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INTRODUZIONE

L'utilizzo delle tecnologie riproduttive ed in particolare la produzione di embrioni in vitro ha
consentito, negli ultimi anni, di ampliare il patrimonio genetico di diverse specie animali e, in
medicina umana, di sviluppare nuovi approcci terapeutici per la cura dell'infertilita.

Tuttavia, l'analisi retrospettiva dei risultati evidenzia che, ancora oggi, le potenzialita di sviluppo
degli embrioni prodotti a partire da oociti maturati e fertilizzati in vitro sono alquanto limitate se
paragonate a quelle fisiologiche. Infatti, se scorriamo i dati forniti dai laboratori che si occupano di
riproduzione assistita, osserviamo che all'interno di un batch di oociti recuperati dall'ovaio di
diverse specie domestiche piu del 90%, dopo una fase di maturazione in vitro, riattivera il processo
meiotico e raggiungera la metafase II; piu del 70% sara con successo fertilizzato in vitro con la
formazione dei due pronuclei; ma, dopo un periodo di coltura, circa meta di questi arrivera allo
stadio di blastocisti e soltanto pochi individui saranno prodotti in seguito al trasferimento su
riceventi.

Gli elementi critici in grado di interferire sulla produzione in vitro di embrioni sono stati in parte
identificati. Infatti se da un lato, numerose ricerche dimostrano come le condizioni colturali possono
notevolmente influenzare le potenzialita di sviluppo dello zigote fino allo stadio di blastocisti, altre
evidenze sottolineano che la qualita intrinseca dell’oocita ¢ un fattore chiave nel determinale la
percentuale di sviluppo embrionale. Diverse esperienze (Rizos et al., 2002b; Rizos et al. 2002c;
Rizos et al. 2003) relative alla comparazione di oociti maturati e fertilizzati in vitro e coltivati in
vivo o in vitro hanno dimostrato che le condizioni colturali post-fertilizzazione sono maggiormente
responsabili nel determinare la qualita della blastocisti, valutata in termini di resistenza alla
crioconservazione (Rizos et al. 2002c; Rizos et al. 2003), e dalla quantita di trascritti (Rizos et al.

2002b; 2003), mentre 1’origine dell’oocita ¢ il principale fattore che influenza 1’efficienza nella
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produzione in vitro di embrioni dal punto di vista quantitativo. L’'eterogenicita del materiale
germinale, l'uso di gameti provenienti da soggetti che non hanno raggiunto la maturita sessuale o
da follicoli antrali ad iniziale stadio di accrescimento porta spesso alla produzione di oociti maturi
con ridotta potenzialita di sviluppo.

A piu livelli si puo, pertanto, interferire sull'assetto della cellula uovo incidendo negativamente
sulla sua capacita di promuovere lo sviluppo embrionale che, solo se adeguato, puo condizionare il
mantenimento della gravidanza, coordinare lo sviluppo fetale ed evitare l'insorgere di forme

patologiche alla nascita.
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FATTORI CHE INFLUENZANO LO SVILUPPO EMBRIONALE

L’OOCITA

Acquisizione della competenza allo sviluppo

Lo sviluppo dell’oocita e del follicolo, nei mammiferi, inizia durante la vita fetale. Le cellule
germinali primordiali che daranno origine agli oociti, migrate in quelle che saranno le future gonadi,
sottostanno ad un intenso ritmo di replicazione, seguito da un periodo di sintesi di RNA e proteine
che trasformano la cellula primordiale in ovogonio e quindi in oocita primario. A questo stadio il
nucleo ¢ ancora diploide e, per diventare aploide e costituire un gamete funzionale, deve andare
incontro alla meiosi. Gli oociti entrano nella profase della prima divisione meiotica, costituita da
diverse fasi transitorie: preleptotene, leptotene, zigotene, pachitene ed infine diplotene, fase in cui si
ha un arresto della divisione. Giunti a questo stadio, gli oociti vengono circondati da un singolo
strato di 4-8 cellule della pre-granulosa ¢ da una lamina basale intatta, formando il follicolo
primordiale “a riposo”.

I follicoli primordiali, primari e secondari appaiono nell’ovario fetale al giorno 75, 100 e 120 nella
pecora (McNatty et al, 1995). Si pensa che la crescita avvenga in maniera centrifuga partendo dal
centro dell’ovario (Byskov et al, 1977). L’attivazione del follicolo primordiale ¢ caratterizzata dalla
proliferazione e dalla trasformazione delle piatte cellule della granulosa in cellule cuboidali (Fair et
al, 1997). Si pensa che i fattori che stimolano la proliferazione delle cellule della granulosa
promuovano I’attivazione del follicolo primordiale.

Gli oociti inclusi nel follicolo primordiale costituiscono una riserva definita di oociti, che rimane in
tale fase di riposo sino a che non saranno stimolati a crescere (Erickson, 1966). Solamente con la
puberta, infatti, il follicolo ¢ capace di rispondere agli stimoli ormonali riprendendo la meiosi ¢

rilasciando un oocita capace di essere fecondato.
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Alla nascita dell’individuo, quindi, gli oociti di mammifero sono fermi nella profase della prima
divisione meiotica (Wassarman e Albertini, 1994), e devono riprendere e completare la meiosi e la
maturazione perché la fertilizzazione possa avvenire con successo. L’acquisizione di tale
competenza meiotica avviene progressivamente durante la crescita dell’oocita e del follicolo, ed ¢
associata ad una serie di cambiamenti molecolari (Sorensen ¢ Wassarman, 1976; Motlik et al, 1984;
Pavlok et al, 1992; Lonergan et al, 1994; Eppig 1996, De Smedt et al, 1995).

La fase finale di maturazione del follicolo ¢ innescata da un aumento del livello ematico
dell’ormone luteinizzante (LH), che provoca, durante le successive 24 ore, la progressione
dell’oocita dalla profase della prima divisione meiotica alla metafase della seconda (Dieleman et al,
2002). Convenzionalmente, la maturazione dell’oocita si divide in citoplasmica e nucleare: quella
citoplasmica si riferisce al processo che prepara 1’oocita per 1’attivazione, la formazione del
pronucleo e lo sviluppo preimpianto, mentre la maturazione nucleare si riferisce all’abilita
dell’oocita di progredire con la meiosi. Gli eventi principali che si susseguono a livello nucleare
sono la rottura della vescicola germinale, detta GVBD (Germinal Vesicle BreakDown), la
condensazione dei cromosomi, la progressione sino alla metafase I (MI), I’estrusione del primo
globulo polare e I’arresto alla seconda metafase (MII). Le modificazioni all’interno del citoplasma
consistono nell’aumento dell’accumulo di lipidi, la riduzione dell’estensione dell’apparato del
Golgi, il riarrangiamento dei mitocondri e 1’allineamento dei granuli corticali lungo la membrana
plasmatica dell’oocita (De Loos et al, 1991; Hyttel et al, 1986, Hyttel et al, 1997, Kruip et al, 1983).
Si osservano anche cambiamenti nell’attivita di due enzimi che regolano il ciclo cellulare: il MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase) e I"MPF (Maturation-Promoting Factor), lo sviluppo di
meccanismi di rilascio di Ca®" e, viene acquisita la capacita di decondensare la cromatina dello
spermatozoo dopo la fertilizzazione (Usui ¢ Yanagamachi, 1976; Hyttel et al, 1986; Bornslaeger et
al, 1988; Fujiwara et al, 1993). Inoltre si ha 1’apparizione di numerosi ribosomi, in particolare

vicino ai cromosomi (Hyttel et al, 1997, Kruip et al, 1983).
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La maturazione del nucleo e quella dell’ooplasma avvengono in modo sincrono, ed il mancato
completamento di tali processi compromette la competenza allo sviluppo degli oociti, dato che
forniscono al gamete gli strumenti e le riserve necessari per affrontare la fertilizzazione e il
successivo sviluppo embrionale e fetale.

