Materiali e

Metodi). Nellanetworki geni rappresentanoniodi mentre le loro interazioni

ne costituiscono ghrchi.
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Figura 45. Rappresentazione grafica dafletworkdegli 84 geni del Macchinario Apoptotico
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Inoltre, ai dati di interazione sono stati sovragipquelli riguardanti i valori di
espressione dei geni del MA ottenuti dal confromtopool di ovociti old e

pool di ovocitiyoung(Fig. 46).

K
N

N

Figura 46: networkdei geni del MA.

Le proteine del MA con il maggior numero di intéca® (proteina-proteina e
proteina-DNA) all’interno del macchinario stessairfrero di interazion®10)
sono CASP8, BCL2L1, BCL2, CASP3, TNFRSF1A, FADD ELBR. Queste
proteine costituiscono i nodi strutturalmente ezfanalmente piu importanti
della network che, se soggetti ad alterazioni, potrebbero comepttere
criticamente la stabilita dellanetwork e, conseguentemente, il corretto

funzionamento della cellula.
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3.3 ANALISI DI TRASCRITTI OVOCITA-SPECIFICI IN
OVOCITI FRESCHI E IN OVOCITI SCONGELATI DOPO
VITRIFICAZIONE

| nostri dati sono stati normalizzati mediante #todo classico del2°![76].
Questo metodo prevede il confronto tra i valorCdidel campione di interesse
e un ovocita fresco utilizzato come calibratorgalori di Ct sia del controllo
che del campione di interesse sono stati normaiicaa HPRT[82].

| nostri dati mostrano chiaramente che il profileedpressione dei geni, scelti
come biomarcatori (TAF4B, GDF9, BMP15, FIGLA e OGQ,Tdon cambia tra
ovociti freschi e vitrificati (0,3 %' <1,3) Fig. 47A).

Per validare statisticamente i nostri risultathiamo confrontato i valori di Ct,
normalizzato per HPRTACT), in ovociti freschi ed in ovociti vitrificati.
Sebbene alcuni siano stati raccolti dalla stessanaloconsideriamo ogni
singolo ovocita come un campione indipendente:ecidovuto allo specifico
differenziamento cui vanno incontro i gameti ansheprovenienti dallo stesso
individuo. Infatti, ogni gamete puo subire spetiécalterazioni a livello
genomico o modifiche epigenetiche del DNA mostrandcevidente livello di
diversita molecolare con conseguente differenzka meimpetenza ovocita ria,
tasso di fecondazione e tasso di gravidanza. Renllsi statistica abbiamo
utilizzato lo Student’st-test indipendente che ha dimostrato che noroeo s
variazioni statisticamente significative tra ovodreschi e ovociti scongelati

dopo vitrificazione (P <0,01)Hg. 47B). Cio € stato ulteriormente confermato
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dal confronto di cinque ovociti diversi (due fresehtre vitrificated), raccolti

dalla stessa donna durante lo stesso protocolktimiolazione ovaricaHg.

Gene expression profile in fresh and vitrificated oocytes
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Figura 47. profilo di espressione genica in ovociti fres&d in ovociti scongelati dopo
vitrificazione.
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DISCUSSIONE

| risultati ottenuti dimostrano come alcuni deglRMA analizzati possano
essere considerati buoni marcatori di qualita deoei.

In particolare, I'analisi dei fattori generali diascrizione ci ha permesso di
individuare dei geni, quali il TAF4B, importantirdidati nel corretto sviluppo
e differenziamento del gamete femminile umano imdizioni fisiologiche. La
valutazione del profilo di espressione dei genirdatchinario apoptotico ci ha
permesso di individuare dei geni candidati peritluzione di competenza
dell'ovocita durante l'invecchiamento riproduttiveml infine grazie all’analisi
di specifici trascritti € stato possibile valutdaequalita ovocitaria in risposta a

specifici protocolli di congelamento (Vitrificazieh

4.1 ANALISI DI ESPRESSIONE DEL TFIID IN SINGOLI
OVOCITI UMANI: NUOVI POTENZIALI MARCATORI
MOLECOLARI DI QUALITA OVOCITARIA

TFIID gioca un ruolo fondamentale nell'inizio delksascrizione dei geni
codificanti proteine, cosi non sorprende che wlitmRNA che codificano le
sue subunita sono presenti anche a livello degiciwumani.

