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SCOPO DELLA TESISCOPO DELLA TESISCOPO DELLA TESISCOPO DELLA TESI    

Il lavoro presentato in questa tesi ha come oggetto di studio il gamete 

femminile ed in particolare il trascrittoma dell’ovocita umano. 

All’interno di questa linea di ricerca abbiamo: 

• Caratterizzato il TFIID [1, 2] in condizioni non patologiche per ricercare 

marcatori molecolari da correlare alla qualità ovocitaria [3]; 

• Valutato il profilo di espressione dei geni codificanti le proteine del 

macchinario apoptotico [4] durante l’invecchiamento riproduttivo; 

• Valutato la qualità ovocitaria in risposta a specifici protocolli di 

congelamento (Vitrificazione) [5]. 
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RIASSUNTORIASSUNTORIASSUNTORIASSUNTO    

L’uomo è considerato il sistema biologico complesso per eccellenza in quanto 

è il risultato di un intricato insieme di complessi molecolari, discreti e 

definibili, responsabili di particolari fenomeni biologici. Questi complessi 

interagiscono gli uni con gli altri, nello spazio e nel tempo, legandosi a regioni 

comuni o distinte di DNA, per creare una network di interazioni proteina-

proteina e proteina–DNA, e prendono parte a diversi meccanismi cellulari, 

quali trascrizione, processamento dell’mRNA, replicazione del DNA, 

ricombinazione, riparazione e morte cellulare [6]. 

Tutti questi complessi sistemi, che vanno a costituire quelli che sono i 

macchinari molecolari, sono presenti anche nel gamete femminile che 

rappresenta una delle cellule più affascinanti dell’organismo dei Vertebrati, e 

soprattutto dei Mammiferi e dei Primati. Infatti, pur essendo una cellula 

terminalmente differenziata va incontro ad un processo di differenziamento 

estremamente particolare e contiene a livello del suo citoplasma tutte quelle 

informazioni che rendono possibile poi lo sviluppo di un nuovo individuo. 

Lo studio dei meccanismi che portano alla formazione di un ovocita maturo e 

competente potrebbe aiutarci a comprendere le basi della totipotenza dello 

zigote, nelle cui prime fasi di sviluppo il gamete femminile ha un ruolo 

fondamentale prima dell’attivazione del genoma embrionale. 

Nonostante i numerosi studi fatti su modelli animali poco lavoro è stato fatto 

sull’uomo, e ancora oggi, poco è conosciuto riguardo il fenotipo molecolare del 

gamete femminile umano. Questo naturalmente è dovuto ad una scarsa 
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disponibilità di materiale infatti prima della legge 40/2004 del 19 febbraio 

2004 ( pubblicata sulla Gazzetta Ufficiale n. 45 del 24-02-2004: “Norme in 

materia di procreazione medicalmente assistita testo in vigore dal: 10-3-2004 

art 14”) anche in Italia gli ovociti prelevati venivano tutti fecondati e la 

selezione dell’impianto veniva effettuata sugli embrioni. Dal 19 febbraio 2004 

è possibile fecondare solo 3 ovociti, e il più delle volte quindi rimangono 

ovociti inutilizzati per la fecondazione. 

Il nostro progetto prevede appunto l’utilizzo degli ovociti non selezionati 

dall’embriologo. 

Da alcuni anni, in collaborazione con il Servizio di Procreazione Medicalmente 

Assistita dell’Azienda Ospedaliera Cannizzaro di Catania, abbiamo iniziato a 

studiare alcuni aspetti del gamete femminile ed in modo particolare abbiamo 

portato avanti un progetto di ricerca sullo studio di Macchinari Molecolari 

quali l’Apparato Generale di Trascrizione [3] ed il Macchinario Apoptotico di 

Homo sapiens [1, 2, 4] che stanno alla base, rispettivamente, della crescita e 

della morte cellulare. Proprio per il ruolo fondamentale svolto da questi 

intricati sistemi risulta di estrema importanza il loro studio. 
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INTRODUZIONEINTRODUZIONEINTRODUZIONEINTRODUZIONE    

1.1 SVILUPPO E DIFFERENZIAMENTO DELL’OVOCITA 

UMANO 

Tutti gli organismi a riproduzione sessuata si originano dall’unione di 

cellule altamente specializzate chiamate gameti: spermatozoo e cellula uovo. 

L’ovocita è il gamete femminile e deriva da un processo di gametogenesi, noto 

come ovogenesi, che si svolge all’ interno delle gonadi femminili, le ovaie. I 

precursori dei gameti sono le cellule germinali primordiali (PGCs, primordial 

germ cells) che durante l’embriogenesi sono specificate da interazioni tra 

cellule vicine. Le PGC sono le cellule sessuali diploidi indifferenziate più 

primitive. Inizialmente queste cellule sono localizzate all’esterno della gonade 

ma durante lo sviluppo embrionale si separano dalla linea cellulare somatica e 

migrano dal mesoderma extraembrionale verso l’abbozzo della futura gonade 

(Fig. 1); quest’ultima in seguito allo sviluppo “sesso-specifico” si differenzierà 

in ovaio o testicolo, a seconda del sesso dell’individuo [7], ed in questa sede le 

PGCs saranno definite rispettivamente oogoni e spermatogoni. 
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Figura 1: migrazione delle PGCs dal mesoderma extraembrionale verso l’abbozzo della futura 
gonade. 
 

La migrazione di queste cellule all’interno dell’ovaio coincide con la loro 

intensa attività proliferativa attraverso successive divisioni mitotiche, che 

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

di oogoni (Fig. 2) [8-12]. 

 
Figura 2: variazione del numero di oociti nell’ovario a differenti stadi di sviluppo. 
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Tuttavia nelle fasi successive dello sviluppo fetale il numero di oogoni si 

riduce progressivamente (tra 700 mila e 2 milioni alla nascita e ca. 400 mila 

alla pubertà) in quanto la maggior parte di essi va incontro a morte mentre i 

restanti 2 milioni circa, definiti ora oociti primari, intraprendono la prima 

divisione meiotica (Fig. 2). 

Solo una parte di tutte queste cellule riuscirà a concludere il proprio ciclo di 

maturazione per cui il numero totale di oociti subisce un ulteriore decremento. 

La prima divisione meiotica però non viene portata a termine ma piuttosto gli 

oociti si arrestano allo stadio di diplotene della profase I in attesa che 

l’individuo raggiunga la maturità sessuale, per poi poter riprendere e 

concludere il proprio ciclo. 

A questo stadio ogni oocita I è circondato da un unico strato di cellule 

appiattite dette cellule della granulosa e nel loro insieme essi costituiscono il 

follicolo primordiale  (Fig. 3). 

 

 

Figura 3: follicolo primordiale circondato da cellule della granulosa appiattite. 
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Al momento della nascita il numero dei follicoli primordiali è ridotto 

approssimativamente intorno al milione rispetto ai sette inizialmente presenti. 

Alla pubertà i follicoli primordiali sono circa 300-400.000 e di questi soltanto 

400 circa completeranno il loro ciclo di maturazione. Questi follicoli 

primordiali permangono in uno stato di quiescenza finché, periodicamente, 

vengono selezionati, attraverso un processo definito “reclutamento iniziale”, 

per proseguire il loro accrescimento ed entrare così a far parte del pool di 

follicoli in via di sviluppo. Questi ultimi passano attraverso lo stadio primario e 

secondario prima di acquisire una cavità antrale, ed è proprio a questo livello 

che la maggior parte dei follicoli va incontro ad atresia. Nonostante ciò alcuni 

di essi, sottoposti ad un’opportuna stimolazione ormonale che si verifica dopo 

la pubertà, vengono sottratti a questo destino (processo definito “reclutamento 

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

 

 

Figura 4: sviluppo e reclutamento dei follicoli ovarici nell’uomo. 
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La cospicua riduzione del numero di ovociti può essere comunque attribuita a 

diversi meccanismi: le cellule germinali dell’area corticale migrano verso la 

superficie dell’ovario e vengono incorporate all’interno dell’epitelio 

superficiale o vengono eliminate nella cavità peritoneale, subiscono una 

regressione durante la meiosi oppure fallisce il processo che porta l’ovocita ad 

essere circondato dalle cellule della granulosa. Quest’ultimo meccanismo ha 

come conseguenza la mancata formazione del follicolo primordiale ed è 

influenzato da geni che, in condizioni normali, reprimono attivamente la morte 

delle cellule germinali. Una volta che tutti i follicoli primordiali si sono 

formati, evento che si verifica poco dopo la nascita, si ha un’ulteriore e 

continua perdita di ovociti attraverso processi fisiologici quali la crescita 

follicolare e l’atresia, che si ripetono ciclicamente per tutta la vita della donna 

[8]. 

Considerando quindi che negli individui di sesso femminile tutti gli ovociti 

sono prodotti durante il periodo fetale o comunque poco dopo la nascita, le 

donne nascono con un numero finito di gameti bloccati in meiosi I che in 

seguito continua a diminuire nel corso della loro vita. Nelle donne, 

l’esaurimento di questo pool limitato di ovociti si verifica intorno ai 50 anni di 

età e conduce al fenomeno della menopausa. 

Recenti studi hanno comunque messo in discussione questa teoria suggerendo 

che nelle ovaie di topi sia giovani che adulti sono presenti cellule germinali 

mitoticamente attive che sostengono la formazione dell’ovocita e del follicolo 

[14]; altri studi hanno messo in evidenza che cellule staminali germinali 

derivate dal midollo osseo sono distribuite alle ovaie di topo attraverso il 
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sangue periferico [15], così come studi in vitro hanno dimostrato la capacità 

delle cellule dell’epitelio superficiale dell’ovario umano di differenziarsi in 

ovociti e cellule della granulosa [16]. Queste ipotesi, che necessitano di 

ulteriori conferme, suggeriscono che il pool di follicoli primari negli ovari di 

donne adulte possa rappresentare una popolazione dinamica piuttosto che 

statica, caratterizzata da strutture che degenerano e si differenziano 

continuamente. 

 

1.1.1, OVOGENESI, FOLLICOLOGENESI E 

REGOLAZIONE ORMONALE 

Come detto pocanzi, gli ovociti se sottoposti ad un’opportuna 

stimolazione ormonale, che si verifica dopo la pubertà, ciclicamente 

cominciano a maturare e riprendono la meiosi divenendo ovociti secondari; 

questi ultimi si arrestano infine allo stadio di metafase II dando così origine 

alla cellula uovo matura, cioè pronta per essere fecondata dopo l’ovulazione. 

La seconda divisione meiotica sarà completata solo dopo la fecondazione (Fig. 

5). 
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Figura 5: processo di crescita dell’ovocita. 

 

Ovviamente la maturazione dell’ovocita I (ovogenesi) si accompagna 

comunque ad un contemporaneo sviluppo del follicolo che lo contiene, 

fenomeno che prende il nome di follicologenesi (Fig. 6). Il destino di ogni 

follicolo è controllato sia da fattori endocrini che da fattori paracrini [17]. 
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Figura 6: rapporto tra ovogenesi e follicologenesi. 

 

Ovogenesi e follicologenesi sono processi strettamente correlati ed entrambi 

dipendenti dalla liberazione ciclica di elevati livelli di ormoni gonadotropi 

quali FSH e LH. L'ovulazione innescata dall’aumento dei livelli di LH è 

l'evento che segna il passaggio del gamete femminile dall'antro follicolare 

all'ambiente extraovarico. Complesse correlazioni funzionali tra ipotalamo, 

ipofisi anteriore ed ovaie, infatti, sono responsabili della maturazione mensile 

di un follicolo ovarico e della sua rottura con espulsione di un ovocita maturo 

(Fig. 7 e Fig. 8), successivamente trasportato nelle Tube di Falloppio per 

essere fecondato. La risposta follicolare all’aumento dell'LH, che culmina 
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nell'ovulazione, è un processo complesso, ma ben orchestrato, che comporta un 

continuo cross-talking fra le cellule della granulosa e l'ovocita. 

 

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

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

 

La follicologenesi ha inizio verso il settimo mese di gravidanza, quando la 

maggior parte degli oogoni presenti si sono trasformati in oociti I e ciascuno di 

essi entra nella costituzione di un follicolo primordiale  caratterizzato da uno 
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strato di cellule appiattite, dette cellule della granulosa, che circonda la cellula 

uovo (Fig. 3). 

Dalla pubertà alla menopausa di norma ogni 28 giorni un follicolo primordiale, 

e di conseguenza un oocita, completa la sua maturazione andando incontro ad 

una serie di trasformazioni che interessano entrambi i tipi cellulari: la cellula 

uovo aumenta in dimensioni e gli strati di granulosa si moltiplicano intorno ad 

essa formando il follicolo primario  (Fig. 9). 

 

 
 

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

 

Le cellule follicolari e l’ovocita racchiuso nel follicolo secernono un sottile 

strato di materiale acellulare di natura glicoproteica che si stratificherà sulla 

superficie esterna del gamete. Questa struttura di rivestimento detta zona 

pellucida è attraversata da gap junction che hanno la funzione di trasmissione 

di segnali chimici e di metaboliti tra le cellule follicolari e l’ovocita. Essa 

svolge inoltre un ruolo importante che consiste nel proteggere l’ovocita da 

Granulosa 
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traumi di vario tipo e, dopo l’ovulazione, funge da barriera specie-specifica 

verso gli spermatozoi appartenenti a specie diverse. 

Durante il ciclo mestruale i livelli di gonadotropine aumentano ed in 

particolare l’FSH determina una rapida proliferazione di 6-12 follicoli ogni 

mese. Le cellule della granulosa proliferano rapidamente e nuove cellule 

derivanti dall’interstizio ovarico si dispongono a formare diversi strati 

all’esterno della granulosa costituendo la cosiddetta teca; questa comprende 

strati più vicini alla granulosa (teca interna) che secernono steroidi e strati più 

esterni (teca esterna) che formano la capsula del follicolo. Le cellule della 

granulosa iniziano a secernere il liquor follicoli  contenente un’elevata 

concentrazione di estrogeni che si accumula all’interno del follicolo e spinge 

l’ovocita verso la periferia, formando così la cavità antrale ed il cumulo ooforo, 

ed è a questo stadio che si parla di follicolo secondario (Fig. 10). 

 

 

Figura 10: follicolo secondario. 

 

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

di degenerazione detto atresia follicolare in cui sia gli oociti quiescenti che i 
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follicoli già conformati vanno incontro ad apoptosi, mentre alcuni di essi, sotto 

stimolazione delle gonadotropine che si verifica ciclicamente dopo la pubertà, 

raggiungono lo stadio preovulatorio [17]. Quest’ultimo stadio di sviluppo è 

determinato da un ulteriore aumento delle dimensioni follicolari e dell’ovocita 

con la formazione del follicolo ormai maturo detto follicolo terziario o di 

Graaf (Fig. 11). 

 

 
Figura 11: follicolo terziario o di Graaf. 

 

Nella fase immediatamente precedente l’ovulazione, il rapido incremento di 

gonadotropine ed in particolare di LH determina la ripresa della meiosi 

nell’ovocita di I ordine che completa la I divisione meiotica e si arresta a 

livello della metafase II con formazione di due cellule: 

• una cellula che conserva quasi tutto il citoplasma dell’ovocita, 

detta ovocita di II ordine 

• una cellula con pochissimo citoplasma detta I globulo polare 

Entrambe le cellule risultano essere aploidi (n). 
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La ripresa della meiosi sembrerebbe essere dovuta, oltre che all’aumento delle 

gonadotropine, alla chiusura delle gap junction che mettono in comunicazione 

l’ovocita con le cellule follicolari. L’interruzione della comunicazione con le 

cellule circostanti determina un decremento di cAMP che segnala all’ovocita di 

riprendere la meiosi. In particolare, la ripresa della meiosi e di conseguenza la 

ripresa della maturazione ovocitaria LH-dipendente sarebbe legata a due 

meccanismi: risposta immediata e risposta ritardata (Fig. 12). 

 

 

Figura 12: sblocco della meiosi I 
(De Leo-Fasano-Ginelli “Biologia e Genetica”, II Ed. Cap.8). 

 

Il primo tipo di risposta induce la fosforilazione della connessina 43, in seguito 

all’attivazione di MAPK, che induce la ripresa della meiosi grazie alla chiusura 

delle gap junction. Tale processo si completa grazie alla risposta ritardata che 

prevede prima l’inibizione della traduzione di questa proteina e poi, più a 

monte, il blocco della trascrizione. Lo scopo finale è, comunque, 

l’eliminazione delle gap junction. 

Quindi, in risposta all’aumento delle gonadotropine, durante ogni ciclo 

riproduttivo, i follicoli di Graaf scoppiano rilasciando nell’ovidutto l’ovocita 
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maturo circondato dalle cellule del cumulo ooforo che assumono la 

denominazione di corona radiata e questo processo è definito “ovulazione” 

(Fig. 7 e Fig. 8). 

Questo processo si presenta solitamente dai 16 ai 12 giorni prima della 

mestruazione. Quando il follicolo ovarico raggiunge le sue massime 

dimensioni provoca un rigonfiamento visibile sulla superficie dell’ovaio, che 

prende l’aspetto di un’area vascolare biancastra chiamata stigma. A questo 

punto il follicolo è separato dalla cavità peritoneale soltanto da uno strato di 

cellule sottilissimo. La rottura del follicolo è provocata dall’azione di enzimi 

litici (plasmina, collagenasi). La pressione del liquido contenuto nel follicolo si 

riduce gradatamente e perciò la rottura dello stigma non è un fenomeno 

esplosivo: l’ovocita, circondato da alcune cellule del cumulo ooforo (che vanno 

a formare la corona radiata), viene espulso lentamente dall’ovaio insieme al 

liquido antrale. A questo punto le fimbrie dell’ovidotto, che nel periodo 

dell’ovulazione si sono avvicinate alle ovaie, catturano l’ovocita e lo spingono 

all’interno dell’ovidotto. Al momento dell’ovulazione anche la membrana 

propria cha separava la teca dalla granulosa si rompe, vascolarizzando la 

granulosa e formando un coagulo al centro di quel che resta del follicolo 

ovulato. Inizia così la trasformazione di questa struttura in corpo luteo [18], 

ghiandola che secerne grandi quantità di progesterone ed estrogeni, importanti 

per l’annidamento e lo sviluppo dell’embrione; essi inoltre esercitano un 

meccanismo a feedback negativo sulla secrezione delle gonadotropine 

ipofisarie. Il corpo luteo (Fig. 13) raggiunge il maggior grado di 

differenziamento 7-8 giorni dopo l’ovulazione e successivamente degenera se 
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non vi è fecondazione. Progesterone ed estrogeni esercitano un feedback 

negativo sulla secrezione di gonadotropine ipofisarie. 

 

Figura 13: corpo luteo 

 

Tutti questi eventi si verificano in seguito al rilascio di ormoni prodotti 

principalmente dalle gonadi femminili la cui funzione basilare consiste nel 

differenziamento e nel rilascio di un ovocita maturo e competente pronto per la 

fecondazione in modo da garantire il meccanismo di propagazione della specie, 

ma anche da parte dell’asse ipofisi-ipotalamo. 