La maggior parte delle biotecnologie in vitro applicate alla riproduzione comincia dalla
manipolazione dell’oocita. Quando il complesso cumulo-oocita (COC) ¢ rimosso dall’ambiente
follicolare ed ¢ coltivato in vitro, il nucleo, bloccato alla profase della prima divisione, riprende
spontaneamente la meiosi (Pincus and Enzmann, 1935), indicando che fattori presenti nel follicolo
immaturo sono responsabili del mantenimento dell’oocita nella fase di arresto. Tale ipotesi ¢ stata
rafforzata dall’evidenza che le cellule follicolari possono inibire la ripresa meiotica durante la
coltura. All’interno del follicolo, I’oocita ¢ collegato fisicamente e metabolicamente alle circostanti
cellule follicolari tramite giunzioni gap, che permettono il diretto trasferimento di messaggeri dalle
cellule somatiche del follicolo all’oocita (Anderson e Alberini, 1976). Quando un COC viene
rimosso meccanicamente dal suo follicolo, le giunzioni funzionali tra il COC e il follicolo si
rompono, isolando 1’oocita dall’influenza delle cellule della granulosa. Diversi studi hanno
dimostrato che il contatto tra le cellule della granulosa e quelle del cumulo ooforo permette il
mantenimento dell’arresto meiotico in vitro degli oociti di bovino (Carbonneau and Sirard, 1994;
De Loos et al, 1994; Richard and Sirard 1996 a e b; Van Tol et al, 1996) e di suino (Motlik et al,

1991).

Qualita intrinseca dell’oocita

La maggiore competenza di sviluppo dell’oocita maturato in vivo rispetto a quello maturato in vitro
¢ stata ampiamente descritta in diverse specie animali (van de Leemput et al, 1999; Rizos et al,
2002). Infatti , oltre a dare origine a percentuali di maturazione, fertilizzazione e produzione

embrionale minori, gli oociti maturati in vitro spesso generano individui con problemi di salute.
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Una differente competenza degli oociti ¢ stata anche riportata in relazione alle dimensioni follicolari
(Pavlok et al. 1992; Lonergan et al. 1994). Modificazioni delle condizioni di maturazione in vitro
solo in parte riescono ad incrementare lo sviluppo embrionale in vitro. Alcuni Autori hanno indotto
un arresto meiotico reversibile dell’oocita per differenti periodi nel tentativo di aumentare la loro
competenza allo sviluppo embrionale (Kubelka et al. 2000; Lonergan et al. 2000a; Sirard 2001).
Altre esperienze riportano come modificazioni del microambiente follicolare prima del recupero
dell’oocita mediante stimolazione ormonale e I’intervallo di tempo tra il recupero delle ovaie e
I’aspirazione degli oociti possano influenzare significativamente lo sviluppo embrionale. Tali
risultati nel complesso sostengono fortemente 1’evidenza dell’importanza dell’origine dell’oocita e

della sua qualita nel determinare I’efficienza finale dello sviluppo embrionale.

Com’¢ noto le riserve di mRNAs e proteine accumulati durante la  crescita dell’oocita
contribuiscono alla regolazione delle prime fasi dell’embriogenesi fino al momento dell’attivazione
del genoma embrionario (Memili and First, 1999). La competenza allo sviluppo degli oociti pud
quindi essere considerata una funzione della presenza o dell’abbondanza di specifici mRNA, dato
che le prime fasi dell’embriogenesi sono regolate da RNA e proteine presenti nell’oocita
(Bachvarova, 1985). Anche la morfologia associata con maggiore competenza alla meiosi e allo
sviluppo potrebbe essere correlata con una maggiore abbondanza di determinati RNA messaggeri
(De Sousa et al, 1998). Inoltre, dato che I’attivazione del genoma embrionario ¢ mediata da proteine
di origine materna (Schultz, 1993), la presenza e abbondanza di alcuni trascritti nell’oocita potrebbe
influenzare tale evento e, al tempo stesso, la sintesi di mRNA dopo I’attivazione del genoma
embrionario.

Molteplici evidenze riferiscono come le condizioni colturali possono alterare i livelli di trascritti
dell’embrione, mentre minori risultati sono riportati riguardo 1’influenza dell’ambiente follicolare e
delle condizioni di maturazione in vitro sulla quantita di trascritti dell’oocita. Alcune esperienze

(Lonergan et al. 2003) hanno comparato la quantita relativa di differenti geni in oociti maturati in
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vivo ed in vitro sottolineando profonde differenze. Tuttavia con I’eccezione di geni associati con la
follicologenesi, come il CSF-1, la connessina 37 e GDF-9, le conoscenze su quali mRNA

conferiscano competenza allo sviluppo agli oociti sono ancora limitate (Lonergan et al, 2003b).

Sede di fertilizzazione

Ulteriori risultati che supportano la relazione tra qualita intrinseca dell’oocita e competenza allo
sviluppo derivano da esperimenti mirati alla comparazione delle percentuali di sviluppo embrionale
di  zigoti prodotti in vivo e successivamente coltivati in vitro e zigoti prodotti mediante
maturazione e fertilizzazione in vitro (Rizos et al. 2002¢c , McCaffrey et al. 1991). Tali prove hanno
dimostrato come non siano presenti significative differenze nello sviluppo embrionale dopo coltura
in vivo o in vitro di zigoti prodotti mediante maturazione e fertilizzazione in vitro. Al contrario gli
zigoti prodotti in vivo mostrano un maggior sviluppo fino allo stadio di blastocisti, confermando la
migliore competenza di sviluppo embrionale. Le differenti condizioni di maturazione dell’oocita in
vivo rispetto a quello in vitro sicuramente hanno inciso sullo sviluppo embrionale. Tuttavia alcune
evidenze supportano I’ipotesi che, oltre alle condizioni di maturazione, anche la sede di
fertilizzazione (in vivo vs in vitro) potrebbe assumere un ruolo importante nel determinare la
competenza allo sviluppo embrionale. E’ stato, infatti, dimostrato che un piu elevato numero di
oociti maturati in vivo sviluppa fino allo stadio di blastocisti dopo fertilizzazione in vivo rispetto

alla fertilizzazione in vitro seppure nelle medesime condizioni colturali (Rizos et al. 2002c).

Cinetica delle prime divisioni embrionali

Un diretta correlazione tra il tempo della prima divisione dopo fertilizzazione in vitro e la
competenza allo sviluppo embrionale ¢ stata osservata in numerose specie animali (Dinnyes et al.
1999; Lonergan et al. 1999).

E’ stato descritto che il tempo in cui si verifica la prima divisione embrionale ¢ relazionabile allo

stato di poliadenilazione dei trascritti di importanti geni coinvolti nello sviluppo embrionale
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(Brevini-Gandolfi et al. 2002) e che esiste una differenza nell’espressione genica tra gli embrioni
che si dividono precocemente rispetto a quelli piu tardivi (Lonergan et al. 2000b; Fair et al. 2002).

I fattori coinvolti nel controllo del tempo della prima divisione embrionale non sono ancora
pienamente conosciuti. Sebbene le condizioni colturali possono influenzare la cinetica della prime
divisione, sicuramente i1 principali fattori che regolano tale parametro sono inerenti all’oocita
(Lonergan et al. 1999; Lonergan et al. 2000b; Brevini-Gandolfi et al. 2002 e allo spermatozoo (Eid
and Parrish 1995; Comizzoli et al. 2000; Ward et al. 2001).

Nel topo ¢ stato identificato un gene (Ped) responsabile del controllo delle percentuali delle prime

divisioni embrionali e la successiva sopravvivenza dell’embrione (Warner et al. 1998).
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L’EMBRIONE

Condizioni colturali post-fertilizzazione

Numerose sperimentazioni indirizzate alla comparazione degli embrioni prodotti in vitro ed in vivo
indicano profonde differenze dal punto di vista qualitativo. Infatti, rispetto agli embrioni ottenuti in
vivo, le blastocisti prodotte mediante maturazione, fertilizzazione e coltura in vitro appaiono
morfologicamente piu scure in relazione al piu elevato contenuto lipidico (Pollard and Leibo 1994),
possiedono una zona pellucida piu fragile (Duby et al. 1997), differenze ultrastrutturali Crosier et al.
2000; Crosier et al. 2001; Fair et al. 2001; Crosier et al. 2002; Rizos et al. 2002a) e metaboliche
(Khurana and Niemann 2000; Thompson 2000) e una piu elevata incidenza di anomalie
cromosomiche (Viuff et al. 1999; Slimane et al. 2000).

La coltura in vivo di zigoti bovini prodotti in vitro determina un incremento della qualita delle
blastocisti (Galli and Lazzari 1996; Enright et al. 2000; Rizos et al. 2002¢), mentre la coltura in
vitro di zigoti prodotti in vivo influenza negativamente la qualita embrionale (Rizos et al. 2002c).
Tali risultati sostengono fortemente I’importanza delle condizioni colturali post fertilizzazione sulla
qualita delle blastocisti.

A conferma di tale relazione le sperimentazioni di Knijn et al. (2002) finalizzate alla comparazione
dell’espressione genica tra embrioni bovini derivati da oociti maturati in vivo ed in vitro non hanno
riferito significative differenze nella quantita di specifici trascritti delle blastocisti.