Tuttavia, le marcate differenze di espressionei tggeni che codificano le

differenti subunita di TFIID sono interessanti egde di nota: piu
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precisamente, alcuni di questi geni sono esprebsgelii piu alti nelle cellule
germinali femminili rispetto alle cellule somatiche

| dati ottenuti mettono in risalto la peculiare fione di TFIID all'interno
dell'apparato generale di trascrizione e confermi&rsuo importante ruolo
nell'ovogenesi umana e nelle prime fasi dello plo del’'uomo. Infatti, €
stato dimostrato che 'mRNA che codifica TAF4B e HA cosi come quello
per TBPL2, risultano essere altamente espressi o&gkiti umani maturi
(figura 39A). Il coinvolgimento di queste proteingell’ovogenesi e
nell’embriogenesi in diversi organismi modello & gitata dimostrata, cosi
come il ruolo dei geni della famiglia TBP durargeprime fasi di svilupp§83,
84].

TAF5 é stato caratterizzato come una subunita TRED1996[85, 86] ma e
stato poco studiato sugli esseri umani fino ad .ogai-5, il suo gene ortologo
in Caenorhabditis elegansembra avere un ruolo importante nella la maggior
parte degli eventi della trascrizione embriori8l¢.

TAF4B é stato inizialmente identificato come ungbago tessuto-specifico di
TAF4 nelle cellule B[88]; ora sembra essere un fattore di regolazione
importante nella gametogenesi femminile dei mammj9)].

E 'stato dimostrato che tokmockoutper taf4b, di sesso femminile, sono sterili,
e presentano difetti nella formazione dei follicphiecoci, nella maturazione
degli ovociti e nella scissione dello zigo{®0], mostrando anche un

invecchiamento riproduttivo prematuf®1]. Recenti lavori hanno dimostrato
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che la proteina TAF4B e espressa in cellule dallmglosa di topo e regola
I'espressione di geni tessuto-specifici in rispoataliversi segnali ovarici
attraverso l'induzione di c-ju®2] e della ciclina D393].

L’elevata quantita di TAF4B negli ovociti umani & supporre che anche
nel’'uomo la proteina giochi un importante ruolorahie la gametogenesi e
quindi una sua deficienza possa essere correlatauoa cattiva qualita
ovocitaria.

TBPL2 sembra essere coinvolto nella gametogenesnmirile e
nell’embriogenesi94]. Diversi studi hanno dimostrato il suo ruolo cafdr
nelle specieebrafishe Xenopugd95, 96]; la proteina sembra essere altamente
espressa nelle ovaie di tof¥]. Questo studio dimostra per la prima volta che
gli mRNA di TAF4B, TAF5, TBPL2 sono altamente eg®iein ovociti umani,
sottolineando la loro importanza per la riprodugiarmana. Si crede che sia
TAF4B e TAF5 potrebbero rappresentare buoni bioatarc di qualita
ovocitaria.

Anche se il loro ruolo molecolare nell’ovogenesinelle prime fasi dello
sviluppo embrionale deve essere ulteriormente ithjae possibile che
cambiamenti nella loro regolazione potrebbero esserrelati a cambiamenti
nella morfologia degli ovociti associato con liniéta. Questi studi
rappresentano un punto di partenza per ulteriaglagmi sul ruolo fisiologico
dei GTF e il loro possibile coinvolgimento nei didmi riproduttivi. Per

quanto riguarda gli altri geni analizzati, € emersoe le due varianti
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trascrizionali di TAF5L erano ben rappresentati lnexyociti umani; al
contrario, 'mRNA di TAF6L era presente a un liwetolto bassoKig. 39C e
Tabella 12. E interessante notare che, TAF5L, anche chianf@AF-
associated factor 65 beta (beta PAF65), e TAF6LA&ES alfa, sono stati
identificati come subunita del complesso istonetydase PCAF[98]. Le
differenze di espressione tra di loro potrebbedicare un ruolo aggiuntivo per
TAF5L nella gametogenesi umana. E interessanteenote, il suo ortologo in
Drosophila (Cannonball) codifica per una proteina specificallad linea
germinal€g99].