Gli ormoni in questione sono principalmente l’Ormone Follicolo Stimolante 

(FSH), l’Ormone Luteinizzante (LH ), gli estrogeni ed il Progesterone. I primi 

due appartengono alla categoria delle Gonadotropine, sono secreti dall’ipofisi 

sotto stimolazione del Fattore di Rilascio delle Gonadotropine (GnRH) 

prodotto dall’ipotalamo ed hanno un ruolo essenziale nello sviluppo, 

maturazione e mantenimento delle funzioni delle ovaie. Gli altri due fanno 

parte della famiglia degli Steroidi, vengono sintetizzati principalmente 

dall'ovaio in risposta allo stimolo degli ormoni ipofisari e svolgono 

importantissime funzioni fisiologiche: regolano la maturazione sessuale 

intervenendo nell’accrescimento dell'apparato genitale, stimolano lo sviluppo 
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ed il mantenimento dei caratteri sessuali femminili secondari (crescita delle 

mammelle, distribuzione dei peli, voce, statura, ossatura, distribuzione del 

grasso), permettono la fecondazione e la gravidanza intervenendo nella 

regolazione del ciclo mestruale. 

Come si può vedere nella Figura 14 gli ormoni dell’ipotalamo, dell’ipofisi e 

dell’ovario concorrono ad integrare le diverse attività del ciclo ovarico, uterino 

e cervicale. 

 

 

Figura 14: regolazione ormonale del ciclo ovarico e del ciclo uterino 

 

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

luteinica o secretiva, ciascuna della durata di circa 14 giorni. Si considera come 
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primo giorno del ciclo il primo giorno di sanguinamento (mestruo), fenomeno 

che rappresenta l’eliminazione della mucosa uterina ipertrofica che era pronta 

ad accogliere una eventuale blastocisti. Il GnRH, prodotto dall’ipotalamo, 

induce il rilascio delle gonadotropine da parte dell’ipofisi. Comincia così la 

fase follicolare. Si osserva un iniziale incremento di FSH ed i follicoli che 

hanno cominciato a crescere rispondono proliferando ulteriormente. L’FSH 

induce la produzione di estradiolo ed anche un incremento dei recettori delle 

cellule della granulosa. Dopo poco l’ipofisi, in seguito al picco di estradiolo, 

comincia a secernere anche l’LH il cui picco induce la ripresa ed il 

completamento della meiosi I con la formazione del primo globulo polare e 

l’inizio della meiosi II fino allo stadio di metafase II. Il picco di LH induce 

l’ovulazione che avviene il 14° giorno del ciclo. A questo punto l’ovocita 

fermo in metafase II completerà la meiosi II solo se sarà fecondato, in caso 

contrario, sarà eliminato con le mestruazioni. 

Dopo l’ovulazione comincia la fase luteinica o secretiva. Per effetto dell’LH, 

quello che resta del follicolo all’interno dell’ovario si trasforma in corpo luteo 

che secerne prevalentemente progesterone, steroide molto importante affinché 

l’utero si crei l’ambiente adatto all’impianto della blastocisti. Esso agisce 

stimolando l’ipertrofia sia della parete dell’utero che dei vasi sanguigni, ed ha 

come altro effetto quello di bloccare la produzione di FSH e quindi di inibire lo 

sviluppo di altri follicoli. Se l’ovocita non viene fecondato il corpo luteo 

degenera, si esaurisce la secrezione di progesterone e la mucosa uterina si 

sfalda. Con il decremento del progesterone, l’ipofisi riceve lo stimolo a 

secernere di nuovo FSH ed il ciclo ricomincia. 
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Questi ormoni sessuali femminili consentono quindi la creazione delle 

condizioni adatte alla fecondazione della cellula uovo ed al suo annidamento 

nella mucosa uterina (endometrio), eventi che segnano l'inizio della 

gravidanza. Inoltre, operando a livello dell'ipotalamo e dell'ipofisi, questi 

ormoni sono in grado non solo di autoregolare il proprio rilascio ma anche di 

indurre la liberazione del GnRH, dell’FSH e dell’LH. Questo meccanismo di 

controllo cosiddetto a feedback utilizza le informazioni sui livelli di estrogeni e 

di progesterone circolanti nell'organismo in un dato momento per regolare 

l'attività ipotalamica ed ipofisaria durante il ciclo mestruale. Il meccanismo di 

feedback può pertanto essere sia positivo che negativo. Il meccanismo di 

feedback positivo aumenta la secrezione ormonale, infatti bassi livelli circolanti 

di estrogeni segnalano all'ipotalamo la necessità di secernere una maggior 

quantità di GnRH, che stimola l'ipofisi a rilasciare l'FSH. A sua volta, l'FSH 

stimola la secrezione degli estrogeni da parte delle ovaie. Al contrario il 

feedback negativo spegne la secrezione ormonale: alti livelli circolanti di 

estrogeni e di progesterone segnalano all'ipotalamo la necessità di ridurre la 

secrezione di GnRH. La caduta dei livelli di GnRH segnala all'ipofisi la 

necessità di ridurre la secrezione di FSH e di LH; tale diminuzione dei livelli di 

ormoni gonadotropi segnala alle ovaie la necessità di ridurre la secrezione di 

estrogeni e di progesterone, come mostrato nella Figura 15. 

 



_____________________________________________________Introduzione 

 - 22 - 

 
Figura 15: meccanismi di feedback positivo e negativo 

(De Leo-Fasano-Ginelli “Biologia e Genetica”, II Ed. Cap.8). 
 

 

 

1.1.2 RELAZIONE TRA OVOCITA E CELLULE 

SOMATICHE 

La gametogenesi femminile inizia in uno stadio precoce dello sviluppo 

embrionale, quando le cellule germinali primordiali migrano verso le gonadi 

dove, attraverso una serie di divisioni mitotiche, iniziano a proliferare e 

intraprendono la prima divisione meiotica. Poiché la meiosi inizia in tutte le 

cellule germinali durante la fase fetale, nelle donne il pool ovocitario è già 

stabilito ancor prima della nascita dell’individuo e non vi è possibilità di 

rigenerare potenziali gameti femminili negli stadi di sviluppo successivi [19]. 

Inoltre il numero di follicoli nell’ovaio si riduce drasticamente da 7 milioni a 

400.000, passando dallo stadio fetale alla pubertà, e di questi solo 400 circa 

riusciranno a completare il proprio ciclo di maturazione [20]. Per questi motivi 
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è importante che la cellula uovo sia adeguatamente protetta e sottratta 

all’azione di tutti gli agenti di natura chimica o fisica in grado di danneggiarla 

o di comprometterne lo sviluppo. Questo ruolo di primaria importanza è svolto 

dalle cellule follicolari che circondano il gamete femminile, provvedendo a 

creare intorno ad esso un microambiente adatto alla sua corretta maturazione. 

La capacità di un ovocita maturo di sostenere i vari stadi di sviluppo dal più 

precoce (la fecondazione) al più tardivo (l’impianto dell’embrione nell’utero) è 

definita “competenza” e può essere considerata una misura intrinseca della 

qualità ovocitaria. L’ovocita acquisisce una competenza sempre maggiore in 

maniera graduale e progressiva man mano che attraversa le varie tappe della 

follicologenesi, dal momento in cui esso inizia ad accrescersi e le cellule 

somatiche che lo circondano a differenziarsi [21]. I fattori necessari per lo 

sviluppo di un ovocita competente sono diversi: la grandezza del follicolo 

(ovociti che derivano da follicoli di dimensioni maggiori sono più competenti 

rispetto a quelli ovulati da follicoli più piccoli) [22], la vitalità del follicolo, 

cioè la sua capacità di proseguire lo sviluppo sfuggendo all’apoptosi [23, 24], 

la stimolazione ormonale che comporta lo sviluppo follicolare ed infine la 

comunicazione tra l’ovocita e le cellule del cumulo (CCs) che lo circondano 

[25]. 

Inizialmente si pensava che l’oocita fosse una cellula passiva all’interno del 

follicolo, completamente soggetta al controllo delle cellule della granulosa. 

Numerosissime evidenze sperimentali hanno invece dimostrato che esso 

influenza attivamente lo sviluppo del follicolo promuovendo la sua crescita e 

dirigendo il differenziamento delle cellule che lo circondano. Le cellule della 
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granulosa, allo stesso tempo, sono impegnate nella secrezione di sostanze 

nutritive, segnali chimici e mucopolisaccaridi che rispettivamente stimolano la 

maturazione sia del follicolo sia dell’ovocita e costituiscono un rivestimento 

protettivo attorno al gamete (zona pellucida e cumulo ooforo). Esse inoltre 

sono responsabili della produzione di enzimi e sostanze antiossidanti che hanno 

un potenziale impatto sulla sorte ovocitaria [26]. Risulta essere abbastanza 

evidente, quindi, che ovocita e cellule somatiche dipendono strutturalmente e 

metabolicamente le une dalle altre e che il processo che porta alla crescita del 

follicolo ovarico sia dovuto ad un’interazione sinergica tra le componenti 

cellulari che lo costituiscono. L’instaurarsi di questa relazione, indispensabile 

per il corretto sviluppo ed il benessere del futuro embrione [27], dipende 

essenzialmente da due meccanismi di comunicazione cellulare mediati 

rispettivamente da giunzioni di tipo gap e da fattori paracrini (Fig. 16). 

 

Figura 16: la comunicazione tra oocita e cellule somatiche è essenziale per la crescita e lo 
sviluppo sia del gamete femminile che del follicolo. Questo asse di comunicazione 
bidirezionale è mediato da fattori paracrini (frecce continue) e dallo scambio di piccole 
molecole tramite giunzioni gap (freccia tratteggiata). 
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Le cellule somatiche (in particolar modo le cellule del cumulo) presentano 

infatti dei prolungamenti citoplasmatici, che penetrano gli involucri ovocitari, 

alle cui estremità sono localizzate le giunzioni gap; esse consentono il 

passaggio di ioni, metaboliti e amminoacidi di basso peso molecolare necessari 

per lo sviluppo dell’oocita, mentre le molecole più grandi vengono trasportate 

mediante meccanismi di endocitosi mediata da recettore [28]. Le connessioni 

tra l'ovocita e le cellule della granulosa sono possibili grazie alla presenza della 

connessina 37 ed una omologa connessione è mantenuta tra le cellule della 

granulosa, nelle quali è invece presente la connessina 43. Evidenze 

sperimentali hanno dimostrato che in topi deficienti per il gene della 

connessina 37 non si ha la formazione di follicoli di Graaf, fallisce il processo 

ovulatorio, si sviluppano molti corpi lutei ed inoltre l’accrescimento dell’oocita 

si arresta prima che esso raggiunga la competenza [29]. Ciò dimostra che i 

meccanismi di comunicazione intercellulare tramite giunzioni gap regolano e 

coordinano in maniera critica il complesso set di interazioni cellulari richiesti 

affinché l’oogenesi e l’ovulazione vadano a buon fine [30]. 

Il secondo meccanismo di comunicazione tra oocita e cellule della granulosa è 

mediato da fattori paracrini, secreti da entrambi i tipi cellulari, che giocano un 

ruolo fondamentale nel dirigere la crescita ed il differenziamento dei follicoli 

ovarici così come altre funzioni cellulari importanti; ad esempio, è stato 

dimostrato che i fattori paracrini secreti dall’oocita sono indispensabili affinché 

le cellule del cumulo si espandano e, soprattutto, mantengano il proprio 

fenotipo (Fig. 17) [28]. 
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Figura 17: i fattori paracrini solubili prodotti dall’ovocita regolano aspetti fondamentali delle 
funzioni delle cellule somatiche quali crescita, differenziamento, espansione delle cellule del 
cumulo ed ovulazione. 
 

La maggior parte degli studi riguardanti questo settore hanno focalizzato la 

loro attenzione su alcuni membri della superfamiglia dei transforming growth 

factor beta (TGFβ), quali growth differentiation factor 9 (GDF9), bone 

morphogenetic protein 15 (BMP15) ed altri. Il grande interesse rivolto verso 

questi fattori paracrini è dovuto principalmente al fatto che un’alterazione 

dell’espressione dei loro rispettivi geni compromette notevolmente le funzioni 

ovariche e la fertilità [28, 29, 30 e 31]. Studi effettuati su topi knockout hanno 

provato che delezioni a livello di tali fattori, coinvolti nella proliferazione delle 

cellule della granulosa [32], in particolare del GDF9, inducono la produzione 

di un fenotipo sterile in cui lo sviluppo dei follicoli si arresta, ottenendo così un 

unico strato di cellule a delimitare un ovocita di grandi dimensioni [33] e ciò 

dimostra come le cellule della granulosa necessitino del fattore GDF9 per la 

propria proliferazione. Questa comunicazione di tipo feedback tra oocita e 

cellule somatiche è necessaria anche per coordinare la ripresa della meiosi da 
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parte del gamete femminile ed il processo di ovulazione. È stato dimostrato che 

gli ovociti immaturi o non competenti non interagiscono in maniera appropriata 

in questo sistema di comunicazione e non vengono ovulati [34, 35, 36]. Il 

processo ovulatorio può essere quindi considerato come un punto di controllo 

attraverso il quale soltanto gli oociti competenti ed in buona salute sono in 

grado di governare il proprio rilascio garantendo così una sorta di selezione 

naturale degli ovociti migliori tra tutti quelli presenti nel pool [37]. 

Nonostante questi studi abbiano messo in evidenza importanti aspetti delle 

relazioni tra oocita e cellule somatiche, resta ancora molto da indagare riguardo 

alle pathway che vengono selettivamente attivate nel corso di questi eventi. Dal 

momento che questo asse di comunicazione bidirezionale sembra essere un 

prerequisito per garantire un corretto sviluppo e non compromettere la fertilità, 

risulta essere di estrema importanza conoscere e studiare le basi molecolari di 

tali eventi. 

 

1.1.3 ACCUMULO DI mRNA DURANTE LO SVILUPPO 

DELL’OVOCITA 

La cellula uovo, prodotta durante l’oogenesi, contiene nel citoplasma una 

riserva di RNA (mRNA, rRNA, tRNA, small RNAs), enzimi, organelli e 

metaboliti richiesti per i processi ovocita-specifici e per il metabolismo, o 

accumulati per essere utilizzati successivamente durante le prime fasi dello 

sviluppo post-zigotico, prima che abbia inizio l’espressione del genoma 

embrionale (4-8 cellule nell’uomo) con la corrispondente autonomia biologica 

dell’organismo. La maturazione dell’ovocita non consiste dunque in un 
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semplice incremento della massa cellulare ma anche in cambiamenti qualitativi 

e quantitativi di molecole chiave per il metabolismo, la struttura e 

l’informazione. Durante la meiosi la cellula uovo trascrive in modo attivo quei 

geni che codificano per proteine che intervengono nella regolazione dei 

processi “ovocita specifici” e del metabolismo cellulare quando non sono 

ancora attivi i nuclei dello zigote e dei primi blastomeri da esso derivati. La 

produzione della gran parte dei messaggeri avviene dopo lo stadio di diplotene 

della meiosi I, in una fase di arresto prolungato nota come “dictyate” [38]. 

Alcuni mRNA sono di uso immediato ed altri vengono conservati per le prime 

fasi di sviluppo. I trascritti accumulati dall’oocita sono definiti mRNA materni 

e rimangono quiescenti sino a quando non sono attivati durante l’ovulazione o 

dopo la fecondazione [39]; si ha dunque un controllo dell’espressione dei 

messaggeri nei diversi stadi di sviluppo. Le prime divisioni dello zigote 

avvengono con un ritmo regolare grazie alla continua sintesi di fattori di 

crescita, componenti della membrana cellulare, componenti del citoscheletro, 

fattori che intervengono nella divisione cellulare e altre proteine a partire dagli 

mRNA materni [39]. La disregolazione di alcuni di questi trascritti accumulati 

potrebbe alterare la competenza ovocitaria contribuendo ancor più ad 

aumentare i problemi correlati all’infertilità femminile. 

 

1.2 INFERTILITA’ 

L'infertilità è un problema sociale che interessa ogni anno molte coppie in 

età riproduttiva. 
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Con il termine infertilità si intende quella condizione in cui una coppia non 

riesce ad avere un figlio dopo circa un anno di rapporti sessuali non protetti, 

avvenuti in fase ovulatoria [40]. Quest’intervallo di tempo deve essere ridotto a 

sei mesi nelle coppie meno giovani, in quanto sia nella donna sia nell’uomo la 

fecondità ha un apice intorno ai 25 e declina gradualmente dopo i 35 anni. 

Ad oggi questo problema affligge dal 10% al 20% delle coppie in età fertile e 

la fecondazione in vitro (IVF) rappresenta una soluzione possibile. Infatti, sono 

sempre più numerose le coppie che si rivolgono agli specialisti del settore per 

ottenere una gravidanza. Il fenomeno sembra in aumento per diversi motivi: sia 

perché la coppia decide di avere un figlio sempre più tardi, sia per l'influenza di 

alcuni fattori ambientali sfavorevoli, come l'inquinamento. L'impossibilità di 

avere un figlio, oltre a rappresentare un problema di carattere medico, 

comporta anche aspetti, non trascurabili, di ordine psicologico e 

comportamentale. Non ci sono regole di natura biologica o medica che possano 

escludere a priori la presenza contemporanea di disturbi del sistema 

riproduttivo in entrambi i partner, tanto è vero che problemi comuni ad 

entrambi sono diagnosticati nel 15-30% di coppie infertili. L’infertilità può 

essere distinta in primaria  quando la coppia non ha mai avuto gravidanze, e 

secondaria quando si instaura dopo un periodo di documentata fertilità. Le 

cause della sterilità possono essere legate ad una condizione patologica della 

donna, dell’uomo o di entrambi [41]. E’ possibile tuttavia che al termine del 

più accurato iter diagnostico non si giunga ad individuare un fattore capace di 

impedire la riproduzione. Si parla in questo caso di sterilità da causa inspiegata 

o idiopatica, la cui incidenza viene oggi calcolata intorno al 5 –10% di tutte le 
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forme di sterilità. E’ opportuno tenere presente che la prognosi di questo tipo di 

sterilità è talora peggiore ai fini del recupero della fertilità, rispetto ai casi in 

cui è possibile individuare un preciso fattore causale. Comunque, tra le 

possibili cause di infertilità si indicano essenzialmente i seguenti fattori: 

1. Fattore maschile 

2. Fattore femminile 

• Endometriosi ed endometrite; 

• Fattore tubarico; 

• Stress ossidativo; 

• Qualità ovocitaria; 

• Età materna avanzata; 

3. Altre cause. 

Come detto in precedenza, una possibile soluzione per molti di questi fattoti è 

l’IVF ( in vitro fertilization). Tuttavia, nonostante gli enormi progressi compiuti 

nei cicli di fecondazione in vitro, molte coppie sono ancora oggi soggette ad un 

elevato numero di insuccessi e il tasso di nascite dopo l’IVF è ancora poco più 

del 15% [42]. 

Sebbene le ragioni di ciò sono subdole e complesse, la scarsa qualità degli 

embrioni, che è a sua volta condizionata dalla scarsa qualità dei gameti, è 

ovviamente un criterio importante. 