In ultima analisi, nonostante la differente competenza allo sviluppo embrionale degli oociti maturati
in vivo ed in vitro, la qualita delle blastocisti prodotte nelle stesse condizioni colturali non risulta

modificata.

Le condizioni colturali post-fertilizzazione determinano dei drammatici cambiamenti nei patterns di

espressione genica e importanti implicazioni sullo sviluppo degli embrioni ottenuti. Le
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modificazioni si riscontrano non solo confrontando blastocisti prodotte in vivo ed in vitro, ma anche
comparando gli embrioni ottenuti con 1’uso di differenti mezzi culturali (Eckert and Niemann 1998;
Wrenzycki et al. 1999, Doherty et al. 2000; Wrenzycki et al. 2000; Lee et al. 2001; Lequarre et al
2001, Minami et al. 2001; Wrenzycki et al. 2001, Rief et al. 2002; Rizos et al. 2002b; Rizos et al.
2003). In un lavoro condotto da Rizos et al. (2002b) sono stati esaminati 6 geni implicati
nell’apoptosi cellulare, negli stress ossidativi, nelle gap junction, e nella formazione e
differenziazione delle blastocisti derivate da coltura post-fertilizzazione in vivo od in vitro. |
risultati hanno mostrato che differenti condizioni colturali possono indurre alterazioni nei pattern di
espressione genica. Alcuni geni risultano maggiormente espressi negli embrioni ottenuti in vitro,
come il gene preapoptotico BAX , altri invece presentano una ridotta espressione come il gene
Cx43.

Diversi lavori hanno evidenziato come la presenza di siero nel mezzo di coltura determini dei
cambiamenti a livello dell’espressione genica negli embrioni (Rizos et al. 2003). Tali alterazioni si
riflettono sulla capacita di sviluppo in vitro e sono associate con una minor resistenza alla
crioconservazione, una minor percentuale di gravidanze e nascita di soggetti con anomalo peso e
dimensione.

L’esistenza di queste anomalie dimostra che la manipolazione dei medium di coltura determina
delle modificazioni fetali, placentali e peri- e post-natali negli animali da reddito (Mc Evoy et al.
1998; Sinclair et al. 1999; 2000; van Wagtendonk-de Leeuw et al. 2000; Bertolini et al. 2002;
Crosiervet al. 2002). Embrioni sviluppati in vitro o in mezzi di coltura contenenti siero presentano
un aumento del numero cellulare al 7° giorno, una maggior grandezza della blastocisti al 12° giorno
e un aumento di trascritti per alcuni geni, quali HSP70. Cu/Zn-SOD, Glut-4, bFGF e IGFI-R..
Osservazioni compiute da Negrini (1997) hanno mostrato che la coltura in vitro per i primi due
giorni con siero non influenza in modo significativo I’espressione genica, a condizione che il

successivo sviluppo si svolga in vivo. Lavori piu recenti compiuti da Lonergan et al. hanno invece
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riportato differenze relative ad alcuni geni analizzati, quali BAX, SOX, Cx43 gia a livello di prima

divisione embrionale in vitro.
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CRITERI PER LA VALUTAZIONE DELLA QUALITA’ DELL’OOCITA

Molteplici sono 1 criteri di selezione che i1 diversi ricercatori hanno cercato di identificare per
caratterizzare la qualita dell’oocita in modo da incrementare la sua competenza di sviluppo
embrionale (Tabella 1).

Criteri di selezione basati sulla morfologia delle cellule del cumulo che circondano 1’oocita, del
globulo polare e del fuso meiotico, le dimensioni dell’ oocita, le caratteristiche del citoplasma sono
tutti parametri che in parte contribuiscono alla selezione della componente di oociti pit idonea alla
maturazione in vitro dopo il loro prelievo dalle ovaie.

Un ulteriore approccio per la determinazione della qualita dell’oocita include la valutazione di
ulteriori parametri intrinseci ed estrinseci del gamete femminile.

La valutazione dell’attivita e la distribuzione dei mitocondri nell’oocita pud fornire una valido
marker di selezione. Diversi lavori hanno, infatti, messo in evidenza come un’alterata distribuzione
o stato funzionale dei mitocondri, possa essere relazionabile con una deficiente maturazione
citoplasmatica (Bavister and Squirrell 2000; Sun et al. 2001).

Nell’ambito degli indicatori estrinseci impiegati come markers di qualita la quantificazione delle
concentrazioni nel liquido follicolare di due fattori di crescita quali I’Insulin Growth Factor I (IGFI)
e il transforming growth factor B (TGF ) ¢ stata proposta come marker di selezione degli oociti
(Kawano et al. 1997; Jimena et al. 1992; Artini et al. 1994, Oosterhuis et al. 1998).

Anche il dosaggio delle concentrazioni di alcuni ormoni steroidei come I’estradiolo, il progesterone,
la prolattina puo fornire utili indicazioni sulla qualita intrinseca della cellula germinale femminile
(Chiu et al. 2002, Wunder et al. 2005b, Wise et al 1987; Wiswedel et al. 1988).

Recentemente alcuni ricercatori hanno indicato come ulteriori parametri selettivi la determinazione
del livello di stress ossidativo dell’oocita mediante quantificazione del 8-hydroxy-2deoxyguanosine
(8-OHAG) nelle cellule della granulosa, dei livelli di ossido nitrico e ROS nel liquido follicolare

(Seine et al. 2002; Lee et al. 2004).
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Una valida alternativa per valutare la qualita del gamete femminile potrebbe consistere nell” analisi
dei patters di espressione genica degli oociti e degli embrioni durante le varie tappe di sviluppo
embrionale.

L’analisi dell’espressione genica, sia qualitativa che quantitativa, ¢ quindi una parte importante
degli strumenti che danno una visione di ampio spettro sulla qualita degli oociti e degli embrioni.
Sono state introdotte con successo diverse strategie per studiare aspetti qualitativi e quantitativi
della trascrizione. Tra i metodi applicati, la Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) semiquantitativa ¢ I’approccio usato piu frequentemente per analizzare 1’abbondanza relativa
dei trascritti di campioni quantitativamente ridotti, come gli oociti e gli embrioni ai primi stadi
(Wrenzicky et al, 1998). Per la determinazione dell’abbondanza relativa si effettua il confronto

quantitativo tra trascritti di diverse classi di campioni per rilevare eventuali differenze.
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Tabella 1. Sintesi dei potenziali indicatori della qualita dell’oocita.

BCB, Brylliant cresyl blu; CL, corpo luteo; COC, complesso cumulo-oocita; DF, follicolo dominante; FF, fluido follicolare; GOPDH, glucosio-6-
fosfato deidrogenasi; IGF, insulin-like growth factor; IGFBP, IGF-binding protein; LH, ormone luiteinizzante; 8-OHdG, 8-idrossi-2’-deossiguanosina;
TGF-B, transforming growth factor-B; ROS, specie reattive all’ossigeno.

Classificazione

Indicatori morfologici
cocC

Ooplasma
Globulo polare

Zona pellucida
Spazio perivitellino

Fuso meiotico

Folllicolo/Ovaio

Indicatori
molecolari/cellulari
Mitochondri

G6PDH

Calcio

PDE3

GSH

Apoptosi

IGF e IGFBP

Super famiglia TGF-

Steroidi

Stress ossidativo

Leptina

Profili di espressione genica

Parametri

Compattezza e spessore del cumulo;
trasparenza dell’ooplasma

Granularita; colorazione; inclusioni;
clustering degli organelli

Forma (rotunda o ovoidale); dimensioni;
superficie (liscia 0 meno);

Spessore e organizzazione

Dimensioni; Presenza o assenza di
particelle

Presenza, localizzazione e lunghezza

Dimesioni follicolari; esistenza del CL con
un DF o una cisti.

Distribuzione mitocondriale, ATP ¢ livelli
di mtDNA
Attivita della G6PDH (BCB+ o BCB-)

Passaggio di calcio attraverso la membrane
plasmatica nell’oocita immaturo

Riserve di calico nell’oocita maturo
Attivita intracellulare della fosfodiesterasi
3

Livelli intracellulari del glutathionel

Apoptosi nelle cellule della granulosa o del
cumulo. Rapporto tra Bcl-2 e Bax.

Concentrazione di IGF-1 e IGFBP-1 nel
FF; rapporto IGF-1/IGFBP-1 nel siero o
nel FF; profilo di espressione di molecole
IGFBPs a basso peso molecolare (IGFBP4
and IGFBP5) nel FF

Livelli di inibina nel FF; Livelli di activina
A nel FF; livelli basali dell’ormone anti-
Miilleriano nel siero.