Si é constatato che TAF1L e espresso negli ovoe#i come in ogni tessuto di
controllo analizzatoRig. 39D): di conseguenza, non sembra essere testicolo-
specifico. TAF9 e il suo paralogo TAF9B sono entoaespressi negli ovociti
umani a livelli simili agli altri tessuti. | datni accordo con altri studiL00]
mostrano che entrambi i geni codificano subunitd EliID e sono essenziali
per la vitalita cellulare, ma possono giocare diveuoli nella regolazione
dell'espressione genica.

L'analisi effettuata su Entrez Gene ha rivelato zh@roteina codificata da
TAF9 isoforma b non é una subunita TFIID. In realastato caratterizzato
come proteina della ghiandola surrenale AD-004.tlamluzione di questa
proteina € iniziata da un ATG alternativo e utiéizana cornice di lettura
diversa Tabella 3). Non e comune per un gene codificare due proteine

completamente differenti.
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Infine, l'allineamento dei dati mostra che, nonotde somiglianze strutturali
tra TAF5 e TAF5L e tra TAF6 e TAF6GL, non potevanei@ una comune
origine evolutiva. L’allineamento della sequenzatmbca eseguita mediante
ClustalwW mostra il 28% di identita e 43% di soraglza per TAF5-TAF5L e |l
20% di identita e il 35% di somiglianza per TAF6-H&L (Similarity Matrix:
BLOSUMG62). Oltre ad identificare i geni che sono porntanti per la
riproduzione umana, la caratterizzazione delle rdvesubunita di TFIID in
ovociti umani ci ha permesso di ottenere nuovi datiprincipale complesso
coinvolto nell'inizio della trascrizione. La suangplessita, in contrasto al
semplice ruolo meccanico che queste proteine semlefiettuare, suggerisce
una partecipazione ancora da scoprire in complesegoni biologiche, come
il controllo della proliferazione cellulafé6].

Studi del trascrittoma dell’ovocita umano sono im@oti per una migliore
comprensione della ovogenesi, follicologenesi, melezione e sviluppo
embrionale. Infatti, alcuni lavori hanno riportat@nalisi dell’espressione
genica in ovociti umani utilizzando la tecnologmcroarray[101, 102, 103]I
risultati del presente studio validano alcuni diesfi dati dimicroarray e
caratterizzano le subunitd del complesso, pringipate coinvolte nella
trascrizione dei geni di classe Il che codificamo proteine. In questo lavoro,
si suggerisce che TAF4B, TAF5, TBPL2 e anche TAR&hche se espressa in
ovociti in modo analogo alle cellule somatiche)rpbbero rappresentare geni

candidati per i disordini riprodulttivi.
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L’analisi su singole cellule ha consentito una néeedi correlazioni tra un
marcatore molecolare e disturbi specifici di ovacdi conseguenza, dovrebbe
essere possibile associare ad un’alterata morfoldgil'ovocita, disturbi di
infertilita non ancora ben caratterizzati, o letathini quotidiane, cosi come la
dieta, il fumo o I'esposizione ad agenti inquinaatidifetti molecolari degli
ovociti. Inutile dirlo, sara estremamente imporéastiluppare una tecnologia
che potrebbe permettere la selezione dei gametiespemono appropriati

biomarkerse poi utilizzarli nelle tecniche di riproduzionsssstita.

4.2 PROFILO DI ESPRESSIONE DEI GENI DEL
MACCHINARIO APOPTOTICO IN OVOCITI UMANI
MATURI ED IN CELLULE DEL CUMULO

Al fine di investigare il ruolo dell’apoptosi neketerminare la riduzione della
competenza ovocitaria in avanzata eta riproduttatzhiamo determinato |l
trascrittoma del MA inpool di ovociti MIl maturi, e rispettive cellule del
cumulo, e abbiamo comparato il profilo di espressiaei geni del MA in
ovociti youngeold ed in cellule del cumulgounge old.

Gli ovociti facenti parte dgbool, cosi come le cellule del cumulo, provengono
da follicoli soprannumerari prelevati da una siagalonna. La scelta di
utilizzare inizialmente depool provenienti dalla stessa donna e stata dettata

dalla necessita di voler diminuire il piu possibile numero di variabili
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individuali. Solo in seguito, sulla base dei dateouti neipool, si € passati

all'analisi nelle singole cellule dei geni trovditfferenzialmente espressi.