Abbiamo visto precedentemente che nelle donne il numero di ovociti 

diminuisce con l’avanzare dell’età; questo declino della fertilità femminile in 

relazione all’età rappresenta una condizione di subfertilità piuttosto rilevante 

dal momento che le donne vengono definite in “avanzata età riproduttiva” già 
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dopo i 35 anni a causa del dimezzamento della probabilità di gravidanza. La 

fertilità della donna comincia infatti a ridursi dopo i 30 anni e decresce 

rapidamente soprattutto tra i 37 e i 40 anni, a causa della progressiva 

diminuzione del numero di ovociti presenti nel pool [43], sebbene si pensi che 

anche la riduzione della qualità dell’ovocita e delle cellule follicolari, associata 

ad esempio alla presenza di aneuploidie che causano l'aumento degli aborti 

spontanei, giochi un ruolo importante a riguardo [44, 45, 46]. 

Le osservazioni emerse da alcuni studi testimoniano che il principale bersaglio 

dell’invecchiamento riproduttivo è rappresentato dall’ovocita e dalle cellule 

che costituiscono il follicolo ovarico. In particolare è stato messo in evidenza 

che la presenza di alterazioni morfologiche e funzionali a livello di queste 

cellule porta ad un fenotipo sterile. È facile infatti immaginare che follicoli 

contenenti ovociti e cellule che esibiscano delle alterazioni, risultino ostacolati 

nella produzione di gameti competenti per la fecondazione e lo sviluppo 

embrionale. 

 

1.2.1 APOPTOSI 

L’apoptosi, o “morte cellulare programmata”, è un fenomeno biologico 

critico che consente l’eliminazione fisiologica di cellule terminalmente 

differenziate, senescenti oppure in condizioni patologiche. 

I cambiamenti strutturali e molecolari tipici delle cellule che vanno incontro ad 

apoptosi consentono di distinguere questo tipo di morte cellulare dalla necrosi. 

Mentre quest’ultima coinvolge un gruppo di cellule che muore 

contemporaneamente [47], l’apoptosi interessa sempre una singola cellula 
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circondata da altre che continuano a vivere [48] e porta al graduale 

disfacimento della cellula attraverso la ritrazione degli pseudopodi, riduzione 

del volume cellulare (pyknosis) dovuta alla condensazione del citoplasma, 

condensazione della cromatina, frammentazione del nucleo (karyorhexis), 

nessuna o minime modificazioni degli organelli citoplasmatici, blebbing della 

membrana plasmatica (evaginazioni della membrana che conferiscono alla 

cellula un aspetto a bolle) ed il mantenimento dell’integrità di quest’ultima sino 

agli ultimi stadi del processo. Lo stadio finale sarà la frammentazione della 

cellula nei cosiddetti corpi apoptotici, preceduta dall’esposizione sulla faccia 

esterna della membrana plasmatica della fosfatidilserina, un segnale necessario 

affinché avvenga la fagocitosi dei corpi apoptotici da parte di cellule 

specializzate (Fig. 18) [49, 50 51]. Il risultato finale sarà un'eliminazione 

pulita, senza alcuna alterazione dell'architettura strutturale del tessuto e senza 

l’innesco di un processo infiammatorio (caratteristico della necrosi). 

 

 
Figura 18: tipici cambiamenti morfologici di una cellula che va incontro ad apoptosi. 
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Alla base dello sviluppo e della sopravvivenza degli organismi pluricellulari, 

l’apoptosi svolge un ruolo tanto essenziale quanto gli stessi meccanismi di 

proliferazione e crescita cellulare. Essa infatti interviene in diverse fasi dello 

sviluppo embrionale per consentire l’eliminazione di cellule soprannumerarie, 

così come mantiene l’omeostasi cellulare nei tessuti adulti. Si tratta di un 

processo fisiologico finemente controllato da network complesse la cui 

alterazione può portare all’insorgenza di patologie quali malattie autoimmuni, 

neurodegenerative o cancro [52]. Durante lo sviluppo, le cellule sono prodotte 

in eccesso. Strutture specifici di ogni organo sono prodotti dalla ablazione 

selettiva di alcune cellule per apoptosi. Il numero di cellule in un organo è 

quindi finemente controllato da un equilibrio tra cellule proliferazione e morte 

cellulare. L'esempio classico è la morfogenesi delle dita che comporta la morte 

per apoptosi delle cellule negli spazi inter-digitali durante l'embriogenesi. Allo 

stesso modo, il sistema nervoso in via di sviluppo dispone di un grande eccesso 

di neuroni, oltre la metà dei quali saranno eliminati per apoptosi al fine di 

stabilire un corretto collegamento tra le reti neurali. Lo sviluppo del sistema 

riproduttivo non fa eccezione: per esempio i condotti mulleriani che si 

sviluppano nell’utero, le tube di Falloppio e la vagina sono inizialmente 

presenti sia nel feto di sesso maschile sia nel feto di sesso femminile, ma 

vengono persi nel maschio attraverso l'apoptosi [53]. 

A causa della sua rilevanza in campo biomedico, risulta di estrema importanza 

comprendere i meccanismi molecolari alla base dell’apoptosi, ed è in questa 

prospettiva che il nostro gruppo si è occupato in passato di caratterizzare in 

maniera dettagliata le Omiche del Macchinario Apoptotico (MA) in Homo 
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Sapiens [4]. Il classico fenotipo morfologico dell’apoptosi descritto sopra è il 

risultato finale di una complessa cascata di eventi molecolari ben caratterizzati. 

In generale le cellule vanno incontro ad apoptosi attraverso due pathways 

principali: quella intrinseca (detta anche “via mitocondriale”) e quella 

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

 

 
Figura 19: pathways molecolari dell’apoptosi. 

 

Sono stati identificati specifici geni che codificano proteine responsabili della 

regolazione di tale processo, che possono essere suddivise in due classi a 
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seconda della funzione svolta: quelle che ritardano o inibiscono l’apoptosi [e.g. 

B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL2), BCL2-like 1 (BCL2L1)] e quelle che la 

inducono [e.g. caspasi, BCL2-associated X protein (BAX), BCL2-

antagonist/killer 1 (BAK1), BH3 interacting domain death agonist (BID)] 

[49]. I meccanismi molecolari dell’apoptosi convergono principalmente 

nell’attivazione delle caspasi, una famiglia di proteasi cisteina–dipendenti in 

grado di propagare il segnale di morte attraverso la cellula, mediante il taglio di 

proteine chiave nei processi cellulari [54]. Durante lo stadio fisiologico 

normale della cellula, le caspasi vengono sintetizzate come pro-enzimi inattivi, 

che possono rapidamente essere attivati da un taglio autoproteolitico o da un 

taglio da parte di altre caspasi. Sono stati identificati e caratterizzati diversi 

membri della famiglia delle caspasi, sette delle quali in grado di mediare 

l’apoptosi (Tabella 1). 
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Tabella 1: famiglia delle caspasi. 

 

Il termine apoptosi comunque è stato coniato da Kerr negli anni ’70 del secolo 

scorso [55, 56] anche se, in effetti, già nel 1885 Walther Flemming osservò su 

campioni di ovario di coniglio segni di degenerazione cellulare che oggi 

associamo al fenomeno dell’apoptosi [57]. 

La morte cellulare programmata è un evento che si verifica continuamente 

nelle ovaie durante tutto il periodo di vita fetale, neonatale e post-neonatale e 

coinvolge il 99% delle cellule della linea germinale femminile. Per molti 

aspetti le cellule germinali femminili possono essere considerate come granelli 

di sabbia all’interno di una clessidra, in cui il continuo passaggio degli ovociti 

al di fuori del pool presente al momento della nascita, funziona come un 

“orologio biologico femminile” (Fig. 20). L’esaurimento di questa riserva 



_____________________________________________________Introduzione 

 - 37 - 

ovocitaria, infatti, porta irreversibilmente ed inevitabilmente all’infertilità ed 

alla senescenza ovarica, che nelle donne è definita menopausa. Dunque 

comprendere come e perché il corpo femminile crei un numero così elevato di 

cellule germinali, solo per eliminarle, è tassativo. Numerosi studi sull’apoptosi 

del gamete femminile, condotti in organismi inferiori ed in topi geneticamente 

modificati (manipolati in modo che non codifichino le proteine che regolano 

l’apoptosi) hanno consentito di effettuare nuove ipotesi e di studiare in maniera 

approfondita i meccanismi alla base di tale processo. 

 

Figura 20: analogia tra la perdita degli ovociti attraverso apoptosi ed il passaggio dei granelli 
di sabbia in una clessidra per definire l’orologio biologico femminile. Possiamo considerare 
che ogni granello del serbatoio superiore sia un ovocita sano: così come il passaggio di tutti i 
granelli di sabbia dalla parte superiore a quella inferiore indica che è trascorso un determinato 
periodo di tempo, la velocità con cui gli ovociti sani passano irreversibilmente a far parte del 
pool apoptotico per diverse cause (box rosso) stabilisce per quanto tempo funzionerà l’orologio 
biologico femminile. Questo evento è controllato in maniera accurata da una serie di molecole 
che fanno parte di un programma di morte cellulare evolutivamente conservato (box verde). 
 

L’obiettivo principale di ogni ciclo riproduttivo femminile è quello di produrre 

ovociti competenti per la fecondazione e lo sviluppo dell’embrione ed inoltre 

di preparare gli organi accessori (ovidutto ed utero) ad affrontare la gestazione 

e la nascita di un nuovo individuo. L’ovocita scelto per intraprendere 
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l’ovulazione e la potenziale fecondazione dovrà affrontare vari competitori che 

incontrerà lungo il suo cammino e sopravvivere a quelli che possiamo definire 

diversi meccanismi di selezione. Sono state avanzate tre ipotesi per spiegare le 

basi dell’apoptosi delle cellule della linea germinale femminile: (1) morte per 

“negligenza” (death by neglect), (2) morte per “imperfezione” (death by defect) 

e (3) morte “altruistica” (death by self-sacrifice). 

La competizione che si stabilisce tra le cellule in presenza di limitate quantità 

di fattori di crescita è una condizione che sembra svolgere un ruolo chiave in 

alcune fasi dell’organogenesi, ad esempio durante la formazione del sistema 

nervoso [58]. Le cellule che ricevono un sostentamento insufficiente dal 

microambiente che le circonda, infatti, vanno incontro ad apoptosi (Fig. 21). 

 

Figura 21: l’apoptosi è inibita dalla presenza di fattori di crescita che agiscono legandosi a 
recettori localizzati sulla superficie delle cellule germinali; tuttavia, se la loro disponibilità è 
limitata, i segnali intracellulari di sopravvivenza non reprimono più l’apoptosi e di 
conseguenza si innesca la morte per carenza di nutrimento. 
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Studi condotti su topi mutanti, in cui la delezione dei geni che codificano per i 

fattori di sopravvivenza delle cellule germinali [e.g. stem cell factor (SCF)] 

portava ad una fallimento nel processo di gametogenesi, hanno provato che la 

morte per “negligenza” può interessare anche le cellule della linea germinale. 

Inoltre è stato dimostrato sperimentalmente che cellule di ovario murine 

coltivate in assenza di siero o citochine portavano ad una rapida induzione 

dell’apoptosi nelle cellule germinali; questo evento poteva essere vanificato 

aggiungendo fattori di sopravvivenza esogeni nel mezzo di coltura [59]. 

Tuttavia, nonostante le numerose evidenze sperimentali riguardo questa prima 

ipotesi, ancora non si sa con certezza se, effettivamente, questo sia un 

meccanismo di morte normalmente messo in atto nel corso dell’oogenesi. 

Un’altra teoria avanzata per spiegare perché così tante cellule germinali 

vengono perse durante lo sviluppo dell’ovario suggerisce che l’apoptosi si 

verifichi per eliminare gli ovociti che mostrano anomalie cromosomiche (Fig. 

22). L’idea è che ci sia una sorta di controllo di qualità, un meccanismo in 

grado di identificare e rimuovere gli ovociti imperfetti e conservare invece 

quelli competenti ed adatti alla formazione dei follicoli primordiali. 
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Figura 22: gli ovociti che completano con successo il processo di ricombinazione meiotica si 
arrestano in profase I e vengono utilizzati per la formazione dei follicoli primordiali; nel caso 
in cui questo step fallisca i gameti andranno incontro ad apoptosi. 
 

Secondo la terza ipotesi, l’apoptosi massiva che si verifica nell’ovario nel corso 

dell’oogenesi potrebbe essere dovuta ad un comportamento altruistico da parte 

delle cellule che circondano l’oocita. Evidenze sperimentali hanno mostrato 

che, durante le fasi iniziali dell’oogenesi in molti Invertebrati, gli ovociti 

vengono circondati da cellule nutrici e restano connessi ad esse grazie alla 

presenza di ponti citoplasmatici, formando le cosiddette cisti germinali [20, 

60, 61, 62] (Fig. 23). 
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Figura 23: cisti germinali formate dalle cellule nutrici (in giallo) che trasportano 
macromolecole (frecce) all’interno di una cellula germinale che si differenzierà in oocita (in 
verde). 
 

Nelle cisti germinali, le cellule nutrici trasportano macromolecole all’interno di 

una cellula germinale affine (probabilmente per coordinare gli eventi meiotici e 

di sviluppo) il cui destino è quello di differenziarsi in oocita. 

Contemporaneamente alla formazione del follicolo, la cisti si disgrega 

attraverso un meccanismo che prevede l’apoptosi delle cellule nutrici, le quali 

quindi compiono una sorta di sacrificio morendo a vantaggio del gamete. 

Sebbene non ci siano evidenze dirette del contributo di queste cellule come 

negli Invertebrati, nei Vertebrati inferiori sono stati identificati simili clusters 

di cellule che vanno incontro ad apoptosi ma il destino ed il ruolo di queste 

cisti germinali resta ancora poco chiaro [63, 64]. Alla luce di queste 

osservazioni bisogna comprendere il vero ruolo delle cisti germinali nei 

Mammiferi. Forse il trasferimento di nutrienti dalle cellule nutrici potrebbe 

essere necessario per assicurare che l’oocita sopravviva da quando si distacca 

fisicamente da esse fino al momento in cui viene nuovamente circondato dalle 

cellule della granulosa durante la formazione del follicolo primordiale [61]. 
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Nonostante le proposte emerse dai numerosi studi per comprendere i 

meccanismi dell’apoptosi nelle cellule germinali, ad oggi non sappiamo ancora 

perché le donne producano un numero così elevato di tali cellule durante la 

gametogenesi, visto che i due terzi o più verranno persi prima della nascita in 

seguito ad apoptosi. Ed ancora ci si chiede perché il 95% degli ovociti che 

sopravvivono a questa prima fase muoiono successivamente durante il periodo 

di vita post-natale. La risposta sta probabilmente, almeno in parte, nella 

supposizione che gli ovociti creati non siano tutti uguali. In questo modo, 

l’apoptosi può essere vista in un contesto analogo a quello della teoria 

darwiniana dell’evoluzione, la quale proclamava la sopravvivenza del più 

adatto [65]. Pertanto, soprattutto nelle specie come la nostra in cui ad ogni 

ciclo viene ovulato un singolo ovocita, l’eliminazione tramite apoptosi dei 

gameti che presumibilmente sono di qualità inferiore potrebbe massimizzare le 

probabilità di un successo riproduttivo. 

Alla luce di questi studi possiamo pensare che l’apoptosi degli ovociti e delle 

cellule somatiche agisca come meccanismo di selezione tra i follicoli destinati 

ad andare incontro ad atresia e quelli che resteranno disponibili per il processo 

di ovulazione, in modo da garantire che solo gli ovociti migliori vengano messi 

a disposizione per l’eventuale fecondazione. 

 

1.3 MACCHINARI MOLECOLARI 

L’Apoptosi proprio per la sua complessità è definito, insieme 

all’Apparato Generale di Trascrizione, un macchinario molecolare. Dove per 

macchinario molecolare si intende un complesso multimerico, discreto e 
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definibile, responsabile di particolari fenomeni biologici. Questi complessi 

interagiscono gli uni con gli altri, nello spazio e nel tempo, legandosi a regioni 

comuni o distinte di DNA, per creare una network di interazioni proteina-

proteina e proteina–DNA, permettendo in questo modo ad uno specifico 

sistema di funzionare. 

Questo intricato sistema, che richiede l’interazione di molte proteine con il 

DNA genomico mediante determinati processi cellulari quali trascrizione, 

processamento dell’mRNA, replicazione del DNA, ricombinazione, 

riparazione e morte cellulare, è reso ancor più complesso dalla necessità di un 

controllo molto accurato al fine di assicurare una corretta crescita cellulare e un 

corretto differenziamento [6]. 

Questi macchinari sono di fondamentale importanza in quanto quasi tutti i 

fenomeni biologici, dal normale sviluppo e differenziamento cellulare, 

all’anomalo comportamento delle cellule cancerose, ai processi della memoria 

e dell’apprendimento, necessitano del loro corretto funzionamento. 

Proprio per la complessità di questi macchinari, si può facilmente intuire che 

non si può concentrare l’attenzione solo sul funzionamento dei singoli geni o 

delle singole proteine, in quanto questi quasi mai funzionano in maniera 

solitaria. Ecco come alla biologia tradizionale si preferisce la biologia dei 

sistemi per cercare di spiegare le proprietà ed il comportamento dei sistemi 

biologici complessi come i macchinari molecolari. 

Nonostante svariati studi sulla funzione di ogni singolo gene o di ogni singola 

proteina abbiano portato alla scoperta di numerosi principi biologici, c’è ancora 

molto da scoprire sull’Apparato Generale di Trascrizione e il Macchinario 
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Apoptotico che stanno alla base, rispettivamente, della crescita e della morte 

cellulare, a livello del gamete femminile. Proprio per il ruolo fondamentale 

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

 

1.3.1 APPARATO GENERALE DI TRASCRIZIONE 

Un altro macchinario molto studiato in tutte le sue parti è l’Apparato 

Generale di Trascrizione. Questo grande complesso macromolecolare, 

costituito da più di un centinaio di proteine (indicate in modo generico come 

General Trascription Factor, GTF) che cooperano nell’assemblare il 

Complesso di Preinizio (PIC) a livello del promotore di un gene, è il 

protagonista del processo di regolazione dell’espressione genica [66]. 

L’inizio della trascrizione, infatti, rappresenta il punto di controllo più 

importante e regolato delle pathways che connettono il genotipo al fenotipo. 

Esso è controllato da proteine che agiscono in trans, chiamate Transcription 

Factor (TF), che si legano su siti di regolazione cis-agenti nel DNA, il tutto 

coordinato da alcuni enzimi chiave quali le RNA-polimerasi che, nel caso 

degli Eucarioti, sono 3 (RNA-pol I, II, III) e presiedono all’espressione di 

altrettanto differenti classi geniche (classe I, II, III). [67] 

Per tutti questi fattori vale la regola del “necessario ma non sufficiente”; 

tuttavia, da questa moltitudine si distingue TATA-box Binding Protein (TBP) 

che è presente nei complessi SL1, TFIID  e TFIIIB  e interviene nella 

trascrizione dei geni di I, II e III classe. [68] 

Un tipico promotore eucariotico dei geni di classe II comprende un core, 

fondamentale per la determinazione del punto di inizio della trascrizione 
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identificato dai GTF, e alcune sequenze regolatrici, controllate da fattori gene-

specifici, da cui dipendono l’efficienza e la specificità della trascrizione [69]. 