Rapporto di estradiolo/testosterone (o
estradiolo/progesterone) nel FF; livelli di
estradiolo, LH, progesterone o prolactina
nel FF.

Quantita di 8-OHAG nelle cellule della
granulosa; livelli di ossido nitrico,

totale e ROS nel FF.

Livelli di leptina nel FF o nel siero

Espressione della acido ialuronico-sintetasi
2, della ciclo-ossigenasi 2 e di Gremlin 1
nelle cellule del cumulo; abbondanza
relative della penetraxina 3 nel cumulo.

Referenze

Blondin and Sirard 1995;
Warriach and Chohan 2004;
Nagano et al. 2006

Serhal et al. 1997; Balaban et
al. 1998; Kahraman et al. 2000
Ebner et al. 2000; Ciotti et al.
2004

Gabrielsen et al. 2001

De Sutter et al. 1996, Hassan-
Ali et al. 1998

Wang et al. 2001a, 20015;
Moon et al. 2003; Rienzi et al.
2003

Pavlok et al. 1992; Varisenga
et al. 1998; Vassena et al. 2003

Stojkovic et al. 2001; Au et al.
2005; Santos et al. 2006

Pujol et al. 2004; Alm et al.
2005

Boni et al. 2002

Nogueira et al. 2005, 2006

De Matos et al. 2002; Wang
and Day 2002

Piquette et al. 1994; Lee et al.
2001; Yang and
Rajamahendran 2002

Artini et al. 1994; Kawano et
al. 1997; Oosterhuis et al.
1998; Fried et al. 2003;
Nicholas et al. 2005

Lau et al. 1999; Chang et al.
2002; Ebner et al. 2006; Wen
et al. 2006

Lindner et al. 1998; Xia and
younglai 2000; Toner 2003;
Ruiz Anguas et al. 2005;
Wunder et al. 20055

Seino et al. 2002; Bedaiwy et
al. 2004; Lee et al. 2004;
Pasqualotto et al. 2004

Mantzoros et al. 2000; Wunder
etal 2005 a

Mckenzie et al. 2004; Zhang et
al. 2005

INFLUENZA DEI FATTORI CITOPLASMATICI E NUCLEARI SULLA TRANSIZIONE
MATERNO EMBRIONALE
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Maternal Effect Genes(MEG) e attivazione del genoma embrionale

Come ¢ noto il gamete femminile ¢ un tipo di cellula unica nel suo genere. Infatti, in modo del tutto
esclusivo ¢ in grado di arrestarsi in una determinata fase del ciclo cellulare (stadio di diplotene della
prima divisione meiotica). Tale arresto meiotico verosimilmente fa si che a livello cellulare vi sia la
sintesi ed accumulo di numerose classi di RNAm e proteine. L’accumulo di queste molecole e la
loro regolazione temporale risulta fondamentale nel promuovere ¢ guidare in modo preciso e
sequenziale le prime divisioni embrionali (Bettegowda and Smith 2007)

Queste prime divisioni, ¢ stato dimostrato, sono sotto il completo controllo materno e solo
successivamente, in tempi diversi nelle diverse specie, il genoma embrionale diventa
trascrizionalmente attivo per regolare le fasi replicative successive. Studi con Uridina Triziata
hanno mostrato come nella specie bovina e verosimilmente in quell’ovina ’attivazione del genoma
embrionale avvenga allo stadio di 8-16 cellule (Misirlioglu et al. 2006; Latham, K. E., and Schultz,
R. M. 2001).

Questo passaggio ¢ particolarmente delicato e frequentemente embrioni coltivati in vitro arrestano il
loro sviluppo allo stadio di 8-16 cellule.

La corretta transizione delle fasi di sviluppo embrionale dal controllo materno a quello embrionale
sono la conseguenza di numerose modificazioni biochmico-molecolari che innescano numerosi e
specifici segnali. Purtroppo a tutto oggi tali segnali sono stati solo parzialmente identificati e si
conosce limitatamente la loro funzione.

Il primo evento descritto da diversi autori e la sequenziale degradazione degli RNAm accumulati
durante le fasi di accrescimento della cellula uovo. Alcuni di questi geni sono stati identificati ed ¢
stato dimostrato il loro coinvolgimento nella regolazione delle prime fasi embrionali (Maternal

effect genes - MEQG).
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In questi ultimi anni ulteriori indagini evidenziano come le fasi embrionali preimpianto siano
regolate non soltanto da passaggi trasduzionali e neotrascrizionali ma anche da modificazioni
epigenetiche, quali mutilazioni del Dna e acetilazioni istoniche che agirebbero sui livelli di
espressione di geni durante queste prime fasi replicative (regolazione epigenetica dell’attivita
trascrizionale (Dean, et al. 2003).

Recentemente inoltre ¢ stato evidenziato come I’attivita traduzione degli RNAm sia in parte

controllata da nuove classi di RNA non codificanti denominata microRNA. Tali componenti

sembrano giocare un ruolo ugualmente rilevante nella regolazione mitotica embrionale.

Fattori genetici materni, loro degradazione e controllo sui primi stadi dello sviluppo

embrionale.

La fase di accrescimento dell’oocita, come gia precedentemente riportato, ¢ caratterizzata da un
intenso accumulo di fattori materni che risultano fondamentali per la regolazione delle prime fasi
dello sviluppo embrionale. Tra questi rivestono un ruolo importante diverse classi di RNAm
(Maternal effect genes) che sono stoccate in modo stabile durante la follicologenesi per essere
utilizzate sequenzialmente nelle successive fasi replicative per la sintesi di numerose proteine.
L’individuazione di questi geni ed il loro coinvolgimento nello sviluppo embrionale ¢ stato oggetto
di recenti indagini e la loro determinazione e funzione potra contribuire a svelare i meccanismi
biochimico molecolari coinvolti in queste fasi dell’embriogenesi.

Recentemente nella specie murina, alcuni di questi geni coinvolti nella regolazione della meiosi e
nelle fasi embriogentiche, sono stati individuati e ne ¢ stato in parte studiato 1’aspetto funzionale:
tra questi Mater, ZAR-1, Nucleoplasmina-2 (NPN2), Stella, Hsf 1, HRGA, Basomuclina. La
presenza di questi geni la si ha sia nell’oocita che nelle embrione nelle prime fasi replicative.
Maternal antigen that embryo requires (Mater) ¢ stato identificato come fattore materno capace

di influenzare lo sviluppo embrionale inizialmente nel topo. Topi ai quali ¢ stata abolita a
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funzionalita del gene risultano sterili. Si ¢ osservato che in questi soggetti non vi ¢ un’alterazione
della follicologenesi e dell’ovulazione ma specificatamente una riduzione dello sviluppo embrionale
nelle sue prime fasi. Gli embrioni, infatti, non vanno oltre la prima replicazione mitotica e si
arrestano allo stadio di due cellule. Ulteriori evidenze mediante prove di incorporazione di
bromdeossiouridina hanno dimostrato come topi con deficit di espressione di Mater presentano un
alterazione dell’attivazione genomica ma non un totale arresto trascrizionale. Infatti, in questi
soggetti si ¢ osservata una riduzione al 60% di sintesi di transcription-requiring complex (TRC)
rispetto ad embrioni controllo.

L’espressione di Mater ¢ stata osservata anche in altre specie evidenziando come Dattivita di
regolazione dell’embriogenesi dei primi eventi replicativi sia un carattere altamente conservato.
Mater ¢ stato identificato in oociti umani (Tong et al. 2002) ed in embrioni ed oociti di bovino
(Pennetier et al. 2006): In questa ultima specie si € osservato come Mater nell’oocita incrementi in
modo significativo durante la follicologenesi mentre tende a diminuire durante la maturazione
meiotica e lo sviluppo embrionale preimpianto. I livelli di Mater, infatti, allo stadio di blastocisti
non sono piu rilevabili (Tong et 2000, Pennetier et al 2006). In questa specie 1’aspetto funzionale di
questo andamento e 1’attiva presenza della sua proteina non sono stati ancora chiariti. Non vengono
riportati a oggi studi e ricerche che svelino la presenza e la funzione di Mater nella specie ovina
Zygote arrest 1 (Zar-1) ¢ ugualmente un maternal effect gene necessario per iniziale embriogenesi
nel topo. Anche per questo gene topi nei quali si € proceduto all’abolizione della funzione mediante
esperimenti di knockout mostrano difficolta nello sviluppo embrionale con forme di arresto ai
primissimi stadi(Wu et al. 2003). Meno del 20% di topi privati dell’attivita di Zar 1 sviluppano allo
stadio di 2 cellule e la sintesi di TRC e ridotta dell’85%.Tali dati fanno ritenere che Zar 1 sia
implicato nella regolazione dell’attivazione del genoma embrionale.