4.2.1 CONFRONTO OVOCITI VS CELLULE DEL CUMULO SIA OLD
CHE YOUNG.

Utilizzando la normalizzazione relativa con il mdto 2°4¢", abbiamo
paragonato il profilo di espressione dei geni dé iegli ovociti youngcon le
rispettive cellule del cumulo e negivociti old con le rispettive cellule del
cumulo Fig. 41). Questa normalizzazione ci ha permesso di ideatd nel
gamete femminile i genip- o down regolati rispetto a delle cellule somatiche
dello stesso individuo.

Da questo confronto € emerso che, indipendentemdaiteeta materna, la
maggior parte dei geni risul@own regolata negli ovociti fatta eccezione per
BCL2L10 e p73 che invece risultano essere abbondantemente sspias
negli ovocitiold che negliyoung rispetto alle cellule del cumul&ig. 41).
BCL2L10, paralogo di BCL2 nelluomo, codifica pernal proteina
antiapoptotica la quale é altamente espressa watl di topo[104]; & stato
inoltre dimostrato che I'espressione di questo geeéevata in ovociti di topo
in metafase Il ed é stato ipotizzato che il ruald@L2L10 sia associato alla
maturazione degli ovociti, in particolare durant@assaggio dalla prima alla
seconda divisione meioticf105]. Ulteriori studi per la determinazione del
pattern di espressione dei geni della famiglia BCL2 inivassuti inclusi gli

ovociti, hanno mostrato una espressione ovociteifsgeedi BCL2L10[106]. |
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dati ottenuti nel nostro studio indicano I'imporzandi questo gene nella
maturazione degli ovociti e nello sviluppo embri@ngrecoce delluomo
anche se, come vedremo in seguito, non sembra eess®relato con
I'invecchiamento. La famiglia dei geni p53 (p533p®73), conservata lungo
la scala evolutiva, ha I'importante funzione, oltilee come regolatore della
divisione cellulare, quello di assicurare integrganomica e la fedelta del
processo di sviluppo della linea germingl67]. E’ stato dimostrato infatti che
la perdita di uno di questi geni in topi di sesswniinile provoca una
significativa riduzione della fertilitd. E statooitre ipotizzato che le proteine
codificate da questi geni possano svolgere un runfmrtante nel controllo
della ploidia cellularg108, 109] La sovraespressione di p73 che abbiamo
riscontrato negli ovociti non ancora riportata iettératura, ci induce a
ipotizzare un ruolo importante di p73 nellovogane® nelle prime fasi di
sviluppo embrionale. Per tale motivo e per il fattee questo gene presenta
delle isoforme trascrizionali con diversa funziofpeo ed antiapoptotica), €
stato selezionato tra quelli che sono poi statilizzeti sui singoli ovociti.
Questo gene infatti, insieme agli altri membri delamiglia, possiede due
promotori: uno pit a monte del primo esone che gers®forme contenenti il
dominio TA (proapoptotiche) e uno intronico che g@nisoforme troncate

nella parte amimo-terminale con funzione antiapiqdo
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4.2.2 CONFRONTO TRA OVOCITI (OLD E YOUNG) E CELLULE DEL
CUMULO (OLD E YOUNG)

Sempre mediante il metodo dét“?", abbiamo confrontatovociti old rispetto
ad ovociti younge cellule del cumulold rispetto a cellule del cumulpoung
(Fig. 42). | nostri dati mostrano come il profilo di espieme dei geni del MA

e fortemente dipendente dall’eta materna. Infattime e possibile notare nella
Tabella 13 abbiamo osservato wp-regolazione di geni antiapoptotici in
ovociti provenienti da donne/oung e di geni proapoptotici in ovociti
provenienti da donneld. Analizzando le funzioni di questi geni abbiamo
trovato che neglovociti old sono molti di piu i geni proapoptotiap-regolati
rispetto agliovociti young.Lo stesso risultato si evince dall’analisi dei igen
antiapoptotici Fig. 48: il numero di questi geni che risultano essere
sottoespressi € maggiore rispetto a quelli chétaiso sovraespressi.