Gli elementi costitutivi del core, indicati come necessari e sufficienti per un 

mantenimento dei livelli basali di trascrizione, sono rappresentati 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 relativamente fissa rispetto al punto di 

inizio e che è presente in tutti gli Eucarioti, il TATA-box agisce similmente ad 

un promotore di E. coli nel posizionare la Polimerasi II per l’inizio della 

trascrizione. Le sequenze regolatrici, presenti in numero variabile di copie per 

promotore, sono il CAAT-BOX (RRCAATS), centrato intorno a –75, e il GC-

BOX (GGGCGGG), centrato intorno a –90 (Fig. 24). 

 
Figura 24 Struttura tipo di un promotore eucariotico dei geni di classe II. 

 

I promotori eucariotici non funzionano necessariamente da soli: in molti casi 

la loro attività è controllata dalla presenza di enhancer/silencer, elementi 

agenti in cis posti a distanza variabile dal promotore e capaci di funzionare 

bidirezionalmente. 
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L’accurato inizio della trascrizione, primo step della regolazione 

dell’espressione genica, da parte della RNA-pol II sui geni che codificano per 

le proteine (geni di classe II) richiede l’assemblaggio del PIC sul core-

promoter, costituito dall’RNA-pol II e da diversi fattori generali di 

trascrizione (TFIIA, -B, -D, -E, -F e -H) [67] (Tabella 2). 

 
Tabella 2: Fattori generali di inizio della trascrizione. 

 

La multisubunità TFIID, proteina eteromultimerica costituita da TBP (TATA 

Box Binding Protein) e da 10-15 TAF (TBP Associated Factors) della seconda 

classe, gioca un ruolo chiave in questo processo in virtù della sua capacità di 

legarsi direttamente agli elementi del core promoter (TATA-box e Inr), 

determinando la posizione e l’orientamento del PIC [1, 2] (Fig. 25). 
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Figura 25: Formazione del complesso di pre-inizio. 

(Pol II) RNA polimerasi; (E) TFIIE; (B) TFIIB; (TATA) TATA box; (A) TFIIA; (D) TFIID; 
(F) TFIIF; (H) TFIIH; (J) TFIIJ; (TBP) TATA box binding protein. 

 

L’assemblaggio del PIC comporta una serie di passaggi, nonché un 

rimodellamento della cromatina: a livello di un promotore contenente un 
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TATA-box si comincia con il legame di TFIID, ed il riconoscimento 

dell’elemento TATA è dovuto proprio a TBP [68] (Fig. 26). 

Figura 26: Struttura del Complesso di Preinizio. 

 

Fattori TFIID contenenti TAF diversi possono riconoscere promotori diversi. 

L’esistenza di diversi complessi TFIID è stata spiegata ipotizzando che essi 

siano coinvolti nella regolazione selettiva dell’espressione genica grazie alla 

loro capacità di riconoscere in modo differenziale e tessuto-specifico i vari 

promotori [70] (Fig 27). 
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Figura 27:Rappresentazione dei vari complessi contenenti TAF. 

 

Ciò serve a spiegare l’impiego di TBP su ogni classe di promotori eucariotici: 

SL1 e TFIIIB possono essere visti come fattori composti da TBP insieme con 

un particolare gruppo di TAF. 

Solo nelle cellule in cui sono presenti tutti questi fattori può avvenire la 

trascrizione di un determinato gene. Alterazioni anche di una singola subunità 

del macchinario possono compromettere l’utilità del sistema. 
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MATERIALI E METODIMATERIALI E METODIMATERIALI E METODIMATERIALI E METODI    

ANALISI DI TFIID  

In questo lavoro abbiamo caratterizzato, mediante RT-PCR semiquantitativa, 

le diverse sub unità del TFIID nel singolo ovocita umano in condizioni non 

patologiche e abbiamo ricercato le differenze di espressione rispetto a tessuti 

controllo. 

Per la realizzazione di questo lavoro, pubblicato nel 2008 su RBMonline 

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

step fondamentali 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, insieme alle informazioni 

riguardanti le differenti varianti di trascritto e le isoforme proteiche, sono 

disponibili su Entrez Gene di NCBI (National Centre for Biotechnology 

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

28) database che annota le informazioni relative a tutti i geni su genomi 

completi sia di procarioti che di eucarioti. Questo database permette di trovare 

informazioni riguardanti tutti i geni noti, riferendosi anche a quelli identificati 

attraverso analisi in silico e di recente scoperta. 
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Figura 28: Home page di GENE 

 

La Tabella 3 mostra i differenti mRNA analizzati, la loro posizione 

cromosomica, il relativo Accession Number e una piccola descrizione di 

ognuno. 
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Tabella 3: TATA box-binding protein associated factor II (TAFII). 
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Per il disegno di coppie di primers isoforma-specifici dei geni che codificano 

per i TAFs, i differenti mRNA sono stati allineati con ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html), programma che permette 

l’allineamento multiplo di sequenze nucleotidiche o proteiche, e quando è stato 

possibile la stessa coppia di primers è in grado di discriminare le differenti 

varianti di trascritto e le isoforme proteiche per uno specifico gene (Fig. 29). In 

particolare le coppie di primers per i TAFs, sono state disegnate col 

programma Omiga 2 (Oxford Molecular, Oxford, UK ). 

 
 
TAF1-1          ACAGAAGATGCTGTGGACTATTCAGACATCAATGAGGTGGCAGAAGATGAAAGCCGAAGA 420 
TAF1-2          ACAGAAGATGCTGTGGACTATTCAGACATCAATGAGGTGGCAGAAGATGAAAGCCGAAGA 420 
                ************************************************************ 
 
TAF1-1          TACCAGCAGACGATGGGGAGCTTGCAGCCCCTTTGCCACTCAGATTATGATGAAGATGAC 480 
TAF1-2          TACCAGCAGACGATGGGGAGCTTGCAGCCCCTTTGCCACTCAGATTATGATGAAGATGAC 480 
                ************************************************************ 
 
TAF1-1          TATGATGCTGATTGTGAAGACATTGATTGCAAGTTGATGCCTCCTCCACCTCCACCCCCG 540 
TAF1-2          TATGATGCTGATTGTGAAGACATTGATTGCAAGTTGATGCCTCCTCCACCTCCACCCCCG 540 
                ************************************************************ 
 
TAF1-1          GGACCAATGAAGAAGGATAAGGACCAGGATTCTATTACTGGTGTGTCTGAAAATGGAGAA 600 
TAF1-2          GGACCAATGAAGAAGGATAAGGACCAGGATTCTATTACTGGTG----------------- 583 
                *******************************************                  
 
TAF1-1          GGCATCATCTTGCCCTCCATCATTGCCCCTTCCTCTTTGGCCTCAGAGAAAGTGGACTTC 660 
TAF1-2          ----------------------------------------------AGAAAGTGGACTTC 597 
                                                              ************** 
 
TAF1-1          AGTAGTTCCTCTGACTCAGAATCTGAGATGGGACCTCAGGAAGCAACACAGGCAGAATCT 720 
TAF1-2          AGTAGTTCCTCTGACTCAGAATCTGAGATGGGACCTCAGGAAGCAACACAGGCAGAATCT 657 
                ************************************************************ 
 
TAF1-1          GAAGATGGAAAGCTGACCCTTCCATTGGCTGGGATTATGCAGCATGATGCCACCAAGCTG 780 
TAF1-2          GAAGATGGAAAGCTGACCCTTCCATTGGCTGGGATTATGCAGCATGATGCCACCAAGCTG 717 
                ************************************************************ 
 
TAF1-1          TTGCCAAGTGTCACAGAACTTTTTCCAGAATTTCGACCTGGAAAGGTGTTACGTTTTCTA 840 
TAF1-2          TTGCCAAGTGTCACAGAACTTTTTCCAGAATTTCGACCTGGAAAGGTGTTACGTTTTCTA 777 
                ************************************************************ 
 
TAF1-1          CGTCTTTTTGGACCAGGGAAGAATGTCCCATCTGTTTGGCGGAGTGCTCGGAGAAAGAGG 900 
TAF1-2          CGTCTTTTTGGACCAGGGAAGAATGTCCCATCTGTTTGGCGGAGTGCTCGGAGAAAGAGG 837 
                ************************************************************ 
 
TAF1-1          AAGAAGAAGCACCGTGAGCTGATACAGGAAGAGCAGATCCAGGAGGTGGAGTGCTCAGTA 960 
TAF1-2          AAGAAGAAGCACCGTGAGCTGATACAGGAAGAGCAGATCCAGGAGGTGGAGTGCTCAGTA 897 
                ************************************************************ 
 
TAF1-1          GAATCAGAAGTCAGCCAGAAGTCTTTGTGGAACTACGACTACGCTCCACCACCACCTCCA 1020 
TAF1-2          GAATCAGAAGTCAGCCAGAAGTCTTTGTGGAACTACGACTACGCTCCACCACCACCTCCA 957 
                ************************************************************ 
  

Figura 29: Allineamento di mRNA con ClustalW e primes (evidenziati in giallo) utilizzati per 
l’amplificazione di TAF1-1 e TAF1-2. I primers amplificano un frammento di 466 bp per 
TAF1-1 ed un frammento di 403 per TAF1-2. 
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Le sequenze dei primers e le condizioni di PCR per i TAF sono mostrate nella 

Tabella 4. Per evitare l’amplificazione di DNA presente nel campione (quando 

questo non subisce il trattamento con DNasi), i primers sono stati disegnati per 

riconoscere due differenti esoni dello stesso gene. 

 

 

Tabella 4: condizioni di PCR per i TAFs.  

* condizioni di PCR più stringenti. 
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I primers così disegnati sono stati testati utilizzando un programma di PCR 

elettronica (http://genome.ewha.ac.kr/ECgene/). 

Per la messa a punto delle condizioni sperimentali di amplificazione dei 

primers, sono state utilizzate temperature di annealing di 5-8 °C inferiori 

rispetto alla temperatura di melting. Inoltre per singola coppia di primers sono 

state messe a punto in modo opportuno le condizioni di reazione (il tempo di 

annealing e il numero dei cicli). 

 

2.2 RACCOLTA DEI CAMPIONI 

Le donne coinvolte nel nostro studio, previo consenso informato, sono state 

sottoposte ad un’induzione della crescita follicolare multipla (ICFM) in quanto 

facenti parte di un programma di fecondazione in vitro, presso il Servizio di 

PMA (Procreazione Medicalmente Assistita) dell’Azienda Ospedaliera 

Cannizzaro di Catania. Il ricorso alla tecnica è dovuto principalmente a causa 

di infertilità maschile in modo da escludere eventuali patologie, quali 

endometriosi o ovario policistico, che avrebbero potuto inficiare i risultati. Da 

queste donne sono stati prelevati i follicoli da cui è stato possibile ottenere gli 

ovociti. In particolare, per lo studio del TFIID, sono stati collezionati 200 

ovociti da 50 differenti donne. In questo studio infatti sono stati utilizzati 150 

ovociti in MII che mostravano ottima morfologia. 
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2.2.1 PRELIEVO OVOCITARIO 

Il prelievo ovocitario detto anche pick-up è stato effettuato in seguito a 

stimolazione ovarica e monitoraggio follicolare. Tutte le pazienti hanno dato il 

loro consenso per l’uso degli ovociti soprannumerari. 

La stimolazione ormonale è stata condotta utilizzando un protocollo classico 

che prevede il trattamento con agonisti (triptorelin o buserelin) dell’ormone 

che rilascia le gonadotropine (GnRH), seguito da stimolazione ovarica con 

l’ormone follicolo stimolante ricombinante (rFSH) e la gonadotropina umana 

menopausale (HMG). Entrambi gli ormoni sono stati somministrati 

(concentrazione sierica di estradiolo <40 ng/l) per un numero di giorni 

variabile in funzione della risposta individuale della paziente al fine di 

stimolare la crescita di un numero elevato di follicoli. La stimolazione è stata 

monitorata utilizzando le concentrazioni sieriche di estradiolo e misurando il 

numero ed il diametro dei follicoli tramite ultrasuoni. L’ovulazione è stata 

indotta con 10000 IU di gonadotropina corionica umana (HCG, Gonasi), dopo 

che i follicoli hanno raggiunto i 18-20 mm di diametro e la concentrazione di 

estradiolo nel siero ha raggiunto 150-200 ng/l. 34-36 h dopo la 

somministrazione di HCG, il liquido follicolare contenente l'ovocita è stato 

aspirato mediante un lungo ago che, sotto guida ecografica per evitare di 

danneggiare gli organi circostanti, è stato fatto passare attraverso la parete 

vaginale ed indirizzato all'interno di ciascun follicolo. Il prelievo degli ovociti 

è stato effettuato in Day Hospital con un'anestesia locale.(Fig. 30) 
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Figura 30: Prelievo ovocitario o pick-up. 

 

Una volta prelevati e privati delle cellule del cumulo ooforo, gli ovociti sono 

stati incubatati per un breve periodo a 37°C in 5% di CO2. Dopo 2 h, sono 

stati trattati con ialuronidasi (Synvitro Hyadase; Medicult, Jyllinge-Denmark) 

ad una concentrazione finale di 80 IU/ml. Dopo l’incubazione, per alcuni 

secondi, gli ovociti sono stati sciacquati tre volte in terreno di coltura (IVF; 

VitroLife AB, Kungsbacka, Sweden). In accordo con la legge italiana, è stata 

posta particolare attenzione per assicurare la totale assenza di cellule della 

corona dagli ovociti al fine di poterne scegliere i 3 migliori in MII da 

utilizzare per la ICSI (intracytoplasmic sperm injection). A questo punto per 

valutarne la qualità ed individuare tutti i parametri strutturali (zona pellucida, 

polar body, citoplasma), gli ovociti sono stati osservati con un invertoscopio 

ad ingrandimento 200X. Solo dopo la fine della procedura di iniezione gli 

ovociti in sovrannumero sono stati preparati per l’analisi molecolare, 

scegliendo quelli con ottima morfologia. I parametri utilizzati per la selezione 

sono puramente morfologici e comprendono alterazioni a carico del reticolo 

endoplasmatico liscio (SER), presenza di vacuolizzazione, forma ovocitaria, 
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granulosità e aumento dello spazio perivitellino. Sono stati così classificati in 

“good” e “bad” (Fig. 31) [71]. 

 

 
Figura 31: (A) Ovocita maturo in MII con ottima morfologia (good). (B) Ovocita (MII) 
che mostra larghi vacuoli citoplasmatici (bad). (C) Ovocita (MII) che mostra alterazioni 
del reticolo endoplasmatico liscio (REL) (bad). 
 

I singoli ovociti sono stati sciacquati in acqua RNase-free diverse volte per 

rimuovere eventuali tracce proteiche dal terreno di coltura; sono stati poi posti 

in tubi PCR da 0.2 ml e congelati in azoto liquido per evitare la degradazione 

dei messaggeri. 

 

2.3 PREPARAZIONE DI SINGOLI OVOCITI UMANI 

I singoli ovociti, dopo essere stati conservati in azoto liquido, per evitare la 

degradazione degli acidi nucleici, sono stati sottoposti ad un trattamento che 

prevede essenzialmente due fasi: shock termico e trattamento con DNasi. Tutto 

l’mRNA ricavato dopo questi step è stato sottoposto a retrotrascrizione (RT). Il 

cDNA così ottenuto è stato amplificato mediante RT-PCR semiquantitativa, 

per verificare la riuscita della reazione, ed infine gli amplimeri sono stati 

separati ed analizzati mediante elettroforesi analitica su gel di agarosio. 
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2.3.1 SHOCK TERMICO 

Dopo essere stati conservati in azoto liquido i singoli ovociti hanno subito uno 

shock termico a 100°C per 1’ (Fig. 32) attraverso una reazione eseguita in un 

Thermal Cycler Eppendorf in modo da consentire la lisi cellulare ed il rilascio 

dell’mRNA da parte delle cellule. 

 

Figura 32: Trattamento del singolo ovocita umano. 

 

2.3.2 TRATTAMENTO CON DNasi 

L’mRNA degli ovociti, ricavato in seguito allo shock termico, è stato 

successivamente trattato con 1 µl della diluizione 1:20 della DNasi I 

Amplification Grade (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), precedentemente 

preparata e conservata in frigo a -20 °C, vortexato velocemente e spinnato; la 

DNasi si lascia agire per 15’ mentre i campioni si trovano in ghiaccio al fine di 

eliminare il DNA contaminante. Trascorsi i 15’ ai campioni è stato aggiunto 1 

µl di EDTA (acido etilendiamminotetraacetico), un agente chelante gli ioni 

metallici utilizzato per inattivare la DNasi, poi sono stati vortexati velocemente 
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e spinnati ed infine posti a 65 °C per 10’ in un Thermal Cycler Eppendorf per 

bloccare l’azione dell’EDTA. 

 

2.4 RETROTRASCRIZIONE (RT) DI SINGOLI OVOCITI 

UMANI 

Il protocollo usato è una modifica di un protocollo pubblicato in precedenza 

[72]. 

Gli mRNA provenienti dai singoli ovociti sono stati retrotrascritti in un volume 

finale di 20µl usando l’enzima Superscript II (Invitrogen S.R.L., Milan, Italy) e 

gli esanucleotidi random come primers secondo il protocollo standard (Fig. 