Anche Zar 1 ¢ stato identificato in altre specie tra i quali gli anfibi, pesci, I’'uomo, il bovino ed il

maiale (Brevini et al. 2004 Pennetier et al. 2004;Uzbekova et al. 2006) Non si conosce tuttavia il
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significato funzionale del gene in queste specie. Non vengono riportati a oggi studi e ricerche che
svelino la presenza e la funzione di ZAR 1 nella specie ovina

GDF9 e BMP15 (conosciuto anche come GDF9B) appartengono alla superfamiglia del
Trrasforming Growth Factor (TGF) e sono coinvolti nella regolazione della follicologenesi e
maturazione della cellula uovo nei roditori, nella pecora e nell’'uomo.(Elvin et al. 2000; Chang et al.
2002; McNatty et al. 2003; DiPasquale et al. 2004; Shimizu et al. 2004). Sia BMP15 sia GDF9 sono
maggiormente espressi negli oociti e agiscono modulando I’attivita di comunicazione azione
sinciziale con le cellule della granulosa e favorendo la cresta il comparto somatico e I’oocita
durante la follicolgenesi (Galloway et al. 2000; Shimasaki et al. 2004). Sono state descritte diverse
mutazioni di BMP15 and GDF9 con risposte fenotipiche differenti. Infatti, in alcuni casi la presenza
di queste mutazioni in eterozigoti determina una stimolazione della crescita follicolare con un
aumento del tasso di ovulazione mentre in omozigosi porta nei piu dei casi a forme di sterilita.
Attualmente sono state descritte cinque differenti mutazioni di BMP15 e 1 di GDF9 (McNatty et

al.2006).

Nonostante siano stati compiuti numerose ricerche sull’attivita di questi geni durante la
follicologenesi non sono ad oggi presenti informazioni sui livelli di espressione in embrioni
preimpianto. Studi nel bovino (Donnison and Pfeffer 2004) e nel suino (Lee et al. 2008)
evidenziano come, analogamente a quanto riportato per altri maternal effect genes, 1 livelli di
GDF9 tendono a diminuire progressivamente ed in modo significativo durante la maturazione
dell’oocita. Riduzioni dei livelli di GDF 9 sono inoltre osservabili nello stadio 4 —8 cellule e nella
transizione 16 cellule -morula.

Non ¢ presente una neo attivita trascrizionale di GDF 9 coincidente con I’attivazione del genoma
embrionale La persistenza di espressione genica del GDF9 e quindi la conseguante degradazione
del RNAm varia nelle diverse specie. Mentre, infatti, nel bovino e nel topo, subito dopo la
fertilizzazione, si assiste ad una rapida diminuzione di GDF 9 nel suino i livelli di espressione del
gene sembrano persistere per un numero maggiore di cicli cellulari ed in alcuni casi la presenza di
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GDF 9 ¢ rilevabile in modo chiaro in tutti gli stadi divisionali preimpianto ed anche in quelli fetali.
(Zeng and Schultz 2003; Hamatani et al. 2004; Alizadeh et al. 2005.)

L’insieme di queste ricerche comparative nelle diverse specie evidenzia come GDF9 contrariamente
a quanto osservato per ZAR1 e Mater presenta un pattern espressivo diverso verosimilmente dovuto
a momenti diversi di attivazione del genoma embrionale nelle varie specie.

Non sono attualmente disponili molte informazioni relative all’espressione di BMP15 durante lo
sviluppo dell’embrione preimpianto. Studi nel bovino evidenziano come BMP15 sia ben espresso
durante la progressione meiotica (dallo stadio di GV e M 1) e sino allo stadio 8-16 cellule. Mentre
in stadi successivi di morula e blastocisti ¢ scarsamente rilevabile (Pennetier et al. 2004). Nel topo
BMP15 presenta livelli di espressione che tendono a ridursi progressivamente durante le prime fasi
replicative (Zeng and Schultz 2003). Tuttavia nel bovino, differenzialmente da quanto osservato
per gli altri maternal effect genes analizzati, il decremento dell’espressivita di BMP15, ¢
scarsamente rilevabile durante la maturazione meiotica. (Donnison and Pfeffer 2004) Questo patter
espressivo potrebbe indicare un maggiore coinvolgimento del gene durante le fasi successive dello
sviluppo embrionale preimpianto.

Ci sono evidenze che anche la nucleoplasmina 2 (NPN2) si comporti come maternal effect gene
nel topo. In Xenopus la NPN2 agisce promovendo al decondensazione dello spermatozoo subito
dopo la fecondazione. Topi knockout per NPN2 evidenziano un minore grado di fertilita, un piu
basso numero di nati e diverse anormalita. Anche per questo gene le maggiori alterazioni funzionali
sono rilavabili nelle prime replicazioni mentre la maturazione meiotica ¢ la fertilizzazione non
appaiono significativamente alterate(Burns ef al. 2003). Infatti si assiste in topi knockout ad una
normale decondensazione dello spermatozoo accompagnata pero da alterazioni cromatiniche. La
sintesi di TRC ¢ ridotta del 70% suggerendo che 1’alterazione cromatinica sia la causa
maggiormente condizionante il proseguo dello sviluppo embrionale.

Il gene Stella ¢ stato osservato come sia ugualmente implicato nel favorire e regolare la corretta

transizione tra il controllo materno e I’attivazione del genoma embrionale. Il gene Stella ¢ stato
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identificato nelle cellule germinali primordiali, in oociti ed embrioni preimpianto. Topi privati
dell’attivita del gene mostrano un minore fertilita con uno sviluppo embrionale sino allo stadio di 2

cellule ridotto del 50% e del 88% allo stadio di blastocisti(Payer et al. 2003)..

Heat shock factor 1 (Hsf 1) ¢ un gene che si attiva in presenza di stress di vario tipo per esempio si
assiste ad un aumento dei livelli di espressione negli oociti e negli embrioni a seguito di
modificazione colturali. E’ stata comunque osservata una implicazione nella transizione materno
embrionale nel topo. Topo privati della attivita di Hsf1 mostrano una riduzione della fertilita con
arresti nelle divisioni cellulari(Christians et al. 2000)

Nel topo la proteina RAD6, un enzima coniugato con l’ubiquitina e regolatore chiave della
riparazione del DNA durante le fasi replicative, ¢ necessaria per la prime replicazioni embrionali.
Anche per questo gene I’abolizione della funzione non ha effetti sulla follicologenesi, sulla
ovulazione e fertilizzazione ma compromette essenzialmente la replicazione sino allo stadio di 2
cellule(Roest et al. 2004)

Recentemente ¢ stato evidenziato che la Basomuclin agisca come maternal effect gene nel
topo.(Ma et 2006). Basomuclin ¢ una proteina zinc finger contenente un fattore trascrizionale. Negli
oociti di topo ¢ co-localizzata con la RNA polimerasi I nel nucleolo e con il promotore
trascrizionale della RNA polimerasi II nel nucleoplasma. L’RNAm e la proteina sono ben presenti
nell’oocita e nelle prime divisioni mentre sono poco presenti negli stadi successivi. Esperimenti di
interferenza del RNAm nel topo hanno determinato riduzioni significative della fertilita.
Contrariamente ha quanto riportato per gli altri maternal effect genes la riduzione funzionale della
Basomuclin incide significativamente sulla follicologenesi e sulla ovulazione. Non sembra invece
che siano presenti alterazioni sulle fasi replicative embrionali prima dell’attivazione del menoma

embrionale in quanto no si ¢ osservata una significativa riduzione del TRC rispetto a gruppi

controllo.
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Regolazione dell’attivita trascrizionale mediante modificazioni epigenetiche del genoma

embrionale.

Le modificazioni epigenetiche quali metilazione e acetilazione del DNA giocano un ruolo
importante nel rimodellamento cromatinico e nella regolazione dell’espressione genica dell’oocita. |
cambiamenti maggiormente rilavanti si hanno dopo la fertilizzazione con intensi fenomeni di
metilazione e demetilazione e con riorganizzazione cromatinica.