In particolare abbiamo riscontrato che molti mRNp@regolati codificano per
recettori di morte o proteine proapoptotiche inttadari e risultano essere

down regolati alcuni geni codificanti componentiiapoptotiche.
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Ovociti OLD VS Ovociti YOUNG
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Figura 48: numero di geni pro- ed antiapoptotici che sapoe downregolati negliovociti old
rispetto agliovociti young

Inoltre, dati di letteratura dimostrano che la maggparte dei geni
differenzialmente espressi hanno una regolazioagctizionale in modo da
poter ipotizzare che gli ovocitold durante la loro maturazione hanno
selettivamente collezionato mRNA in grado di attevda via estrinseca
dell'apoptosi e allo stesso tempo sono privi degRNA che codificano per
fattori di sopravvivenza in grado di controbilarreidiattivazione dell’'apoptosi.
Cio sembrerebbe dimostrare che il gamete prodattaré giovane donna sia
piu protetto dalla morte cellulare programmata eigp alla stessa cellula
prodotta da una donna anziana da un punto di Ngstaduttivo.

Considerando che le cellule che abbiamo analizzioo dei gameti
terminalmente differenziati e pronti per essereofe@ti si potrebbe asserire

che gli embrioni prodotti da una donoger 38 possano piu facilmente andare
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incontro ad apoptosi, in quanto gli ovociti cheid@no da esse conservano dei
messaggeri necessari a produrre le proteine cheoposscatenare la morte
cellulare programmata. Contemporaneamente il ganmpetelotto da una
giovane donna e protetto dall’apoptosi da geniagaiptotici. E' noto che
aumentando I'eta riproduttiva, il rischio di anenidle diventa notevolmente
superiore[43, 110] e I'apoptosi potrebbe rappresentare un meccanidmo
selezione naturale che permette di eliminare ghrgoni non adatti.
Analizzando le cellule del cumulo abbiamo osservebe la variazione
coinvolge un numero minore di messaggeri e norvisieaziano correlazioni
tra apoptosi ed invecchiamento, inoltre, la magpemte dei geni proapoptotici

sonodownregolati a livello delle cellule del cumul&if. 49).

Cumulus OLD VS Cumulus YOUNG
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Figura 49: numero di geni pro- ed antiapoptotici che sopee downregolati nelle cellule del
cumuloold rispetto alle cellule del cumulmung
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| risultati ottenuti mostrano come i profili di @ggsione variano in maniera
preponderante negli ovociti delle donne in avanzsatta riproduttiva, che
sembrano avere un assetto molecolare che li pratksall’apoptosi.

Questo approccio ci ha permesso di identificareralgeni candidati le cui
variazioni di espressione possono determinareftereinze di competenza eta
dipendenti. Per confermare il coinvolgimento specifdi questi geni,
considerando che il trascrittoma dell'ovocita matalipende da un numero
molto elevato di fattori tra cui I'eta materna eowsvlo, abbiamo analizzato le
differenze di espressione di alcuni di questi gensingoli ovociti provenienti

da diverse donne.

4.2.3 ANALISI SUI SINGOLI OVOCITI

Alcuni geni come NAIP, BCL2L11, BCL2, TNFRSF10A, FRSF21,
CFLAR, CD40 e BAD sono stati selezionati perchdda espressione era
fortemente differente in relazione all'eta matemantre BCL2L1, MCL1 e
TP73 sono stati selezionati per la presenza doiswé trascrizionali avente
opposta funzione.

Il dato emerso dall’analisi dei suddetti geni confa che soltanto per alcuni le
differenze osservate sono statisticamente sigtiiedp <0.01). Tra i genip-
regolati in maniera statisticamente significativaglh ovociti old abbiamo
trovato 3 membri della superfamiglia di TNF-receptoD40, TNFRSF10A,

TNFRSF21. Lo specifico ruolo di questi nell’ovocitanell’embrione precoce
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non € stato mai analizzato anche se e noto il otgimento di questi nella
crescita, nel differenziamento e nell'attivazionellal pathway estrinseca
dell’'apoptosi. Di contro la sottoespressione diigerme BCL2 e CFLAR, in
grado di controbilanciare [Iattivazione di quesfmthway dimostrano
ulteriormenteche i gameti prodotti da una donoaer 38 accumulano dei
messaggeri necessari a produrre le proteine cheoposscatenare la morte
cellulare programmata e quindi si potrebbe asseheegli embrioni prodotti
da tali gameti possano piu facilmente andare imocad apoptosi.
Contemporaneamente il gamete prodotto da una geowlmna € protetto
dall’apoptosi da geni antiapoptotici.