32): 

RNA totale                                                                         x 

Esanucleotidi random                                          12.5 ng/µl 

dNTP mix                                                                500 µM 

Buffer                                                                             1 X 

DTT                                                                          10 mM 

SuperScriptTMII                                                           200 U 

La reazione è stata condotta in un Thermal Cycler Biometra secondo i seguenti 

steps: 

Step 1 → 42 °C per 50’ 

Step 2 → 72 °C per 15'  

Da un singolo ovocita sono state effettuate cinque differenti reazioni di PCR 

semiquantitativa utilizzando Platinum Taq polymerase (Invitrogen S.R.L., 

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

Il sangue prima di essere trattato con il Trizol  ha subito un trattamento 

preventivo. Il sangue prelevato (5ml ) è stato raccolto all’interno di un falcon 

da 50 ml con 100 µl di EDTA 0,5M (anticoaugulante). Successivamente è 

stato centrifugato a 2000 rpm per 10 minuti, in modo da ottenere tre fasi che 

corrispondono al siero (parte più superficiale), ai leucociti (parte centrale) e 

agli eritrociti (parte più bassa). Il siero, che rappresenta la parte più 

superficiale del surnatante, è stato aspirato e nella parte corpuscolare 

rimanente sono stati aggiunti 15 ml di cloruro d’ammonio in modo da lisare i 

globuli rossi. Dopo centrifugazione a 10.000 rpm per 10 min. è stato eliminato 

il surnatante e il pellet di bianchi è stato risospeso direttamente in Trizol (1 ml 

di Trizol per ogni pellet di cellule) e incubato per 5 minuti a temperatura 

ambiente; successivamente è stato aggiunto il Cloroformio (0,2 ml di 

cloroformio per ogni ml di Trizol) per permettere, dopo centrifugazione a 

10.000 rpm per 10 minuti a 4°C, la formazione di 2 fasi: una organica ed una 

acquosa contenente il nostro RNA. Quest’ultima fase è stata prelevata, posta 

in una eppendorf da 1,5 ml e ad essa è stato aggiunto l’Isopropanolo (0,5 ml di 

isopropanolo per ogni ml di Trizol); dopo un ulteriore step di centrifugazione, 

con le medesime condizioni precedentemente usate, il surnatante ottenuto è 

stato eliminato ed il pellet, costituito dall’RNA precipitato, è stato lavato con 

Etanolo al 75%. Effettuata l’ultima centrifugazione con le condizioni sopra 

riportate, è stato aspirato tutto l’etanolo ed il pellet di RNA totale è stato 

risospeso in un volume appropriato di H2O deionizzata sterile [73]. 
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2.5.1 QUANTIFICAZIONE DELL’ RNA ESTRATTO 

Per quantificare la concentrazione di RNA totale estratto, utilizzando 

“geneQuant pro RNA/DNA Calculator”, è stata effettuata una diluizione 1:10 

del campione di partenza. Con questa procedura è possibile determinare non 

solo la concentrazione del campione ma anche la sua purezza. Per determinare 

la massa del campione vengono automaticamente effettuati dei calcoli quali:  

(RNA)µg/ml = A260  x dilution x 40.0 

◊ A260= absorbance a 260nm 

◊ Dilution = dilution factor 

◊ 40.0 = extinction coefficient of  RNA 

Per determinare la purezza del campione: 

◊ Un campione di RNA puro ha un ratio A260/A280 di 2 con un 

range di ±0.15 

◊ Un campione di DNA puro ha un ratio A260/A280 di 1.8 con un 

range di ±0.15 

◊ In caso di contaminazione da parte di proteine, queste 

aumentano l’assorbanza a 280 nm e generalmente 

decrementano il rapporto A260/A280. 

 

2.5.2 RT DI RNA DA SANGUE E TESSUTI 

L’RNA di tessuto umano, da Human Total RNA Master Panel II (BD Biotech 

Clontech-TaKaRa Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, France), e l’RNA di 

sangue sono stati retrotrascritti usando Superscript II (Invitrogen S.R.L., Milan, 



________________________________________________Materiali e Metodi 

 - 63 - 

Italy) e amplificati con Platinum Taq polymerase (Invitrogen S.R.L., Milan, 

Italy) secondo il protocollo standard [74]. 

 

2.5.3 PCR (Polymerase Chain Reaction) SEMIQUANTITATIVA  

Di tutto il cDNA ottenuto un’aliquota di 4µl del singolo ovocita, 

corrispondente a 1/5 del cDNA totale, un’aliquota di 2 µl del sangue e dei 

tessuti sono state amplificate, con la coppia di primers specifica per l’HPRT 

(hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) (Tabella 5), gene usato sia come 

controllo che come gene di riferimento, e l’enzima Platinum Taq polymerase 

(Invitrogen S.R.L., Milan, Italy), per verificare la qualità del cDNA 

retrotrascritto, secondo il protocollo: 

cDNA                                                                

PCR Buffer                                                                1 X 

MgCl2                                                                         2 mM 

Primer Mix                                                              1µM 

dNTP Mix                                                           400 µM 

PlatinumR Taq DNA Polymerase                              1 U 

La reazione è stata eseguita in un Thermal Cycler Biometra secondo i seguenti 

steps: 

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

step 2. 94°C per 1’ (denaturazione) 

step 3. temperatura di annealing variabile per 1’30’’ (attacco dei primers al 

bersaglio) 

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

 

 

Tabella 5: sequenza dei primers per HPRT e condizioni di PCR 

 

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

 

2.5.4 ELETTROFORESI ANALITICA 

I frammenti ottenuti con la PCR sono stati analizzati su un gel d'agarosio (midi-

gel, lunghezza 10 cm). 

• Agarosio                                                             1,5% 

• Tampone di corsa TBE                                       0,5X 

• Tris                                                                 8,9 mM 

• Acido borico                                                   8,9 mM 

• EDTA                                                             0,2 mM 

• Campo elettrico                                           100 V/cm 

• Tempo di corsa                                        1ora 30 min. 

Per controllare il peso molecolare dei cDNA amplificati e verificare l’assenza 

di frammenti aspecifici, il gel è stato colorato con Syber Safe alla 

concentrazione di 1 µg/ml ed è stato visualizzato tramite raggi UV con lo 

strumento Image Master (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK). 

Il peso molecolare dei campioni è stato valutato paragonando la velocità di 
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migrazione degli amplificati a quella di un ladder di riferimento (ladder 100bp 

- Amersham Pharmacia Biotech). 

 

2.5.5 DENSITOMETRIA 

L’immagine del gel è stata analizzata allo scopo di ottenere il valore 

densitometrico del campione amplificato, questo avviene grazie all’utilizzo 

dello strumento Imag eMaster VDS (Amersham Pharmacia Biotech, Little 

Chalfont, UK), tramite il quale per mezzo dell’Image Master Total Lab V1.00 

l’immagine ottenuta subisce una digitalizzazione. 

La densità delle bande è stata calcolata in base al numero di Pixel ed alla loro 

intensità. 

Il valore così ottenuto tramite analisi densitometrica, di ciascuno dei vari 

campioni, è stato normalizzato dividendolo per il valore densitometrico 

ottenuto dall’analisi del gene housekeeping sugli stessi campioni. 

 

2.6 ANALISI DEI DATI E COSTRUZIONE DEI DOT-PLOT  

I dati ottenuti negli esperimenti di PCR semiquantitativa sono stati analizzati e 

utilizzati per la costruzione dei dot-plot. 

Ogni TAF è stato analizzato su aliquote (1/5 di cDNA) provenienti da 3 

differenti ovociti e la relativa massa di cDNA è stata normalizzata con HPRT. 

La normalizzazione è stata ottenuta caricando nello stesso gel i cDNA in studio 

insieme con HPRT, indipendentemente amplificati da un’aliquota identica 

dello stesso campione [74]. 
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Successivamente, per stimare la differente espressione di ogni mRNA negli 

ovocita umani, abbiamo comparato i valori densitometrici del cDNA 

amplificato, normalizzato con HPRT, negli ovociti umani (tre differenti ovociti 

sono stati testati per ogni coppia di primers) con due tessuti umani (sangue e 

cervello) usati come controllo. 

In alcuni casi per confermare che gli amplificati fossero quelli corretti è stata 

effettuata una doppia PCR, utilizzando gli stessi primers utilizzati nel primo 

ciclo di reazione ed un’aliquota di 0.2µl del primo amplificato. 

I dati ricavati dalle varie analisi, sono stati organizzati in un file di testo (*txt), 

necessario per effettuare un clustering dei valori di espressione dei geni 

analizzati nei campioni presi in esame. 

Con l’aumentare del numero dei campioni analizzato è stato necessario 

utilizzare dei metodi che permettessero un’immediata visualizzazione e 

contemporaneamente un’analisi statistica. Il clustering è stato effettuato 

utilizzando il software Cluster 3.0 attraverso il seguente percorso: Absolute 

Correlation Centred – Centroid Linkage – City  Block Distance. I dati sono 

stati poi visualizzati tramite il software Java Treeview in Dot Plot. 

 

2.7 ANALISI STATISTICHE 

I valori di espressione genica dei GTF, normalizzati per il gene housekeeping, 

sono stati assegnati ad uno dei due gruppi: gruppo A (ovociti) e gruppo B 

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

utilizzando il software MeV 4.0 (MultiExperiment Viewer). 
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I geni la cui media dei ln dei rapporti di espressione tra i due gruppi era 

statisticamente significativa sono stati assegnati ad un cluster, mentre i geni le 

cui variazioni tra i due gruppi non sono risultate statisticamente significative 

sono stati assegnati ad un altro cluster (P-value < 0.01). 
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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 impegnati nello studio del ruolo che 

l’apoptosi riveste nel determinare una riduzione di competenza dell’ovocita in 

avanzata età riproduttiva. Abbiamo paragonato, mediante tecnologia High 

Throughput, il profilo di espressione genica di alcuni dei geni codificanti 

proteine apoptotiche durante l’invecchiamento riproduttivo, analizzando 

follicoli provenienti da donne under 35 (young) e follicoli provenienti da donne 

over 38 (old). 

 

2.8 RICERCA DI SEQUENZE DEI GENI DEL MA E 

DISEGNO DEI PRIMERS 

Anche in questo caso abbiamo utilizzato Entrez Gene di NCBI (National 

Centre for Biotechnology Information) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene) per la ricerca delle 

sequenze dei geni che codificano per le proteine del Macchinario Apoptotico.  

La Tabella 6 mostra i differenti mRNA analizzati, la loro posizione 

cromosomica, il relativo Accession Number e una piccola descrizione di 

ognuno. 
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Tabella 6: geni del MA. 
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Le coppie di primers per i geni del MA sono state disegnate con il programma 

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

 

 
Fig. 33: Schermata del programma Primer3. 

 

L’efficacia dei risultati ottenuti dalla costruzione di coppie di primers, con tale 

metodica, è dovuta all’importanza che il programma stesso pone nel 

considerare diversi fattori, quali temperatura di melting, contenuto in GC, 

lunghezza, stabilità del 3’ etc [75]. 

Nella Tabella 7 sono riportate le condizioni di reazione per le coppie di 

primers utilizzate per amplificare in Real Time PCR gli mRNA dei geni del 

MA che sono risultati alterati nella nostra analisi e la dimensione in paia di basi 

(bp) dell’amplificato atteso. 
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Tabella 7: condizioni di Real Time PCR per i geni MA. 

 

2.9 RACCOLTA DEI CAMPIONI 

Anche in questo studio le donne arruolate fanno parte di un programma di 

fecondazione in vitro, presso il Servizio di Procreazione Medicalmente 
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Assistita dell’Azienda Ospedaliera Cannizzaro di Catania. Da queste donne 

sono stati prelevati i follicoli da cui è stato possibile ottenere, ovociti e 

rispettive cellule del cumulo (CC), sia singoli che in pool. Nell’ambito di 

questo studio sono stati utilizzati ovociti murini (ceppo FVB, allevati in 

omozigosi, albini e con alta prolificità) provenienti dallo stabulario del CBA 

(Centro Biotecnologie Avanzate) di Genova coordinato dal Professore 

Massimo Romani. 

 

2.10 COLLEZIONE DI POOL OVOCITARI E CELLULE 

DEL CUMULO 

Per questo studio sono stati utilizzati 35 ovociti provenienti da 15 differenti 

donne suddivise in due gruppi a seconda dell’età: 

• Gruppo A: donne di età ≤ 35 anni → OVOCITI YOUNG 

• Gruppo B: donne di età ≥ 38 anni → OVOCITI OLD 

Prima di tutto, per ogni gruppo e da una singola donna, sono stati 

individualmente aspirati cinque follicoli maturi e da ognuno di essi sono stati 

separati ovociti e cellule del cumulo. Gli ovociti sono stati poi raccolti in 

eppendorf da 0,2 ml contenenti H2O deionizzata. Le cellule del cumulo, invece, 

sono state sottoposte ad alcuni lavaggi in medium di coltura e successivamente 

ad una centrifugazione su gradiente di densità (Sil Select 45%) a 300 giri per 20 

minuti al fine di rimuovere eventuali cellule estranee (cellule ematiche, 

fibroblasti etc.). Il surnatante è stato completamente rimosso e le cellule 

trasferite in tubi da 5 ml precedentemente refrigerati e conservati a -20° C. I 
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pool così ottenuti sono serviti per ottenere sufficiente mRNA per l’analisi degli 

84 geni del macchinario. 

Anche i topi, a cui sono stati prelevati gli ovociti, sono stati suddivisi in due 

gruppi sempre in funzione dell’età: 

• Topi di età compresa tra 5 e 8 settimane: OVOCITI YOUNG; 

• Topi di età compresa tra 6 e 7 mesi: OVOCITI OLD. 

Le topine sono state super ovulate mediane iniezione intraperitoneale di FSH e 

LH. Dopo il 5° giorno di stimolazione le topine sono state sacrificate mediante 

CO2, sono state asportate le ovaie e da queste sono stati recuperati gli ovociti. 

Le cellule del cumulo sono state eliminate mediante trattamento con 

ialuronidasi. Dopo l’incubazione, per alcuni minuti, gli ovociti sono stati 

sciacquati tre volte in PBS, contate e subito congelate in azoto liquido per 

evitare la degradazione degli acidi nucleici. 

 

2.11 PREPARAZIONE DI POOL DI OVOCITI UMANI E 

MURINI 

I pool di ovociti sono stati sottoposti allo stesso trattamento seguito per le 

singole cellule (vedi paragrafo 2.3 a pagina 58) ovvero shock termico e 

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

Gli mRNA provenienti dai pool di ovociti sono stati retrotrascritti allo stesso 

modo dei singoli (vedi paragrafo 2.4 a pagina 63) in un volume finale di 100. 

Gli ovociti murini sono stati suddivisi in 3 eppendorf (1 cellula, 2 cellule e 4 

cellule) e in 2 µl di volume, e successivamente sottoposti a 100°C per 1’. Gli 

mRNA ottenuti sono stati retro trascritti in un volume finale di 40 µl con il kit 

WT-Ovation  (RNA Amplification System, Nugen Technologies) che permette 

di ottenere grandi quantità di cDNA partendo da piccole quantità di RNA. 

Il protocollo utilizzato è il seguente: 

RNA totale                                                                                   2 µl 

SINTESI DEL PRIMO STRAND DI cDNA 

Buffer A1                                                                                     2 µl 

Spinnare per 2” ed incubare a 65°C per 5’ (ANNEALING PRIMERS) 

Buffer A2                                                                                     5 µl 

H2O                                                                                           0.5 µl 

Enzima                                                                                      0.5 µl 

Il tutto si incuba per: 

• 4°C per 1’ 

• 25°C per 10’ 

• 42°C per 10’ 

• 70°C per 15’ 

• 4°C 

SINTESI DEL SECONDO STRAND DI cDNA 

Buffer B1                                                                               9.75 µl 
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Buffer B2                                                                               0.25 µl 

Il tutto si incuba per: 

• 4°C per 1’ 

• 25°C per 10’ 

• 50°C per 30’ 

• 70°C per 5’ 

• 4°C 

ULTERIORE SINTESI 

Buffer B1                                                                                       1.9 µl 

Buffer B3                                                                                       0.1 µl 

Il tutto si incuba per: 

• 4°C per 1’ 

• 37°C per 15’ 

• 80°C per 20’ 

• 4°C 

SPIA AMPLIFICATION 

Buffer C2                                                                                       5 µl 

Buffer C3                                                                                     10 µl 

Buffer C1                                                                                       5 µl 

Il tutto si incuba per: 

• 4°C per 1’ 

• 47°C per 60’ 

• 95°C per 5’ 

• 4°C 
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La reazione è stata condotta in un Thermal Cycler Eppendorf. 

Prima di effettuare le differenti reazioni di Real Time PCR utilizzando SYBR 

PREMIX DIMER ERASER TM  (Qiagen, Milan, Italy), il cDNA ottenuto è 

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

 

2.13 PREPARAZIONE DELLE CELLULE DEL CUMULO 

I campioni di cellule del cumulo sono stati conservati in azoto liquido, da 

ognuno di essi è stato estratto l’RNA (seguendo il protocollo Invitrogen) e 

quantificato. Tutto il volume di RNA ricavato è stato sottoposto al trattamento 

con DNasi (vedi paragrafo 2.3.2 pagina 59), retrotrascritto in un volume finale 

di 20 µl, analizzato mediante PCR ed elettroforesi. Per i dettagli vedere quanto 

descritto precedentemente per i singoli di ovociti (paragrafo 2.4 pagina 60). 

 

2.13.1 ESTRAZIONE DI RNA DA CELLULE DEL CUMULO 

Ogni campione, congelato dopo il prelievo per evitare la degradazione 

dell’RNA, è stato risospeso direttamente in Trizol (1 ml di Trizol per ogni 

pellet di cellule) e incubato per 5 minuti a temperatura ambiente; 

successivamente è stato aggiunto il Cloroformio (0,2 ml di cloroformio per 

ogni ml di Trizol) per permettere, dopo centrifugazione a 10.000 rpm per 10 

minuti a 4°C, la formazione di 2 fasi: una organica ed una acquosa contenente 

il nostro RNA. Quest’ultima fase è stata prelevata, posta in una eppendorf da 

1,5 ml e ad essa è stato aggiunto l’Isopropanolo (0,5 ml di isopropanolo per 

ogni ml di Trizol); dopo un ulteriore step di centrifugazione, con le medesime 

condizioni precedentemente usate, il surnatante ottenuto è stato eliminato ed il 
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pellet, costituito dall’RNA precipitato, è stato lavato con Etanolo al 75%. 

Effettuata l’ultima centrifugazione con le condizioni sopra riportate, è stato 

aspirato tutto l’etanolo ed il pellet di RNA totale è stato risospeso in un volume 

appropriato di H2O deionizzata sterile [73]. 

 

2.14 REAL TIME PCR 

La Real Time, denominata anche PCR quantitativa, è un metodo di 

amplificazione e quantificazione simultanea del DNA: essa misura 

l'amplificazione in tempo reale durante la fase esponenziale della PCR, quando 

cioè l'efficienza dell’amplificazione è influenzata minimamente dalle variabili 

di reazione. Piuttosto che rilevare l’ammontare totale del prodotto amplificato 

alla fine dei cicli di PCR, i prodotti della reazione vengono determinati a 

partire dal ciclo in cui l’amplificato diventa rilevabile, definito ciclo soglia (Ct), 

permettendo di ottenere risultati molto più accurati rispetto alla PCR 

tradizionale end point (Fig. 34). Più elevato è il numero di copie iniziali della 

sequenza da amplificare, più basso sarà il Ct. Il diagramma di Ct su DNA 

stampo è lineare, e la pendenza della retta (slope) fornisce una misura 

dell’efficienza della PCR. Alcuni strumenti forniscono dati relativi alle curve 

di dissociazione o di melting che seguono il completamento della PCR, questi 

dati danno un'indicazione sulla purezza del prodotto di reazione e rivelano la 

presenza di eventuali dimeri di primers. 
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Figura 34: Tipica curva di amplificazione di una PCR. Il ciclo soglia (Ct) è rappresentato 
dall’intersezione della linea di treshold con la curva di amplificazione. 
 

La Real Time PCR prevede due metodi di quantificazione del prodotto 

amplificato: una quantificazione assoluta ed una quantificazione relativa. La 

quantificazione assoluta richiede l’utilizzo di standard di cui sia nota la 

concentrazione assoluta; interpolando i valori di Ct del campione in esame sulla 

curva standard è possibile ottenere un valore quantitativo preciso rispetto a 

quello di un gene espresso costitutivamente. La quantificazione relativa è 

utilizzata per analizzare cambiamenti nell’espressione di un gene in un dato 

campione in relazione ad un campione di riferimento; in questo caso non è 

necessaria la costruzione di una curva standard: gli unknown vengono 

quantificati paragonando il loro ∆Ct con quello del controllo endogeno detto 

anche calibratore. 