Prima della fertilizzazione il genoma materno e paterno sono trascrizionalmente silenti perche
intensamente mutilati. Poche ore dopo la fertilizzazione il pronucleo paterno subisce una perdita di
metilazione del DNA riferita come “demetilazione attiva”.Alcune sequenze tuttavia, per la presenza
di specifici retrotrasposoni risultano refrattarie ai processi di demetilazione mantenendo 1’assetto
originale metilato (imprinting genes). La perdita di DNA paterno metilato ¢ stata rilevata in diverse
specie come ratto, maiale, bovino € uomo e questi cambiamenti sembrano incidere in modo
rilevante sulla regolare attivita embriogentica nelle prime fasi (Dean et al. 2003; Santos and Dean
2004;Morgan et al. 2005)

Un'altra modificazione importate della funzionali del DNA embrionale ¢ rappresentata dai fenomeni
di acetilazione istonica.. <nel topo sia lo spermatozoo maturo che I’oocita in metafase II mostrano
livelli bassissimi di iperacetilazione dell’Istone 4 (Adenot et al. 1997. Subito dopo la fertilizzazione
vi ¢ una associazione di istone 4 iperacetilato con la cromatina spermatica ma non con la cromatina
materna. Tale maggiore acetilazione si ha anche nella fase G1 durante la formazione del pronucleo
mentre nelle fasi S si riscontrano valori equivalenti in entrambi 1 pronuclei. Il significato di questa
acuta demetilazione e acetilazione istonica non ¢ noto, ma si ipotizza possa avere un ruolo
determinante nella attivita trascrizionale del pronucleo paterno. Studi con bromodeossiuridina
hanno, infatti, evidenziato una attivita trascrizionale nel pronucleo paterno sia 4 — 5 volte maggiore

rispetto a quello materno ( Aoki et al. 2003).
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Fattori presenti nell’oocita capaci di agire sul rimodellamento cromatinico sembrano cruciali per
una corretta transizione materno-embrionale e per I’attivazione del genoma embrionale.

Tra questi azioni specifiche sono state riportate da parte del SWI/SNF, del Brhma-related gene
(Brgl). Topi knockout per il Brg 1 presentano ridotta fertilita con arresto embrionale allo stadio 2-4
cellule(Bultman et al. 2006). I questi soggetti si evidenzia una minore attivita trascrizionale e una
riduzione dei livelli di dimetil H3K4, mentre non sembra modificarsi il livello di acetilazione degli
istoni 3 e 4.

Il Transcription Intermedianry Factor 1 alfa (TIF 1 alfa) ¢ un altro fattore implicato nella
modulazione dell’attivita trascrizionale nel topo(Torres-Padilla and Zernicka-Goetz 2006). L’azione
di TIF 1 alfa ¢ stata inizialmente riportata come legato a recettori nucleari e a proteine coinvolte nel
rimodellamento cromatinico. Negli oociti la proteina TIF 1 ¢& stata osservata nella vescicola
germinale. Dopo la fertilizzazione la proteina TIF 1 si localizza nei due pronuclei concentrandosi in
regioni specifiche nucleolari. Studi con incorporazione di bromodeossiuridina hanno evidenziato
come TIF 1 si localizzi nella sequenze dell’iniziale DNA neotrascritto suggerendo pertanto
un’attivita di controllo di questa funzione.

La proteina TIF 1 ¢ necessaria per ’iniziale sviluppo embrionale e la sua ablazione mediante RNA
interferenziale o mediante I’iniezione di anticorpi determinano di fatto un arresto embrionale ai

primissimi stadi (2-4 cellule).
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Azione dei MicroRNA sulla degradazione dell’RNA materno e sull’iniziale sviluppo

embrionale.

Come gia accennato nei paragrafi precedenti la degradazione degli RNAm, stoccati durante le fasi
dell’accrescimento della cellula uovo, rappresentano un requisito fondamentale per favorire una
normale embriogenesi. Tale evento ¢ un fenomeno altamente conservato ed ¢ pertanto riscontrabile

in modo filogeneticamete esteso sia in specie inferiori quali Xenopus che nei mammiferi.

L’innesco di questo fenomeno si ha durante la ripresa della meiosi e il passaggio dallo stadio di
vescicola germinale allo stadio di M II evidenzia una significativa riduzione di RNA messaggeri. In
coincidenza con I’attivazione del genoma embrionale circa il 90% degli RNAm di origine materna
risultano degradati.La persistenza di questi RNAm risulta infatti deleteria per lo sviluppo
embrionale come dimostrato mediante 1’iniezione di c-mos mRNA in oociti ed embrioni
preimpianto nel topo. In questo esperimento si ¢ osservato una riduzione dello sviluppo replicativi
con arresto embrionale ai primissimi stadi(Bachvarova et al. 1985; Paynton et al.1988; Schultz
1993).

I meccanismi che regolano questa degradazione da parte dei miRNA sono poco noti.

Studi su zebrafish e sul topo hanno mostrato come i microRNA possano svolgere la funzione di
regolatori del turnover dei trascritti materni. In oociti ed embrioni di zebrafish. miRNA appartenenti
alla famiglia miR-430 sono chiaramente implicati nella regolazione della degradazione del’RNAm.
I1 loro spegnimento provoca ritardo nello sviluppo e difetti morfogenetici.

I microRNA sono sequenze non codificanti di RNAs che regolano 1’espressione genica a livello
post-trascrizionale((Bartel 2004).

Drosha nel nucleo e Dicer sono due molecole presenti nel citoplasma che agirebbero nel modificare
1 precursori a lunga catena del miRNA per formare sequenze attive di 22 nucleotidi(Plasterk 2006).
Queste sequenze assemblano complessi proteici chiamati miRNA contenenti particelle
ribonucleoproteiche che legandosi a regioni complementari di specifici RNAm agiscono inibendo la
sintesi proteica o stimolando la loro degradazione. Diverse famiglie di miRNA sono state

XXl ciclo 2008, Dottorato in Riproduzione, produzione e Benessere Animale, Analisi dell’espressione genica: valutazione della 26
qualita dell’'oocita e del’embrione pre- impianto di ovino sviluppato in vitro. Fois Stefano



identificate in oociti di topo per quanto una chiara funzione sulla degradazione del RNAm non ¢
stata del tutto dimostrata. Recentemente tuttavia ¢ stato identificata una azione diretta di Dicer sul
turnover del RNAm dell’oocita. Dicer ¢ presente in abbondanza allo stadio di GV e tende a ridursi
durante la meiosi e iniziale sviluppo embrionale Murchison et al. 2007; Tang et al. 2007.
Esperimenti di abolizione della funzione di Dicer dimostrano il suo coinvolgimento nella meiosi e
nello sviluppo embrionale. Si sono osservate alterazioni del fuso meiotico e mitotico, cattivo
allineamento dei cromosomi e mancata estrusione del globulo polare. Analisi differenziali mediante
microarray tra oociti provenienti da soggetti knockout per Dicer e controlli hanno evidenziato
profonde differenze nello sviluppo preimpianto.

L’azione dei miRNA ¢ ugualmente rilavabile nelle prime divisioni embrionali. Mediante analisi con
RealTime PCR ¢ stato possibile identificare differenti famiglie di miRNA presenti durante lo
sviluppo dell’embrione preimpianto. La loro diminuzione tuttavia ¢ contestuale con la riduzione
delle classi di RNAm di origine materna a significare il loro pieno coinvolgimento con il turnover
del RNA. Nel topo si ¢ osservata dopo lo stadio di 4 cellule un incremento transitorio di miRNA
dovuto a eventi neotrascrizionali e pertanto conseguenti all’attivazione del genoma
embrionale(Tang

et al. 2007). 1l significato di questa neosintesi non ¢ stato al momento chiarito. L’azione dei miRNA
¢ stata maggiormente chiarita in specie inferiori come in oociti ed embrioni di zebrafish. In questi
infatti miRNA appartenenti alla famiglia miR-430 sono chiaramente implicati nella regolazione
della degradazione dell’RNAm. Il loro spegnimento provoca ritardo nello sviluppo e difetti

morfogenetici (Giraldez et al. 2006).
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Regolazione degli mRNA materni durante la transizione materno-fetale nel topo.

MicroRNA appartenenti alle famiglie miR-30, miR-16 e let-7 sono presenti negli oociti di topo. Il fattore Dicer (enzima essenziale per il
processamento dei miRNA), espresso dall’oocita , € cruciale per il completamento della meiosi I e per I’estruzione del primo globulo polare (PB). La
mancanza di Dicer negli zigoti impedisce lo sviluppo sino allo stadio a due cellule. Negli zigoti, miRNA appartenenti alla famiglia let-7 costituiscono
la maggior marte dei miRNA materni. L’attivazione del genoma embrionario (EGA) da inizio alla sintesi dei miRNA, producendo una elevata
presenza di miR-290 e miR-295 negli embrioni a quattro cellule.
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Regolazione della transizione materno-fetale nel topo e nel bovino.