Dall’analisi sul singolo e emerso che lisoforma @/ (proapoptotica) e
espressa esclusivamente negli ovogitung a differenza dellaANp73
(antiapoptotica) che e presente in entrambi i gtuppnoto che I'espressione
di TAp73 diminuisce con il naturale invecchiamentopciti provenienti da
giovani topeknockoutper questo gene e topild tipe oldpresentano la stesse
anomalie del fusd108] suggerendo che questa isoforma €& coinvolta nel
mantenimento della stabilita genomica nella linearmgnale femminile.
L’assenza di TAp73 negli ovocitld analizzati potrebbe spiegare I'incremento
di aneuploidie che si osserva con 'aumentare etallmaterna.

Lo stesso dato e stato confermato quando abbiami@zeto la TAp73 negli

by

ovociti di topo. Infatti, da questa analisi € emerhe anche nel modello
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murino l'isoforma TAp73 e particolarmente abbon@amégli ovociti di topine

young.

4.2.4 INTERATTOMICA

Tra le proteine con il maggior numero di interazi@ono stati riscontrati degli
hubs disregolati quali BCL2 e CFLAR (ovocitld) che potrebbero essere
considerati dei buoni candidati per un important@inwolgimento
nell’'alterazione dellanetwork E noto in letteratura che, comunemente, gli
hubs se alterati (qualitativamente o quantitativamgnt®no in grado di
trasmettere alterazioni del trascrittoma ad unanbyoarte delle proteine con
cui stabiliscono relazioni funzionali. Questo aczaih perché fiub controlla
direttamente I'espressione di questi geni (in man@ositiva 0 negativa), sia
attraverso sistemi di regolaziofeedback positivi 0 negativi, che dipendono

da caratteristiche qualitative e quantitative thelb.

4.3 ANALISI DI TRASCRITTI OVOCITA-SPECIFICI IN
OVOCITI FRESCHI E IN OVOCITI SCONGELATI DOPO
VITRIFICAZIONE

La crioconservazione degli ovociti € una tecnidke yger preservare la fertilita
in donne a rischio di perdere la loro funzione @ardopo trattamento
chirurgico o chemioterapicfl11]. Inoltre, questa tecnica permetterebbe di

evitare la crioconservazione dell’embrione risobkemproblemi religiosi, etici e
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legali connessi alle leggi che regolano la ripradog medicalmente assistita in
diversi paesi. Esistono due principali tecniche alioconservazione: il
congelamento lento e vitrificaziofiel2, 113]

Molti studi pubblicati hanno confrontato ovociti am scongelati, sia dopo
congelamento lento che dopo vitrificazione, con aitvofreschi e hanno
analizzato il loro comportamento biologico (ad epemla sopravvivenza,
fecondazione, prime fasi dello sviluppo embrionat®si come piu specifiche
caratteristiche strutturali (ad esempio, l'assegdia del fuso meiotico,
allineamento dei cromosonji)14-121]

Tuttavia, non ci sono dati pubblicati sul profiloolacolare di ovociti dopo
crioconservazione. Per valutare gli effetti delld@rificazione sulla qualita
biologica degli ovociti, abbiamo confrontato il fito di espressione di 8
MRNA in singoli ovociti scongelati dopo vitrificame con quelli di ovociti
freschi.

Tra i trascritti analizzati 3 sono considerati gemusekeepingperché
codificano proteine coinvolte nelle funzioni cedltil di base e sono espressi
costantemente in tutte le cellule umangl22] (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase [HPRT], glyceraldehyd#iB@sphate
dehydrogenase [GAPDH], and peptidylprolyl isomerd@sgcyclophilin A,
CYCLOPHILIN]); gli altri 5 geni codificano proteinessenziali per lo sviluppo
dellovocita e per specifiche funzioni (bone morghlpetic protein 15

[BMP15], growth differentiation factor 9 [GDF9], lfmwulogenesis-specific
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basic helix-loop-helix [FIGLA], POU class 5 homeabd [POU5f1-OCT4],
and TATA box binding protein [TBP]-associated fact8 [TAF4B]).