La quantificazione dell’amplificato viene effettuata mediante la rilevazione 

della fluorescenza che si genera durante la PCR per effetto di diverse possibili 

reazioni chimiche. Le chimiche principali sono basate sul legame di coloranti 
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fluorescenti che si intercalano nella doppia elica del DNA, come il SYBR 

green, o sull'ibridazione di sonde specifiche. 

 

2.14.1 QUANTIFICAZIONE MEDIANTE SYBR GREEN 

Il SYBR green è un composto aromatico dotato di attività fluorofora che si 

comporta da agente intercalante in grado di legarsi preferenzialmente al DNA a 

doppio filamento inserendosi a livello del solco minore del DNA (Fig. 35). 

Durante la reazione di amplificazione il SYBR green si lega alle doppie eliche: 

 

 
Figura 35: meccanismo con cui il SYBR green agisce sul DNA a doppio filamento durante la 
fase di estensione della PCR. 
 

si osserva così un incremento della fluorescenza che corrisponde all’aumento 

del numero di copie dell’amplicone (Fig. 35); la molecola fluorescente si lega 

aspecificamente a tutte le doppie eliche, includendo i dimeri di primers ed 

eventuali prodotti aspecifici. Dopo l'amplificazione, i campioni vengono 

riscaldati e la variazione dell'energia di fluorescenza viene monitorata per 

generare una curva di dissociazione. 
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2.15 PREPARAZIONE PIASTRE 

Le piastre utilizzate nei nostri esperimenti sono piastre RT² Profiler™ PCR 

Array System (SuperArray) costituite da 96 pozzetti in cui sono già spottati i 

primers per specifici geni. In particolare, nelle piastre utilizzate per i pool di 

ovociti e cellule del cumulo, 84 pozzetti (dalla lettera A alla lettera G) 

contengono le coppie di primers per i geni della pathway apoptotica; i pozzetti 

H1-H5 contengono le coppie di primers per i geni housekeeping usati per 

normalizzare i dati di PCR Array; il pozzetto H6 contiene la coppia di primers 

per il controllo da DNA genomico (GDC); i pozzetti H7-H9 contengono i 

controlli per la retrotrascrizione (RTC) ed infine i pozzetti H10-H12 

contengono le coppie di primers per il controllo della PCR (PPC) (Fig. 36). 

 

 
Figura 36: piastra per Real Time. 

 

Naturalmente questa tecnica prevede l’utilizzo di una massa adeguata di 

mRNA ed è proprio per questo motivo che in questo caso sono stati utilizzati 

dei pool di ovociti anziché ovociti singoli, dai quali non si sarebbe ricavato 

materiale sufficiente per analizzare i 96 geni della piastra. 



________________________________________________Materiali e Metodi 

 - 81 - 

L’esperimento su piastra è stato allestito preparando la mix dei componenti 

elencati in Tabella 8, per pool di ovociti e cellule del cumulo all’interno di tubi 

autoclavati da 5ml; successivamente sono stati dispensati 25µl di tale mix in 

ogni pozzetto della piastra. 

 

 
Tabella 8: mix per Real Time PCR. 

 

L’analisi di tutte le piastre è stata condotta utilizzando la “Stratagene 

Instruments MX 3005”; le condizioni di reazione prevedevano 40 cicli totali di 

cui il primo a 95ºC per 10 minuti, in modo da attivare l’enzima HotStart DNA 

polimerase ed i rimanenti a 95ºC per 15 secondi ed a 60ºC per 1 minuto, fase in 

cui la macchina legge la fluorescenza. 

Nelle Tabelle 9a e 9b sono elencati gli 84 geni apoptotici della piastra che 

abbiamo preso in considerazione per le nostre analisi (esclusi i controlli di 

reazione) con i rispettivi Gene Name e Gene Symbol cosicché d’ora in avanti, 

per comodità, li menzioneremo facendo riferimento ai loro Gene Symbol. 
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Tabella 9a 
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Tabella 9b 

 

Per quanto riguarda invece, l’esperimento su piastra degli ovociti murini, è 

stato allestito preparando la mix dei seguenti componenti: 

cDNA                                                                             2 µl 

Buffer                                                                            64 µl 

Foward                                                                        4.8 µl 

Reverse                                                                        4.8 µl 
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H2O                                                                            54.4 µl 

all’interno di eppendorf da 0.2 µl; successivamente sono stati dispensati 10 µl 

di tale mix in ogni pozzetto della piastra (Fig. 37). 

 

 

Figura 37: piastra per Real Time. 

 

L’analisi della piastra è stata condotta utilizzando la “Eppendorf Multiplex 

Instruments”; le condizioni di reazione prevedevano 40 cicli totali di cui il 

primo a 95ºC per 30 minuti, in modo da attivare l’enzima HotStart DNA 

polimerase ed i rimanenti a 95ºC per 5 secondi ed a 60ºC per 30 secondi, fase 

in cui la macchina legge la fluorescenza, ed infine melting curve. 

 

2.16 ANALISI DEI DATI E COSTRUZIONE DEI DOT-PLOT  

Abbiamo calcolato i valori dei livelli di espressione dei geni MA, sia nei pool 

che nei singoli campioni, mediante il metodo 2-∆∆Ct [76]. La normalizzazione 

dei dati è stata condotta utilizzando HPRT (Tabella 10) come controllo 
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endogeno, gene scelto sulla base del fatto che i valori di Ct risultano essere 

costanti in tutti i campioni analizzati. 

 

 

Tabella 10: sequenza dei primers per HPRT e condizioni di Real Time PCR 

 

I dati di espressione sono mostrati come ln del 2-∆∆Ct dei geni MA normalizzati 

rispetto ad HPRT e al campione/i utilizzato/i come calibratore (pool di ovociti 

young, pool di cellule del cumulo young e ovociti young). Al fine di 

identificare geni del MA differenzialmente espressi in ovociti rispetto alle 

cellule somatiche, abbiamo effettuato dei confronti tra i livelli di espressione 

dei geni MA in ovociti young utilizzando come calibratore cellule del cumulo 

young e in ovociti old utilizzando come calibratore cellule del cumulo old. 

Invece, per identificare geni del MA differenzialmente espressi in ovociti in 

relazione all’età abbiamo confrontato i livelli di espressione dei geni MA in 

ovociti old utilizzando come calibratore gli ovociti young. 

Per identificare geni del MA differenzialmente espressi, abbiamo utilizzato un 

fold change stringente (FC ≤0.33 per la down-regulation e un FC ≥3 per l’up-

regulation, equivalente ad un ln = ±1) al fine di considerare un gene del MA 

come up- o down-regolato.  
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I dati ricavati dalle varie analisi, sono stati organizzati in un file di testo (*txt), 

necessario per effettuare un clustering dei valori di espressione dei geni 

analizzati nei campioni presi in esame. 

Con l’aumentare del numero dei campioni analizzato è stato necessario 

utilizzare dei metodi che permettessero un’immediata visualizzazione e 

contemporaneamente un’analisi statistica. Il clustering è stato effettuato 

utilizzando il software Cluster 3.0 attraverso il seguente percorso: Absolute 

Correlation Centred – Centroid Linkage – City  Block Distance. I dati sono 

stati poi visualizzati tramite il software Java Treeview in Dot Plot. 

 

2.17 INTERATTOMICA DEI GENI DEL MA 

La network dei geni del MA è stata generata mediante il plug-in APID2NET  di 

Cytoscape (www.cytoscape.org), software in grado di visualizzare come 

network un file di testo (*txt) opportunamente organizzato. 

Da un punto di vista grafico, una network non è altro che una serie di nodi (le 

proteine o i metaboliti) le cui interazioni (che possono essere di varia natura) 

sono visualizzate con archi che connettono i vari nodi. Nodi ed archi insieme 

costituiscono una network. 

Fondamentalmente possono essere distinti due tipi di interazioni: 

• Di tipo fisico (la proteina A interagisce fisicamente con la proteina B); 

• Di tipo funzionale (la proteina A interagisce con la proteina B attraverso 

fenomeni di fosforilazione, defosforilazione, ecc.). 

Alla network così fatta sono stati caricati i valori di espressione dei geni del 

MA ottenuti nei nostri esperimenti. L’analisi di centralità della rete è stata 
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effettuata utilizzando il plug-in Network Analyzer, che permette di recuperare 

tutti i parametri di centralità di un nodo da una rete consolidata [77]. 

Dalla network si può vedere come molti di questi geni risultino alterati negli 

ovociti old rispetto agli young. Alcuni di questi geni alterati costituiscono degli 

hub ovvero dei punti centrali della network. 

 

2.18 ANALISI STATISTICHE 

Abbiamo dimostrato mediante l’applicazione del Student’s t-test ai valori di 

∆Ct tra ovociti old e young che ci sono variazioni statisticamente significative 

tra i due gruppi per quanto riguarda i geni analizzati. 
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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-PCR Real Time, la qualità 

ovocitaria in risposta a specifici protocolli di congelamento (Vitrificazione). 

I risultati ottenuti in questo studio sono stati pubblicati su Fertility and 

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

Di seguito sono riportati la procedura utilizzata. 

 

2.19 RICERCA DI SEQUENZE DI GENI OVOCITA-

SPECIFICI E DISEGNO DEI PRIMERS 

Le sequenze dei geni codificanti proteine importanti per lo sviluppo 

dell'embrione sono state ricavate su Entrez Gene di NCBI  

Le coppie di primers sono state disegnate con Primer3 e nella Tabella 11 sono 

riportate le condizioni di reazione per le coppie di primers utilizzate e la 

dimensione in paia di basi (bp) dell’amplificato atteso. 

 

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

Anche per questo studio sono stati utilizzati ovociti soprannumerari provenienti 

da donne sottoposte a cicli di fecondazione in vitro (IVF). 

In particolare, per questo studio, un totale di 25 ovociti in MII sono stati 

collezionati da 5 differenti donne. Da ognuna sono stati prelevati 2 ovociti 

freschi e 3 vitrificati, scegliendo quelli con buona morfologia, per un totale di 

10 freschi e15 vitrificati. Per quel che riguarda il prelievo ovocita rio, la 

preparazione degli ovociti vedere paragrafo 2.2 e 2.3. 

 

2.21 PROTOCOLLI DI VITRIFICAZIONE E 

SCONGELAMENTO 

Per le procedure di vitrificazione e scongelamento è stato utilizzato il kit Irvine 

Vitrification Freeze (Vit Kit-Freeze; Vit Kit-Thaw , Santa Ana, CA) che 

comprende due soluzioni per la vitrificazione e tre per lo scongelamento. 

 

2.21.1 VITRIFICAZIONE 

La procedura di vitrificazione è stata condotta a temperatura ambiente (23-

25°C). Su un coperchio Petri sono state allestite 1 goccia da 20 µl di medium 

(Gamete; Vitrolife, Goteborg, Sweden); 3 gocce da 20 µl di soluzione di 

equilibrazione (ES1, ES2, ES3) ed 1 goccia da 20 µl di soluzione di 

vitrificazione (VS). 

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

5%CO2), sono stati trasferiti nella goccia di medium per 1 minuto, dopo di che 
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hanno subito 3 passaggi nelle gocce di soluzione equilibrante per 2 minuti, 2 

minuti e 3 minuti rispettivamente. Da qui gli ovociti sono stati trasferiti nelle 3 

gocce di soluzione di vitrificazione per 5 secondi, 5 secondi e 10 secondi 

rispettivamente. A questo punto gli ovociti sono stati immediatamente caricati, 

in un minimo volume di soluzione di vitrificazione, sulla parte più distale di un 

capillare (HSV; CryoBioSystem, L’Aigle, France). Il capillare è stato inserito 

immediatamente in un HSV straw e sigillato mediante l’utilizzo di una 

sigillante termica (CryoBio-System). 

In meno di un minuto dall’inizio dell’esposizione alla soluzione di 

vitrificazione, il campione è stato vitrificato mediante il tuffo dell’ HSV in 

azoto liquido. 

 

2.21.2 SCONGELAMENTO 

Allo scongelamento le HSV sono passate dall’azoto liquido (-196°C) al 

bagnetto termostatato a 37°C dove vi sono rimasti per 3 secondi circa. 

Dopo gli ovociti sono stati scaricati dal capillare nella prima goccia di 

soluzione di scongelamento per 1 minuto e poi trasferito in una seconda goccia 

(20 µl) di soluzione di scongelamento per un altro minuto. Successivamente, 

gli ovociti sono stati incubati per due volte consecutive in gocce (20 µl ognuna) 

di soluzione di diluizione per 2 minuti ognuna e susseguentemente in 3 gocce 

(20 µl ognuna) di soluzione di scongelamento per 3 minuti ciascuna. Dopo 

questa procedura i singoli ovociti sono stati utilizzati per gli esperimenti di 

Real Time condotti su ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems). 



________________________________________________________Risultati 

 91 

RISULTATIRISULTATIRISULTATIRISULTATI    

3.1 ANALISI DI ESPRESSIONE DEL TFIID IN SINGOLI 

OVOCITI UMANI: NUOVI POTENZIALI MARCATORI 

MOLECOLARI DI QUALITÀ OVOCITARIA 

 

Come specificato in maggior dettaglio in materiali e metodi (vedi paragrafo 

2.2 “Raccolta dei campioni” pagina 55), mediante RT-PCR semiquantitativa 

abbiamo analizzato l’espressione dei geni codificanti le differenti subunità di 

TFIID su un totale di 150 ovociti umani maturi (Metafase II) provenienti da 

50 differenti donne. 

Verificata la qualità della reazione di retrotrascrizione mediante 

l’amplificazione di HPRT su una aliquota del cDNA dell’ovocita, abbiamo 

esaminato l’espressione dei diversi mRNA codificanti le varie subunità di 

TFIID in aliquote di uguale volume provenienti da 3 differenti ovociti. La 

stima della massa di cDNA per ogni mRNA amplificato è stata ottenuta 

normalizzando con HPRT. La diversa espressione delle differenti isoforme è 

stata calcolata mediante il rapporto dei cDNA ottenuti dalla amplificazione con 

la stessa coppia di primers. 

Questa prima analisi ha mostrato che molti dei geni TAF analizzati sono 

presenti nel gamete femminile ed i livelli di espressione, a parte le variazioni 

sperimentali, sono fondamentalmente simili in tutti gli ovociti (Fig. 38). 
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Figura 38: RT-PCR di TAF2 e TAF3 in tre differenti ovociti. I dati sono stati normalizzati 
caricando nello stesso gel il cDNA oggetto di studio e il gene di riferimento HPRT. Il cDNA è 
stato indipendentemente amplificato da un aliquota identica dello stesso campione. 
 

Risultano assenti solo gli mRNA che codificano per TAF7L, paralogo di TAF7 

che riveste un’importante funzione nella spermatogenesi [78, 79] e per 

l’isoforma delta del TAF6, coinvolto nell’apoptosi [80]. 

Tra le differenti varianti trascrizionali presenti su Entrez Gene, TAF1 variante 

1, TAF6 isoforma alfa e TAF9 isoforma a sembrano essere maggiormente 

espresse rispetto a TAF1 variante 2, TAF6 isoforma gamma e TAF9 isoforma 

b. 

Paragonando l’espressione dei singoli mRNA nei tessuti controllo e negli 

ovociti abbiamo osservato che esistono delle notevoli differenze di espressione 

tra le diverse subunità di TFIID. I trascritti per TAF4B, TAF5 e TBPL2 sono 

molto abbondanti negli ovociti e la loro espressione è molto più alta rispetto ai 

tessuti controllo (Fig. 39A). Di contro, TAF11, TAF13 e le differenti isoforme 

di TAF15 hanno un livello di espressione molto basso e possono essere messi 

in evidenza solo dopo nested PCR (Fig. 39B). Contrariamente a TAF6L, le due 

isoforme di TAF5L sono ben rappresentate nella cellula germinale femminile 

(Fig. 39C). Il cDNA di TAF1L sembra essere presente nell’ovocita e nei 
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tessuti usati come controllo (Fig. 39D). Questo dato, in contrasto a quanto 

precedentemente pubblicato [81], è stato verificato estendendo l’analisi ad altri 

tessuti (Fig. 39D). Infine, TAF9-a ed il suo paralogo TAF9B sono entrambi 

espressi negli ovociti umani a livelli simili rispetto agli altri tessuti. 

 

 

Figura 39: (A) cDNAs di HPRT, TAF5, TAF4B e TBPL2 amplificati da tessuto umano (lane 
1 cuore, lane 2 cervello) e da ovociti umani (lanes 3 e 4). E’ evidente che i TAF e TBPL2 sono 
abbondantemente espressi negli ovociti. (B) cDNA di HPRT, TAF11, TAF13 e TAF15 
amplificati da tessuti umani umano (lane 1 cuore, lane 2 cervello) e da ovociti umani (lanes 3 e 
4). I frammenti di TAF11, TAF13 e TAF15 sono visualizzabili solo dopo nested PCR. (C) I 
cDNA per HPRT, le due isoforme di TAF5L e TAF6L (lane 1 cuore, lane 2 cervello) e da 
ovociti umani (lanes 3 e 4). Il gene paralogo di TAF5 mostra rispetto a TAF6L una maggiore 
espressione. (D) cDNA di TAF1 e TAF1L amplificato da tessuti umani (lane 1 cuore, lane 2 
muscolo scheletrico, lane 3 milza, lane 4 intestino, lane 5 utero, lane 6 sangue) e da ovociti 
umani (lanes 7–9) usando la stessa coppia di primers. Aliquote identiche dello stesso campione 
sono state analizzate con i primers per HPRT. 
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I valori densitometrici dei cDNA amplificati (normalizzati con HPRT) per ogni 

ovocita , così come per i tessuti controllo, sono stati analizzati statisticamente 

(Student’s t-test), dimostrando che l’espressione di TAF2, TAF4B, TAF5, 

TAF6L, TAF7, TAF9-b, TAF10, TAF11, TAF13, TAF15, TBPL2, sono 

statisticamente differenti (P-value<0.01). Inoltre, TAF4B, TAF5 e TBPL2 

hanno mostrato un più alto livello di espressione in tutti gli ovociti. Il ln dei 

valori densitometrici normalizzati, ottenuto dal rapporto tra i valori 

densitometrici normalizzati degli ovociti e la media dei valori densitometrici 

dei tessuti controllo, è stato usato per generare un dot plot (software tree view 

1.0.13) (Fig. 40). 
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Figura 40: Dot plot: I risultati sono organizzati in una matrice gene-expression, dove ogni 
colonna rappresenta un mRNA (contrassegnato dal corrispondente gene symbol) e ogni riga un 
singolo ovocita. La colour scale indica i relativi livelli di espressione di ogni gene. Il bar code 
alla base rappresenta la colour scale del ln dei valori. 
 