Maternal Effect Genes Zarl, Mater, NPM2, Basonuclin, Hsfl, Brgl, TIFla, Stella ¢ mHR6A sono essenziali per la normale progressione della
transizione materno-fetale nel topo. Modificazioni covalenti e non-covalenti della cromatina durante la transizione materno-fetale sono critici per il
controllo dell’espressione genica dell’embrione. La degradazione di piu del 90% degli mRNA materni accompagna tale transizione, che ¢ regolata dal
procedere dello sviluppo e critica per una normale progressione della prima embriogenesi. In contrasto con le conoscenze sul topo, poche
informazioni sono note sulla regolazione di questo periodo chiave durante il primo sviluppo embrionale nel bovino.

PB: globulo polare; EGA: attivazione del genoma embrionario

QUALITA DELL’OOCITA PREPUBERE E DIFFERENZE CON L’ADULTO
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Le strategie per il rapido miglioramento genetico delle specie di maggior interesse zootecnico
suggeriscono la possibilita di impiego di animali prepuberi come fonte di oociti da destinare a
programmi di produzione in vitro di embrioni, al fine di ridurre gli intervalli generazionali e di
accelerare 1 test di progenie.

Tuttavia, numerose ricerche, hanno evidenziato che l'oocita di soggetti prepuberi, mostra una ridotta
potenzialita di sviluppo embrionale.

Inoltre, dopo embryo transfer, si assiste ad una minore sopravvivenza rispetto a quanto osservato
per gli embrioni sviluppati da oociti di soggetti adulti. In letteratura ¢ documentato 1’utilizzo nelle
tecnologie riproduttive in vitro di oociti recuperati da animali prepuberi ( O’Brien et al, 1996;
Ledda et al, 1997; Ptak et al, 1999; Kochar et al, 2002). In vitro, gli oociti recuperati da bovini e
ovini prepubere progrediscono attraverso la meiosi, sino alla MII, a velocita simili a quelle degli
oociti di animali adulti e, dopo la fertilizzazione, sono in grado di portare avanti gli eventi della
prima embriogenesi (Revel et al, 1995; O’Brien et al, 1996). Tuttavia ¢ ancora bassa la percentuale
di embrioni che raggiungono lo stadio di blastocisti se comparata con quella ottenuta nell’adulto, a
causa dell’alto tasso di riassorbimenti embrionali e malformazioni fetali osservate dopo il
trasferimento di embrioni di prepubere coltivati in vitro (Ptak al 1999; O’Brien et al. 1996, Seda et
al 1999 a. b). Tale limitazione ¢ sicuramente relazionabile a differenze strutturali e funzionali

dell’oocita degli animali prepuberi’ rispetto a quello di animali adulti

Evidenze in tal senso sottolineano un’ irregolare accoppiamento dell’oocita di soggetti prepuberi
con le cellule somatiche, una difettosa capacita maturativa del citoplasma come evidenziato dalla
presenza di anomalie a carico delle componenti citoscheletriche, sintesi proteica e fattori di
regolazione, metabolismo cellulare che si riflette sullo scarso sviluppo embrionale dopo
fertilizzazione in vitro. (Ledda et al. 2001; O’Brien et al. 1996; 1997b).

Sono state descritte, inoltre, differenze sui tempi di maturazione e sviluppo embrionale (O’Brien et

al. 1996; Leddaet al. 1997; Leoni et al. 2006b; Ptak et al. 1999). Recenti studi (PtaK et al. 2006 )
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hanno altresi suggerito come accanto ad una incompleta maturazione citoplasmatica sia presente
anche una immaturita nucleare responsabile di un inferiore stoccaggio mRNA nel citoplasma ed una
percentuale piu bassa di DNA metilato rispetto agli adulti. La minor metilazione potrebbe
coinvolgere alcuni importanti geni imprintati con conseguenti alterazioni della sintesi proteica e

anomalie delle fasi di sviluppo e impianto dell’embrione. embrionale.
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SCOPO

La presente sperimentazione ha 1’obiettivo di contribuire ad una migliore comprensione dei
meccanismi molecolari che guidano e regolano lo sviluppo embrionale preimpianto. Per tale scopo
la ricerca ¢ stata finalizzata all’analisi dell’espressione genica durante la fasi di maturazione in vitro
dell’oocita e di sviluppo degli embrioni fino allo stadio di blastocisti utilizzando come modello di
studio la specie ovina. Per analizzare gli oociti e gli embrioni sono stato selezionato pannelli di
geni, scelti in base al loro coinvolgimento funzionale nell’acquisizione della competenza dell’oocita
e nello sviluppo dell’embrione pre-impianto. Nell’ambito di tali indagini ¢ stata effettuata una
comparazione tra oociti di ovino prepubere e adulto per evidenziare eventuali differenze a livello di
espressione genica tra due classi di oociti, che presentano diversa competenza allo sviluppo.

La sperimentazione si ¢ articolata differenti fasi sperimentali.

-Nella prima fase sono state compiute indagini molecolari sugli oociti e sulla capacita di
maturazione meiotica mediante 1’analisi dell’espressione di 4 Maternal Effect Genes (ZARI,
MATER, GDF9 e BMP15) in oociti immaturi e allo stadio di metafase seconda di ovini adulti e
prepuberi. Inoltre ¢ stato effettuato un esame comparativo tra il quadro di espressione genica 7 geni
coinvolti nelle prime regolazioni funzionali in oociti immaturi di pecora e agnella.

- La seconda fase della ricerca ha voluto monitorare 1’attivita replicativa delle prime fasi di sviluppo
embrionale post fertilizzazione fino al momento dell’attivazione del genoma embrionale (fase di
transizione materno-embrionale) attraverso la quantificazione dei 4 Maternal Effect Genes durante
le varie tappe di sviluppo embrionale preimpianto di oociti di pecora e di agnella.

- Nella terza fase del lavoro ¢ stata effettuata una valutazione comparativa tra le blastocisti prodotte
in vitro di agnella e di pecora mediante 1’analisi dei pattern di espressione genica dei 7 geni
analizzati nella prima fase sperimentale e altri 8 geni.

- La quarta fase sperimentale ¢ stata finalizzata alla determinazione delle possibili modificazioni dei

pattern di espressione genica in relazione alle condizioni colturali dell’embrione. Pertanto
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I”’espressione genica relativa ad un pannello di geni ¢ stata analizzata in blastocisti di agnella
sviluppate totalmente in vitro o in parte in vivo.

- Nell’ultima fase della ricerca ¢ stato messo a confronto il quadro di espressione di diversi geni in
blastocisti di pecora sviluppate in vitro dopo fertilizzazione (biparentali) e blastocisti prodotte
dopo attivazione partenogenetica (monoparentali) per escludere la fase della fertilizzazione e
valutare 1’espressione genica in assenza di fenomeni d’imprinting.

Nel complesso I’insieme di tali sperimentazioni potra fornire utili indicazioni per la costituzione di
un sistema di valutazione della qualita dell’oocita e dell’embrione, per mettere in evidenza possibili
alterazioni indotte dai sistemi colturali e potra quindi apportare importanti informazioni per

migliorare I’efficienza dei protocolli in vitro per la produzione di embrioni.
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MATERIALI E METODI

PRODUZIONE IN VITRO DI EMBRIONI

RECUPERO E MATURAZIONE IN VITRO DEGLI OOCITI

Gli oociti sono stati prelevati dalle ovaie di pecore adulte e agnelle di 30-40 gg di eta e 6-12 kg
regolarmente macellate presso i mattatoi locali.