GDF9 e BMP15 (conosciuto anche come GDF9b) sondaltai strettamente
collegati alla crescita dell'ovocita. Sono membeglla superfamiglia del
transforming growth factor—b (TGFb), espressi negbciti durante la maggior
parte della follicologenesi. Sia GDF9 che BMP15csoninvolti in specifiche
funzioni delle cellule della granulosa e del cumi@d esempio, proliferazione,
espansione del cumulo, apoptd4}3, 124, 125]

FIGLA, OCT4, e TAF4B sono fattori di trascrizioneeferenzialmente espressi
nelle cellule germinali. FIGLA (factor in the geimd), espresso
esclusivamente nelle cellule germinali, € un fattak trascrizione critico
durante le fasi iniziali della follicologenesi. Bssegola la trascrizione dei geni
codificanti le proteine della zona pellucida (ZRiraverso un motivo E-box
(CANNTG); in topi knockout per FIGLA, I'espressioni ZP1, ZP2, e ZP3 e
assent¢l26, 127]

Oct4 e espresso ad alti livelli in ovociti matuisso svolge un importante
ruolo nello sviluppo embrionale, soprattutto dueani primi stadi
dell’embriogenesi, ed € necessario per il mantenimdella pluripotenza delle
cellule staminali embrionalil28, 129]

TAF4B, un fattore generale di trascrizione espremsaalti livelli in ovociti
maturi, sembra essere un importante fattore dilaggme nella gametogenesi

femminile dei mammiferj3, 89].
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| trascritti scelti per la nostra analisi codificaproteine che sono essenziali per
gli ovociti maturi, a causa del loro ruolo nellatadita del gamete, nello
sviluppo follicolare e dell’embrione: di conseguangssi rappresentano ottimi

candidati molecolari di qualita ovocitafe30].
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CONCLUSIONI

La conoscenza del trascrittoma dell'ovocita umanatum rappresenta
sicuramente un importante traguardo non soltantccampo della medicina
della riproduzione ma anche in un contesto piu ang@me ad esempio la
medicina rigenerativa. Infatti, € noto che il citgma dell’'ovocita e in grado
di riprogrammare il genoma di una cellula somaticahe a livello dell’ovocita
sono abbondantemente espressi i geni codificatitrifaldi staminalita come
OCT4, SOX2, KIF4 e c-MY(@131].

Lo scopo del lavoro presentato nella mia tesi diadato € stato appunto di
caratterizzare i trascritti codificanti proteinesémite in importanti circuiti
biologici, come [I'Apparato Generale di Trascriziors® il Macchinario
Apoptotico, nel gamete femminile umano.

La caratterizzazione molecolare di tali trascritti differenti situazioni
fisiologiche e non, ci ha permesso di individuaes thessaggeri da poter
utilizzare come marcatori di qualita ovocitaria.

In particolare, I'analisi dei fattori generali diascrizione ci ha permesso di
individuare il TAF4B come importante marcatore. hastra ipotesi e stata
confermata da successivi lavori dove il TAF4B écsf@oposto come uno dei
candidati nell’invecchiamento riproduttivo femmanihel topo.

La valutazione del profilo di espressione dei gigliMacchinario Apoptotico

ci ha permesso di individuare dei geni candidatil@eiduzione di competenza
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dell'ovocita durante lI'invecchiamento riproduttiviofatti, abbiamo dimostrato
che la via estrinseca dell’apoptosi e piu facilneeimducibile in ovociti
provenienti da donne anziane ed inoltre in qudsthusono poco espressi dei
fattori di sopravvivenza in grado di bloccare Radzione di talepathway
Particolarmente interessante e l'assenza nelle edanziane del trascritto di
TAp73. Se questa dato verra confermato a livellotgico, considerando
I'importante ruolo svolto dalla TAp73 nel controlitella formazione del fuso,
spiegherebbe la riduzione della vitalita dellemobe e l'aumento di
aneuploidie che si riscontra nelle donne in avanetd riproduttiva.

Infine, questi studi sono stati applicati a settstiettamente attinenti alla
medicina della riproduzione e ci hanno permesscaalifermare a livello

molecolare che il protocollo di vitrificazione naitera la qualita ovocitaria.
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