Schematizzando è possibile suddividere i seguenti livelli di espressione delle 

subunità di TFIID in 4 gruppi (Tabella 12): 

a) espressione più alta nell’ovocita rispetto ai tessuti controllo (TBPL2, 

TAF4B e TAF5); 
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b) espressione paragonabile (TBP, TBPL1, TAF1-1, TAF1-2, TAF1L, 

TAF3, TAF4, TAF5L-a, TAF5L-b, TAF6alfa, TAF6gamma, TAF8, 

TAF9-a, TAF9B e TAF12); 

c) espressione inferiore (TAF2, TAF6L, TAF7, TAF9-b, TAF10, TAF13, 

TAF15-1 e TAF15-2) 

d) nessuna espressione (TAF6delta eTAF7L). 
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TBPL2 

TAF4B 
Gruppo 1 

TAF5 

TBP   TBPL1 

TAF1-1   TAF1-2   TAF1L 

TAF3 

TAF4 

TAF5L-a   TAF5L-b 

TAF6alfa   TAF6gamma 

TAF8 

TAF9-a   TAF9B 

Gruppo 2 

TAF12 

TAF2 

TAF6L 

TAF7 

TAF9-b 

TAF10 

TAF11 

TAF13 

Gruppo 3 

TAF15-1   TAF15-2 

TAF6delta Gruppo 4 

TAF7L 
 
Tabella 12: differenti gruppi di espressione delle subunità di TFIID tra ovociti e tessuti 
controllo. 
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3.2 PROFILO DI ESPRESSIONE DEI GENI DEL 

MACCHINARIO APOPTOTICO IN OVOCITI UMANI 

MATURI ED IN CELLULE DEL CUMULO 

 

Per l’analisi del profilo d’espressione dei geni MA sono stati utilizzati 35 

ovociti provenienti da 15 differenti donne suddivise in due gruppi a seconda 

dell’età (vedi paragrafo 2.9 “Raccolta dei campioni” pagina 71). 

Partendo da pool composti da 5 ovociti soprannumerari prelevati da una 

singola donna, al fine di evitare variazioni individuali, abbiamo analizzato le 

differenze di espressione di 84 geni codificanti proteine coinvolte nell’apoptosi 

(Tabella 9a e 9b) tra ovociti .young e ovociti old. Abbiamo inoltre effettuato 

l’analisi anche tra i pool delle rispettive cellule del cumulo. 

In seguito all’analisi dei dati RT PCR Real Time con il metodo 2-∆∆Ct
 (vedi 

paragrafo 2.16 Analisi dei dati e costruzione dei Dot-Plot” pagina 84) sono stati 

identificati alcuni mRNA differenzialmente espressi tra ovociti e cellule del 

cumulo della stessa donna ed alcuni mRNA up o down regolati in relazione 

all’età materna (ln2-∆∆Ct <-1 down regulated e ln2-∆∆Ct > 1 up regulated). 

Dal confronto tra ovociti e cellule del cumulo abbiamo trovato che, 

indipendentemente dall’età materna, la maggior parte dei geni risulta down 

regolata negli ovociti fatta eccezione per BCL2L10 e p73 che invece risultano 

essere abbondantemente espressi negli ovociti, sia old che young, rispetto alle 

cellule del cumulo (Fig. 41). 
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Figura 41: Dot Plot. Normalizzazione mediante il metodo 2 ∆∆Ct tra ovociti young e rispettive 
cellule del cumulo ed ovociti old e rispettive cellule del cumulo. 
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Inoltre, abbiamo individuato alcune differenze correlate all’età materna, 

suggerendo che alcuni geni che codificano per proteine proapoptotiche (BAD, 

CD40, BAG3, TNFRSF10A, TNFRSF21 e CD27) sono up regolati negli 

ovociti rispetto alle cellule del cumulo in donne over 38. 

Dal confronto tra ovociti old ed ovociti young abbiamo trovato che il profilo di 

espressione dei geni del macchinario è fortemente dipendente dall’età materna. 

Infatti, i risultati mostrano che su 57 geni con funzione proapoptotica 32 non 

variano in maniera significativa, 9 sono down regolati e 16 sono up regolati. 

Considerando i geni con funzione antiapoptotica su 27 geni 11 non variano in 

maniera significativa, 5 sono up regolati e 11 sono down regolati (Tabella 13). 
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Tabella 13: geni pro e antiapoptotici differenzialmente espressi in ovociti old. 
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Analizzando le cellule del cumulo abbiamo osservato che la variazione 

coinvolge un numero minore di messaggeri e non si evidenziano correlazioni 

tra apoptosi ed invecchiamento. Infatti abbiamo riscontrato una variazione dei 

livelli di espressione soltanto di 11 geni rispetto agli 84 analizzati, e come si 

evince dalla Tabella 14 e dalla Figura 42 (seconda colonna del Dot Plot), la 

maggior parte di questi geni risultano essere down-regolati. 

 

 

Tabella 14: geni pro e antiapoptotici differenzialmente espressi in cellule del cumulo old. 
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Figura 42: Dot Plot. Normalizzazione mediante il metodo 2 ∆∆Ct tra ovociti old contro ovociti 
young e cellule del cumulo old contro cellule del cumulo young. 
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Al fine di confermare i dati ottenuti nei pool di ovociti old, abbiamo esteso 

l’analisi alle singole cellule selezionando alcuni geni (NAIP, BCL2L11, BCL2, 

TNFRSF10A, TNFRSF21, CFLAR, CD40 e BAD) che mostravano nel pool un 

pattern di espressione profondamente differente in relazione all’età materna 

(0.33≤ 2- ∆∆Ct ≥3) e il cui ruolo risulta essere rilevante nell’attivazione della 

pathway estrinseca dell’apoptosi ed altri come BCL2L1, MCL1 e p73 che 

presentano isoforme trascrizionali che svolgono funzioni biologiche opposte 

(BCL2L1 long, BCL2L1 short, MCL1 long, MCL1 short, TAp73 e ∆Np73). 

Dal momento che i primers spottati nelle piastre della SuperArray non sono in 

grado di discriminare tali isoforme, abbiamo disegnato delle coppie di primers 

in grado di distinguere l’isoforma proapototica dalla anti e ne abbiamo 

analizzato l’espressione sui singoli ovociti. 

Ognuno di questi geni è stato analizzato in singoli ovociti provenienti da 9 

differenti donne (6 young e 3 old) sottoposte a stimolazione per IVF (in vitro 

fertilization). Per ogni ovocita, mediante RT PCR Real Time, abbiamo 

analizzato 5 mRNA e HPRT come gene di riferimento. 

Questa analisi ha confermato che le differenze di espressione per BCL2 e 

CFLAR sono statisticamente significative (p<0.05) e che questi trascritti anti 

apoptotici sono molto più abbondanti negli ovociti young rispetto agli old (Fig. 

43). 
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Figura 43: trascritti più abbondanti in ovociti young rispetto ad ovociti old. 

 

Allo stesso modo CD40, TNFRSF10A, TNFRSF21 sono più abbondanti negli 

ovociti old rispetto agli young (p <0.05 o p <0,01) (Fig. 43). Di contro, le 

differenze di espressione per BCL2L11, BAD e NAIP non sono risultate 

statisticamente significative. 

L’analisi delle isoforme trascrizionali di BCL2L1 e MCL1 ha mostrato che 

entrambe le isoforme sono espresse nel gamete femminile e che i rapporti dei 

∆Ct tra ovociti old e young sono molto simili con una piccola sovra espressione 

dell’isoforma anti (short) rispetto alla pro (long) in ogni campione (Fig. 44). 
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Figura 44: trascritti più abbondanti in ovociti young rispetto ad ovociti old. 

 

Sempre riguardo le isoforme trascrizionali, abbiamo trovato che l’isoforma 

TAp73 è espressa esclusivamente negli ovociti young (negli ovociti old Ct > 

40), mentre la ∆Np73 isoforma γ, avente funzione antiapoptotica, nonostante 

sembri essere sovraespressa in 3 ovociti young (ln2-∆∆Ct > 1), all'analisi 

statistica (t-test) non mostra differenze statisticamente significative tra ovociti 

old e ovociti young. 

L’assenza dell’isoforma TAp73 negli ovociti old è stata particolarmente 

interessante per cui abbiamo voluto riconfermare il dato su un altro modello. 

Abbiamo quindi effettuato la stessa analisi su ovociti murini, e dai dati ottenuti 

si evince che anche in questo modello l’isoforma TAp73 risulta essere 

abbondantemente espressa negli ovociti provenienti da topine young. 
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3.2.1 INTERATTOMICA 

La network degli 84 geni del MA (Fig. 45) è una tipica network biologica 

costituita da molti nodi con poche interazioni e da pochi nodi con molte 

interazioni (hubs). E’ stata costruita utilizzando i dati di interazione estrapolati 

dal database Gene elaborati con il software Cytoscape (vedi Materiali e 

Metodi). Nella network i geni rappresentano i nodi mentre le loro interazioni 

ne costituiscono gli archi. 

 

 
Figura 45. Rappresentazione grafica della network degli 84 geni del Macchinario Apoptotico 
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Inoltre, ai dati di interazione sono stati sovrapposti quelli riguardanti i valori di 

espressione dei geni del MA ottenuti dal confronto tra pool di ovociti old e 

pool di ovociti young (Fig. 46). 

 

Figura 46: network dei geni del MA. 

 

Le proteine del MA con il maggior numero di interazioni (proteina-proteina e 

proteina-DNA) all’interno del macchinario stesso (numero di interazioni ≥10) 

sono CASP8, BCL2L1, BCL2, CASP3, TNFRSF1A, FADD e CFLAR. Queste 

proteine costituiscono i nodi strutturalmente e funzionalmente più importanti 

della network, che, se soggetti ad alterazioni, potrebbero compromettere 

criticamente la stabilità della network 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 

 

I nostri dati sono stati normalizzati mediante il metodo classico del 2-∆∆Ct [76]. 

Questo metodo prevede il confronto tra i valori di Ct del campione di interesse 

e un ovocita fresco utilizzato come calibratore. I valori di Ct sia del controllo 

che del campione di interesse sono stati normalizzati con HPRT [82]. 

I nostri dati mostrano chiaramente che il profilo di espressione dei geni, scelti 

come biomarcatori (TAF4B, GDF9, BMP15, FIGLA e OCT4), non cambia tra 

ovociti freschi e vitrificati (0,3 <2-∆∆Ct   <1,3) (Fig. 47A). 

Per validare statisticamente i nostri risultati, abbiamo confrontato i valori di Ct, 

normalizzato per HPRT (∆CT), in ovociti freschi ed in ovociti vitrificati. 

Sebbene alcuni siano stati raccolti dalla stessa donna, consideriamo ogni 

singolo ovocita come un campione indipendente: ciò è dovuto allo specifico 

differenziamento cui vanno incontro i gameti anche se provenienti dallo stesso 

individuo. Infatti, ogni gamete può subire specifiche alterazioni a livello 

genomico o modifiche epigenetiche del DNA mostrando un evidente livello di 

diversità molecolare con conseguente differenza nella competenza ovocita ria, 

tasso di fecondazione e tasso di gravidanza. Per l’analisi statistica abbiamo 

utilizzato lo Student’s t-test indipendente che ha dimostrato che non ci sono 

variazioni statisticamente significative tra ovociti freschi e ovociti scongelati 

dopo vitrificazione (P <0,01) (Fig. 47B). Ciò è stato ulteriormente confermato 
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dal confronto di cinque ovociti diversi (due freschi e tre vitrificated), raccolti 

dalla stessa donna durante lo stesso protocollo di stimolazione ovarica (Fig. 

47C). 

 

Figura 47: profilo di espressione genica in ovociti freschi ed in ovociti scongelati dopo 
vitrificazione. 
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DISCUSSIONEDISCUSSIONEDISCUSSIONEDISCUSSIONE    

I risultati ottenuti dimostrano come alcuni degli mRNA analizzati possano 

essere considerati buoni marcatori di qualità ovocitaria. 

In particolare, l’analisi dei fattori generali di trascrizione ci ha permesso di 

individuare dei geni, quali il TAF4B, importanti candidati nel corretto sviluppo 

e differenziamento del gamete femminile umano in condizioni fisiologiche. La 

valutazione del profilo di espressione dei geni del macchinario apoptotico ci ha 

permesso di individuare dei geni candidati per la riduzione di competenza 

dell’ovocita durante l’invecchiamento riproduttivo ed infine grazie all’analisi 

di specifici trascritti è stato possibile valutare la qualità ovocitaria in risposta a 

specifici protocolli di congelamento (Vitrificazione). 

 

4.1 ANALISI DI ESPRESSIONE DEL TFIID IN SINGOLI 

OVOCITI UMANI: NUOVI POTENZIALI MARCATORI 

MOLECOLARI DI QUALITÀ OVOCITARIA 

TFIID gioca un ruolo fondamentale nell’inizio della trascrizione dei geni 

codificanti proteine, così non sorprende che tutti gli mRNA che codificano le 

sue subunità sono presenti anche a livello degli ovociti umani. 

Tuttavia, le marcate differenze di espressione tra i geni che codificano le 

differenti subunità di TFIID sono interessanti e degne di nota: più 
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precisamente, alcuni di questi geni sono espressi a livelli più alti nelle cellule 

germinali femminili rispetto alle cellule somatiche. 

I dati ottenuti mettono in risalto la peculiare funzione di TFIID all'interno 

dell'apparato generale di trascrizione e confermano il suo importante ruolo 

nell’ovogenesi umana e nelle prime fasi dello sviluppo dell’uomo. Infatti, è 

stato dimostrato che l’mRNA che codifica TAF4B e TAF5, così come quello 

per TBPL2, risultano essere altamente espressi negli ovociti umani maturi 

(figura 39A). Il coinvolgimento di queste proteine nell’ovogenesi e 

nell’embriogenesi in diversi organismi modello è già stata dimostrata, così 

come il ruolo dei geni della famiglia TBP durante le prime fasi di sviluppo [83, 

84]. 

TAF5 è stato caratterizzato come una subunità TFIID nel 1996 [85, 86], ma è 

stato poco studiato sugli esseri umani fino ad oggi. Taf-5, il suo gene ortologo 

in Caenorhabditis elegans, sembra avere un ruolo importante nella la maggior 

parte degli eventi della trascrizione embrionale [87]. 

TAF4B è stato inizialmente identificato come un paralogo tessuto-specifico di 

TAF4 nelle cellule B [88]; ora sembra essere un fattore di regolazione 

importante nella gametogenesi femminile dei mammiferi [89]. 

E 'stato dimostrato che topi knockout per taf4b, di sesso femminile, sono sterili, 

e presentano difetti nella formazione dei follicoli precoci, nella maturazione 

degli ovociti e nella scissione dello zigote [90], mostrando anche un 

invecchiamento riproduttivo prematuro [91]. Recenti lavori hanno dimostrato 
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che la proteina TAF4B è espressa in cellule della granulosa di topo e regola 

l'espressione di geni tessuto-specifici in risposta a diversi segnali ovarici 

attraverso l'induzione di c-jun [92] e della ciclina D3 [93]. 

L’elevata quantità di TAF4B negli ovociti umani lascia supporre che anche 

nell’uomo la proteina giochi un importante ruolo durante la gametogenesi e 

quindi una sua deficienza possa essere correlata con una cattiva qualità 

ovocitaria. 

TBPL2 sembra essere coinvolto nella gametogenesi femminile e 

nell’embriogenesi [94]. Diversi studi hanno dimostrato il suo ruolo centrale 

nelle specie zebrafish e Xenopus [95, 96]; la proteina sembra essere altamente 

espressa nelle ovaie di topo [97]. Questo studio dimostra per la prima volta che 

gli mRNA di TAF4B, TAF5, TBPL2 sono altamente espressi in ovociti umani, 

sottolineando la loro importanza per la riproduzione umana. Si crede che sia 

TAF4B e TAF5 potrebbero rappresentare buoni biomarcatori di qualità 

ovocitaria. 

Anche se il loro ruolo molecolare nell’ovogenesi e nelle prime fasi dello 

sviluppo embrionale deve essere ulteriormente chiarito, è possibile che 

cambiamenti nella loro regolazione potrebbero essere correlati a cambiamenti 

nella morfologia degli ovociti associato con l’infertilità. Questi studi 

rappresentano un punto di partenza per ulteriori indagini sul ruolo fisiologico 

dei GTF e il loro possibile coinvolgimento nei disordini riproduttivi. Per 

quanto riguarda gli altri geni analizzati, è emerso che le due varianti 
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trascrizionali di TAF5L erano ben rappresentati negli ovociti umani; al 

contrario, l’mRNA di TAF6L era presente a un livello molto basso (Fig. 39C e 

Tabella 12). È interessante notare che, TAF5L, anche chiamato PCAF-

associated factor 65 beta (beta PAF65), e TAF6L o PAF65 alfa, sono stati 

identificati come subunità del complesso istone acetylase PCAF [98]. Le 

differenze di espressione tra di loro potrebbero indicare un ruolo aggiuntivo per 

TAF5L nella gametogenesi umana. È interessante notare che, il suo ortologo in 

Drosophila (Cannonball) codifica per una proteina specifica della linea 

germinale [99]. 

Si è constatato che TAF1L è espresso negli ovociti così come in ogni tessuto di 

controllo analizzato (Fig. 39D): di conseguenza, non sembra essere testicolo-

specifico. TAF9 e il suo paralogo TAF9B sono entrambi espressi negli ovociti 

umani a livelli simili agli altri tessuti. I dati in accordo con altri studi [100] 

mostrano che entrambi i geni codificano subunità di TFIID e sono essenziali 

per la vitalità cellulare, ma possono giocare diversi ruoli nella regolazione 

dell'espressione genica. 

L'analisi effettuata su Entrez Gene ha rivelato che la proteina codificata da 

TAF9 isoforma b non è una subunità TFIID. In realtà, è stato caratterizzato 

come proteina della ghiandola surrenale AD-004. La traduzione di questa 

proteina è iniziata da un ATG alternativo e utilizza una cornice di lettura 

diversa (Tabella 3). Non è comune per un gene codificare due proteine 

completamente differenti. 
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Infine, l'allineamento dei dati mostra che, nonostante le somiglianze strutturali 

tra TAF5 e TAF5L e tra TAF6 e TAF6L, non potevano avere una comune 

origine evolutiva. L’allineamento della sequenza peptidica eseguita mediante 

ClustalW mostra il 28% di identità e 43% di somiglianza per TAF5-TAF5L e il 

20% di identità e il 35% di somiglianza per TAF6-TAF6L (Similarity Matrix: 

BLOSUM62). Oltre ad identificare i geni che sono importanti per la 

riproduzione umana, la caratterizzazione delle diverse subunità di TFIID in 

ovociti umani ci ha permesso di ottenere nuovi dati sul principale complesso 

coinvolto nell'inizio della trascrizione. La sua complessità, in contrasto al 

semplice ruolo meccanico che queste proteine sembrano effettuare, suggerisce 

una partecipazione ancora da scoprire in complesse funzioni biologiche, come 

il controllo della proliferazione cellulare [66]. 

Studi del trascrittoma dell’ovocita umano sono importanti per una migliore 

comprensione della ovogenesi, follicologenesi, fecondazione e sviluppo 

embrionale. Infatti, alcuni lavori hanno riportato l'analisi dell'espressione 

genica in ovociti umani utilizzando la tecnologia microarray [101, 102, 103]. I 

risultati del presente studio validano alcuni di questi dati di microarray e 

caratterizzano le subunità del complesso, principalmente coinvolte nella 

trascrizione dei geni di classe II che codificano per proteine. In questo lavoro, 

si suggerisce che TAF4B, TAF5, TBPL2 e anche TAF5L (anche se espressa in 

ovociti in modo analogo alle cellule somatiche) potrebbero rappresentare geni 

candidati per i disordini riproduttivi. 
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L’analisi su singole cellule ha consentito una ricerca di correlazioni tra un 

marcatore molecolare e disturbi specifici di ovocita: di conseguenza, dovrebbe 

essere possibile associare ad un’alterata morfologia dell’ovocita, disturbi di 

infertilità non ancora ben caratterizzati, o le abitudini quotidiane, così come la 

dieta, il fumo o l'esposizione ad agenti inquinanti, ai difetti molecolari degli 

ovociti. Inutile dirlo, sarà estremamente importante sviluppare una tecnologia 

che potrebbe permettere la selezione dei gameti che esprimono appropriati 

biomarkers e poi utilizzarli nelle tecniche di riproduzione assistita. 

 

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 nel determinare la riduzione della 

competenza ovocitaria in avanzata età riproduttiva, abbiamo determinato il 

trascrittoma del MA in pool di ovociti MII maturi, e rispettive cellule del 

cumulo, e abbiamo comparato il profilo di espressione dei geni del MA in 

ovociti young e old ed in cellule del cumulo young e old. 

Gli ovociti facenti parte del pool, così come le cellule del cumulo, provengono 

da follicoli soprannumerari prelevati da una singola donna. La scelta di 

utilizzare inizialmente dei pool provenienti dalla stessa donna è stata dettata 

dalla necessità di voler diminuire il più possibile il numero di variabili 
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individuali. Solo in seguito, sulla base dei dati ottenuti nei pool, si è passati 

all’analisi nelle singole cellule dei geni trovati differenzialmente espressi. 

 

4.2.1 CONFRONTO OVOCITI VS CELLULE DEL CUMULO SIA OLD 

CHE YOUNG. 

Utilizzando la normalizzazione relativa con il metodo 2-∆∆Ct, abbiamo 

paragonato il profilo di espressione dei geni del MA negli ovociti young con le 

rispettive cellule del cumulo e negli ovociti old con le rispettive cellule del 

cumulo (Fig. 41). Questa normalizzazione ci ha permesso di identificare nel 

gamete femminile i geni up- o down- regolati rispetto a delle cellule somatiche 

dello stesso individuo. 

Da questo confronto è emerso che, indipendentemente dall’età materna, la 

maggior parte dei geni risulta down regolata negli ovociti fatta eccezione per 

BCL2L10 e p73 che invece risultano essere abbondantemente espressi sia 

negli ovociti old che negli young, rispetto alle cellule del cumulo (Fig. 41). 

BCL2L10, paralogo di BCL2 nell’uomo, codifica per una proteina 

antiapoptotica la quale è altamente espressa nell’ovario di topo [104]; è stato 

inoltre dimostrato che l’espressione di questo gene è elevata in ovociti di topo 

in metafase II ed è stato ipotizzato che il ruolo di BCL2L10 sia associato alla 

maturazione degli ovociti, in particolare durante il passaggio dalla prima alla 

seconda divisione meiotica. [105]. Ulteriori studi per la determinazione del 

pattern di espressione dei geni della famiglia BCL2 in vari tessuti inclusi gli 

ovociti, hanno mostrato una espressione ovocita specifica di BCL2L10 [106]. I 
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dati ottenuti nel nostro studio indicano l’importanza di questo gene nella 

maturazione degli ovociti e nello sviluppo embrionale precoce dell’uomo 

anche se, come vedremo in seguito, non sembra essere correlato con 

l’invecchiamento. La famiglia dei geni p53 (p53, p63, p73), conservata lungo 

la scala evolutiva, ha l’importante funzione, oltre che come regolatore della 

divisione cellulare, quello di assicurare integrità genomica e la fedeltà del 

processo di sviluppo della linea germinale [107]. E’ stato dimostrato infatti che 

la perdita di uno di questi geni in topi di sesso femminile provoca una 

significativa riduzione della fertilità. È stato inoltre ipotizzato che le proteine 

codificate da questi geni possano svolgere un ruolo importante nel controllo 

della ploidia cellulare [108, 109]. La sovraespressione di p73 che abbiamo 

riscontrato negli ovociti non ancora riportata in letteratura, ci induce a 

ipotizzare un ruolo importante di p73 nell’ovogenesi e/o nelle prime fasi di 

sviluppo embrionale. Per tale motivo e per il fatto che questo gene presenta 

delle isoforme trascrizionali con diversa funzione (pro ed antiapoptotica), è 

stato selezionato tra quelli che sono poi stati analizzati sui singoli ovociti. 

Questo gene infatti, insieme agli altri membri della famiglia, possiede due 

promotori: uno più a monte del primo esone che genera isoforme contenenti il 

dominio TA (proapoptotiche) e uno intronico che genera isoforme troncate 

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

CUMULO ( OLD E YOUNG) 

Sempre mediante il metodo del 2-∆∆Ct, abbiamo confrontato ovociti old rispetto 

ad ovociti young e cellule del cumulo old rispetto a cellule del cumulo young 

(Fig. 42). I nostri dati mostrano come il profilo di espressione dei geni del MA 

è fortemente dipendente dall’età materna. Infatti, come è possibile notare nella 

Tabella 13, abbiamo osservato un’up-regolazione di geni antiapoptotici in 

ovociti provenienti da donne young e di geni proapoptotici in ovociti 

provenienti da donne old. Analizzando le funzioni di questi geni abbiamo 

trovato che negli ovociti old sono molti di più i geni proapoptotici up-regolati 

rispetto agli ovociti young. Lo stesso risultato si evince dall’analisi dei geni 

antiapoptotici (Fig. 48): il numero di questi geni che risultano essere 

sottoespressi è maggiore rispetto a quelli che risultano sovraespressi.  

In particolare abbiamo riscontrato che molti mRNA up regolati codificano per 

recettori di morte o proteine proapoptotiche intracellulari e risultano essere 

down regolati alcuni geni codificanti componenti antiapoptotiche. 
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Figura 48: numero di geni pro- ed antiapoptotici che sono up- e down-regolati negli ovociti old 
rispetto agli ovociti young. 
 

Inoltre, dati di letteratura dimostrano che la maggior parte dei geni 

differenzialmente espressi hanno una regolazione trascrizionale in modo da 

poter ipotizzare che gli ovociti old durante la loro maturazione hanno 

selettivamente collezionato mRNA in grado di attivare la via estrinseca 

dell'apoptosi e allo stesso tempo sono privi degli mRNA che codificano per 

fattori di sopravvivenza in grado di controbilanciare l’attivazione dell’apoptosi. 

Ciò sembrerebbe dimostrare che il gamete prodotto da una giovane donna sia 

più protetto dalla morte cellulare programmata rispetto alla stessa cellula 

prodotta da una donna anziana da un punto di vista riproduttivo. 

Considerando che le cellule che abbiamo analizzato sono dei gameti 

terminalmente differenziati e pronti per essere fecondati si potrebbe asserire 

che gli embrioni prodotti da una donna over 38 possano più facilmente andare 
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incontro ad apoptosi, in quanto gli ovociti che derivano da esse conservano dei 

messaggeri necessari a produrre le proteine che possono scatenare la morte 

cellulare programmata. Contemporaneamente il gamete prodotto da una 

giovane donna è protetto dall’apoptosi da geni antiapoptotici. E’ noto che 

aumentando l’età riproduttiva, il rischio di aneuploidie diventa notevolmente 

superiore [43, 110] e l’apoptosi potrebbe rappresentare un meccanismo di 

selezione naturale che permette di eliminare gli embrioni non adatti. 

Analizzando le cellule del cumulo abbiamo osservato che la variazione 

coinvolge un numero minore di messaggeri e non si evidenziano correlazioni 

tra apoptosi ed invecchiamento, inoltre, la maggior parte dei geni proapoptotici 

sono down-regolati a livello delle cellule del cumulo (Fig. 49). 

 

 
Figura 49: numero di geni pro- ed antiapoptotici che sono up- e down-regolati nelle cellule del 
cumulo old rispetto alle cellule del cumulo young. 
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I risultati ottenuti mostrano come i profili di espressione variano in maniera 

preponderante negli ovociti delle donne in avanzata età riproduttiva, che 

sembrano avere un assetto molecolare che li predispone all’apoptosi. 

Questo approccio ci ha permesso di identificare alcuni geni candidati le cui 

variazioni di espressione possono determinare le differenze di competenza età 

dipendenti. Per confermare il coinvolgimento specifico di questi geni, 

considerando che il trascrittoma dell’ovocita maturo dipende da un numero 

molto elevato di fattori tra cui l’età materna è uno solo, abbiamo analizzato le 

differenze di espressione di alcuni di questi geni su singoli ovociti provenienti 

da diverse donne. 

 

4.2.3 ANALISI SUI SINGOLI OVOCITI 

Alcuni geni come NAIP, BCL2L11, BCL2, TNFRSF10A, TNFRSF21, 

CFLAR, CD40 e BAD sono stati selezionati perché la loro espressione era 

fortemente differente in relazione all’età materna mentre BCL2L1, MCL1 e 

TP73 sono stati selezionati per la presenza di isoforme trascrizionali avente 

opposta funzione. 

Il dato emerso dall’analisi dei suddetti geni conferma che soltanto per alcuni le 

differenze osservate sono statisticamente significative (p <0.01). Tra i geni up-

regolati in maniera statisticamente significativa negli ovociti old abbiamo 

trovato 3 membri della superfamiglia di TNF-receptor: CD40, TNFRSF10A, 

TNFRSF21. Lo specifico ruolo di questi nell’ovocita o nell’embrione precoce 
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non è stato mai analizzato anche se è noto il coinvolgimento di questi nella 

crescita, nel differenziamento e nell’attivazione della pathway estrinseca 

dell’apoptosi. Di contro la sottoespressione di geni come BCL2 e CFLAR, in 

grado di controbilanciare l’attivazione di questa pathway, dimostrano 

ulteriormente che i gameti prodotti da una donna over 38 accumulano dei 

messaggeri necessari a produrre le proteine che possono scatenare la morte 

cellulare programmata e quindi si potrebbe asserire che gli embrioni prodotti 

da tali gameti possano più facilmente andare incontro ad apoptosi. 

Contemporaneamente il gamete prodotto da una giovane donna è protetto 

dall’apoptosi da geni antiapoptotici. 

Dall’analisi sul singolo è emerso che l’isoforma TAp73 (proapoptotica) è 

espressa esclusivamente negli ovociti young a differenza della ∆Np73 

(antiapoptotica) che è presente in entrambi i gruppi. E’ noto che l’espressione 

di TAp73 diminuisce con il naturale invecchiamento; ovociti provenienti da 

giovani tope knockout per questo gene e topi wild tipe old presentano la stesse 

anomalie del fuso [108] suggerendo che questa isoforma è coinvolta nel 

mantenimento della stabilità genomica nella linea germinale femminile. 

L’assenza di TAp73 negli ovociti old analizzati potrebbe spiegare l’incremento 

di aneuploidie che si osserva con l’aumentare dell’età materna. 

Lo stesso dato è stato confermato quando abbiamo analizzato la TAp73 negli 

ovociti di topo. Infatti, da questa analisi è emerso che anche nel modello 
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murino l’isoforma TAp73 è particolarmente abbondante negli ovociti di topine 

young. 

 

4.2.4 INTERATTOMICA 

Tra le proteine con il maggior numero di interazioni, sono stati riscontrati degli 

hubs disregolati quali BCL2 e CFLAR (ovociti old) che potrebbero essere 

considerati dei buoni candidati per un importante coinvolgimento 

nell’alterazione della network  È noto in letteratura che, comunemente, gli 

hubs, se alterati (qualitativamente o quantitativamente), sono in grado di 

trasmettere alterazioni del trascrittoma ad una buona parte delle proteine con 

cui stabiliscono relazioni funzionali. Questo accade sia perché l’hub controlla 

direttamente l’espressione di questi geni (in maniera positiva o negativa), sia 

attraverso sistemi di regolazione feedback, positivi o negativi, che dipendono 

da caratteristiche qualitative e quantitative dell’hub. 

 

4.3 ANALISI DI TRASCRITTI OVOCITA-SPECIFICI IN 

OVOCITI FRESCHI E IN OVOCITI SCONGELATI DOPO 

VITRIFICAZIONE  

La crioconservazione degli ovociti è una tecnica utile per preservare la fertilità 

in donne a rischio di perdere la loro funzione ovarica dopo trattamento 

chirurgico o chemioterapico [111]. Inoltre, questa tecnica permetterebbe di 

evitare la crioconservazione dell’embrione risolvendo problemi religiosi, etici e 
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legali connessi alle leggi che regolano la riproduzione medicalmente assistita in 

diversi paesi. Esistono due principali tecniche di crioconservazione: il 

congelamento lento e vitrificazione [112, 113]. 

Molti studi pubblicati hanno confrontato ovociti umani scongelati, sia dopo 

congelamento lento che dopo vitrificazione, con ovociti freschi e hanno 

analizzato il loro comportamento biologico (ad esempio, la sopravvivenza, 

fecondazione, prime fasi dello sviluppo embrionale), così come più specifiche 

caratteristiche strutturali (ad esempio, l'assemblaggio del fuso meiotico, 

allineamento dei cromosomi) [114-121]. 

Tuttavia, non ci sono dati pubblicati sul profilo molecolare di ovociti dopo 

crioconservazione. Per valutare gli effetti della vitrificazione sulla qualità 

biologica degli ovociti, abbiamo confrontato il profilo di espressione di 8 

mRNA in singoli ovociti scongelati dopo vitrificazione con quelli di ovociti 

freschi. 

Tra i trascritti analizzati 3 sono considerati geni housekeeping perché 

codificano proteine coinvolte nelle funzioni cellulari di base e sono espressi 

costantemente in tutte le cellule umane, [122] (hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase [HPRT], glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase [GAPDH], and peptidylprolyl isomerase A [cyclophilin A, 

CYCLOPHILIN]); gli altri 5 geni codificano proteine essenziali per lo sviluppo 

dell’ovocita e per specifiche funzioni (bone morphogenetic protein 15 

[BMP15], growth differentiation factor 9 [GDF9], folliculogenesis-specific 
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basic helix-loop-helix [FIGLA], POU class 5 homeobox 1 [POU5f1-OCT4], 

and TATA box binding protein [TBP]–associated factor 4B [TAF4B]).  

GDF9 e BMP15 (conosciuto anche come GDF9b) sono due fattori strettamente 

collegati alla crescita dell'ovocita. Sono membri della superfamiglia del 

transforming growth factor–b (TGFb), espressi negli ovociti durante la maggior 

parte della follicologenesi. Sia GDF9 che BMP15 sono coinvolti in specifiche 

funzioni delle cellule della granulosa e del cumulo (ad esempio, proliferazione, 

espansione del cumulo, apoptosi) [123, 124, 125]. 

FIGLA, OCT4, e TAF4B sono fattori di trascrizione preferenzialmente espressi 

nelle cellule germinali. FIGLA (factor in the germline), espresso 

esclusivamente nelle cellule germinali, è un fattore di trascrizione critico 

durante le fasi iniziali della follicologenesi. Esso regola la trascrizione dei geni 

codificanti le proteine della zona pellucida (ZP) attraverso un motivo E-box 

(CANNTG); in topi knockout per FIGLA, l’espressione di ZP1, ZP2, e ZP3 è 

assente [126, 127]. 

Oct4 è espresso ad alti livelli in ovociti maturi. Esso svolge un importante 

ruolo nello sviluppo embrionale, soprattutto durante i primi stadi 

dell’embriogenesi, ed è necessario per il mantenimento della pluripotenza delle 

cellule staminali embrionali [128, 129]. 

TAF4B, un fattore generale di trascrizione espresso ad alti livelli in ovociti 

maturi, sembra essere un importante fattore di regolazione nella gametogenesi 

femminile dei mammiferi [3, 89]. 
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I trascritti scelti per la nostra analisi codificano proteine che sono essenziali per 

gli ovociti maturi, a causa del loro ruolo nella vitalità del gamete, nello 

sviluppo follicolare e dell’embrione: di conseguenza, essi rappresentano ottimi 

candidati molecolari di qualità ovocitaria [130]. 
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CONCLUSIONICONCLUSIONICONCLUSIONICONCLUSIONI    

La conoscenza del trascrittoma dell’ovocita umano maturo rappresenta 

sicuramente un importante traguardo non soltanto nel campo della medicina 

della riproduzione ma anche in un contesto più ampio come ad esempio la 

medicina rigenerativa. Infatti, è noto che il citoplasma dell’ovocita è in grado 

di riprogrammare il genoma di una cellula somatica, e che a livello dell’ovocita 

sono abbondantemente espressi i geni codificanti fattori di staminalità come 

OCT4, SOX2, KlF4 e c-MYC [131]. 

Lo scopo del lavoro presentato nella mia tesi di dottorato è stato appunto di 

caratterizzare i trascritti codificanti proteine inserite in importanti circuiti 

biologici, come l’Apparato Generale di Trascrizione ed il Macchinario 

Apoptotico, nel gamete femminile umano. 

La caratterizzazione molecolare di tali trascritti in differenti situazioni 

fisiologiche e non, ci ha permesso di individuare dei messaggeri da poter 

utilizzare come marcatori di qualità ovocitaria. 

In particolare, l’analisi dei fattori generali di trascrizione ci ha permesso di 

individuare il TAF4B come importante marcatore. La nostra ipotesi è stata 

confermata da successivi lavori dove il TAF4B è stato proposto come uno dei 

candidati nell’invecchiamento riproduttivo femminile nel topo. 

La valutazione del profilo di espressione dei geni del Macchinario Apoptotico 

ci ha permesso di individuare dei geni candidati per la riduzione di competenza 
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dell’ovocita durante l’invecchiamento riproduttivo. Infatti, abbiamo dimostrato 

che la via estrinseca dell’apoptosi è più facilmente inducibile in ovociti 

provenienti da donne anziane ed inoltre in questi ultimi sono poco espressi dei 

fattori di sopravvivenza in grado di bloccare l’attivazione di tale pathway. 

Particolarmente interessante è l’assenza nelle donne anziane del trascritto di 

TAp73. Se questa dato verrà confermato a livello proteico, considerando 

l’importante ruolo svolto dalla TAp73 nel controllo della formazione del fuso, 

spiegherebbe la riduzione della vitalità dell’embrione e l’aumento di 

aneuploidie che si riscontra nelle donne in avanzata età riproduttiva. 

Infine, questi studi sono stati applicati a settori strettamente attinenti alla 

medicina della riproduzione e ci hanno permesso di confermare a livello 

molecolare che il protocollo di vitrificazione non altera la qualità ovocitaria. 
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