Le ovaie sono state divise sagittalmente mediante una microlama e si ¢ proceduto, tramite
osservazione al microscopio stereo, all’apertura dei follicoli con il rilascio dei complessi cumulo-
oocita in medium TCM-199 supplementato con Hepes ¢ PVA 0.1%. Al termine della raccolta gli
oociti venivano lavati per tre volte in TCM 199, per eliminare il piu possibile le tracce del liquido
follicolare e residui di materiale cellulare. La maturazione in vitro ¢ stata effettuata in TCM 199 +
10% di FCS + LH/FSH (0.1 Ul/ml ), cisteamina (100uM). Gruppi di 30-40 oociti sono stati
coltivati in 1 ml di medium in piastre Four-wells ricoperte da uno strato di olio minerale a 38,5° C

con ambiente di massima umidita, con il 5% di CO; in aria atmosferica per 24 ore.
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FERTILIZZAZIONE IN VITRO

Per la fertilizzazione ¢ stato utilizzato seme di ariete congelato in pellets. Dopo scongelamento in
bagno d'acqua a 38,5°C per 30", il materiale seminale ¢ stato processato secondo la tecnica del
swim-up per la separazione della frazione piu mobile e vitale di spermatozoi. Per la fertilizzazione ¢
stato impiegato il Sintethic Oviductal Fluid (SOF; Tervit e coll., 1972) supplementato con il 2% di
siero di pecora in estro. Questo medium ¢ stato preparato nel nostro laboratorio, utilizzando acqua
deionizzata prodotta da un sistema MillyQ (Millipore) e portando la soluzione finale ad una
osmolarita di 285 mOsm/Kg e ad un pH di 7,3. Per la fertilizzazione, 400 pl di medium contenente
gli spermatozoi sono stati posti in un pozzetto di una piastra Nunc e il sistema ricoperto con olio
minerale per evitare I’evaporazione e la conseguente variazione di osmolarita. Gli oociti sono stati
denudati meccanicamente tramite il passaggio in una pipetta di vetro con calibro leggermente
superiore al diametro dell’oocita in modo da lasciare intatto lo strato di cellule della corona radiata.
Gli oociti denudati sono stati lavati in medium di fertilizzazione per 3 volte e coincubati con gli
spermatozoi (20-30 oociti per pozzetto) per 24 ore a 38.5°C in condizioni di massima umidita e in

atmosfera di azoto contenente il 5% di O, e il 5% di CO,.
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ATTIVAZIONE PARTENOGENETICA

Gruppi di oociti maturati in vitro sono stati attivati partenogeneticamente con Ionomicina e 6-
Dimethylaminopurine (6-DMAP). Per tale scopo gli oociti sono stati posti in medium di dissezione
contenente lonomicina (SuM/5 min.) e successivamente incubati per tre ore in TCM 199 + 10%
FSC contenente 6-DMAP (2uM) in condizioni standard di umidita e temperatura. Al termine
dell’incubazione, gli embrioni sono stati lavati tre volte e coltivati in vitro in TCM 199 + 10% FCS
+ FSH ed LH (0.1UI/ml), cisteamina (100uM) per 24 h. Si ¢ proceduto poi alla cultura in vitro nelle

stesse condizioni degli embrioni prodotti in vitro per IVF.
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COLTURA IN VITRO

Dopo 22 ore di coltura gli zigoti sono stati trasferiti in un pozzetto di una piastra Nunc contenente
SOF supplementato con 4 mg/ml di BSA e aminoacidi essenziali e non essenziali (AA) a
concentrazione oviduttale. La coltura embrionale ¢ stata effettuata a 38,5°C in condizioni

controllate al 5% di O,, 5% di CO, e massima umidita per 8 giorni.

VALUTAZIONE DELLA CINETICA DI SVILUPPO EMBRIONALE

A 22, 26, 30 ore post fertilizzazione o post attivazione ¢ stata valutata la percentuale di embrioni di
pecora e di agnella divisi.

Durante lo sviluppo embrionale si ¢ proceduto allo stoccaggio degli embrioni allo stadio di 2, 4, 8,
16, morula e blastocisti in Eppendorf da 1,5 ml in 2 pl di H,O trattata con dietilpirocarbonato
(DEPC) e immersi in azoto liquido. Le provette sono state immediatamente conservate a -80°C sino

al momento dell’analisi molecolare.

XXl ciclo 2008, Dottorato in Riproduzione, produzione e Benessere Animale, Analisi dell’espressione genica: valutazione della 36
qualita dell’'oocita e del’embrione pre- impianto di ovino sviluppato in vitro. Fois Stefano



ANALISI MOLECOLARE

Isolamento degli RNA messaggeri

Gli RNA messaggeri (mRNA) sono stati isolati con il kit Dynabeads Oligo (dT),s (Dynal A.S. Oslo,
Norway). La purificazione dell’'mRNA avviene grazie all’appaiamento tra i nucleotidi del poliA
presente all’estremita 3’ di ogni mRNA e gli oligo dT legati covalentemente alla superfice delle
microsfere magnetiche Dynabeads. Mentre il DNA e I’RNA di altro genere sono eliminati con il
resto del campione durante i lavaggi, gli mRNA legati alle microsfere magnetiche sono trattenute

grazie ad un separatore magnetico (Magnetic Particle Concentrator, Dynal MPC®).

Soluzioni utilizzate:

. Dynabeads Oligo(dT)as
= 1 ml ¢ fornito come sospensione di 5 mg di sferette magnetiche per ml di PBS (3,3x108

microsfere per ml), contenenti 0,05% Tween-20 e 0,02 % NaNs.

= PBS (Phosphate-Buffered Saline) pH 7,4:
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= 138 mM NaCl
= 4 mM NaH,PO,
= 6 mM Na,HPO4 (pH7)

. Lysis/Binding Buffer:
= 100 mM Tris-HCI pH 7,5
= 500 mM LiCl
= 10mM EDTA
= 1% LiDS
= 5mMDTT

o Washing Buffer A
= 10 mM Tris HCI pH 7,5
= (0,15M LiCI
= 1 mMEDTA
= 0,1% LiDS

. Washing Buffer B
= 10 mM Tris HCI pH 7,5
= 0,I5MLiCl
* 1mMEDTA
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Protocollo di estrazione:

Ad ogni provetta contenente il campione da analizzare (oociti o embrioni, singoli od in pool di otto-
dieci), precedentemente conservata a -80°C, sono stati aggiunti 50 ul di Lysis buffer.

Dopo incubazione a temperatura ambiente per 10 minuti, sono stati aggiunti 10 pl di Dynabeads,
precedentemente condizionate con lysis/binding buffer. I campioni sono stati incubati a 25°C, in
agitazione, per 5 minuti ed in seguito posti nel separatore magnetico per 2 minuti.

Il sovranatante ¢ stato rimosso e i poli(A) RNA sono stati lavati una volta con 60 pl di Washing
Buffer A e 3 volte con 60 pl di Washing Buffer B.

I poli(A)"RNA sono stati infine eluiti dalle sfere magnetiche tramite incubazione in 11pl di acqua
trattata con DEPC per 2 minuti a 65°C.

Le aliquote di mRNA sono state immediatamente utilizzate per la trascrizione inversa.

Sintesi del DNA complementare (cDNA)

I1 DNA complementare al’'mRNA ¢ stato sintetizzato tramite una reazione di trascrizione inversa
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction: RT-PCR). La reazione ¢ stata effettuata in un
volume finale di 20 pl, contenente TrisHCI 50 mM (pH 8,3), KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, DTT 5
mM, dNTPs 1 mM, Random Hexamer Primers (Invitrogen, Carlsbad, CA) 2,5 uM, 20 U di RNase
OUT™ (Invitrogen Carlsbad, CA,) e 100 U di SuperScript' ™ III RT (Invitrogen, Carlsbad, CA).

I campioni sono stati tenuti a 25°C per 10 minuti, poi a 42°C per 1 ora, ed infine a 70°C per 15
minuti per inattivare la reazione.

Come controlli negativi sono stati utilizzati un campione costituito dalla miscela di reazione per la
sintesi di cDNA e non contenente ’'mRNA, ed un campione costituito dalla miscela di reazione,

contenente ’'mRNA, ma non 1’enzima trascrittasi inversa.
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Quantificazione relativa dei trascritti tramite Real Time PCR

Real Time PCR

La quantificazione degli mRNA di tutti i geni analizzati nelle due classi di embrioni ¢ stata
effettuata tramite Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

La reazione ¢ stata effettuata in uno strumento BioRad iCycler™ (Bio-Rad, USA), in 25 pl di
miscela di reazione contenente 12,5 pl 2x Platinum SYBR Green qPCR Super Mix UDG
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 0,025 nM Fluorescein Reference Standard (Molecular Probes —
Invitrogen Detection Technologies, Leiden, The Netherlands), 200 nM di ogni primer e una quantita
di cDNA equivalente a 0.5 — 1 embrione.

[ primers utilizzati sono rappresentati nella tabella X. Sono stati disegnati sulla sequanza
nucleotidica ovina, se presente in letteratura, oppure sulla sequenza del bovino.

Il protocollo di PCR ¢ costituito da due fasi di incubazione (50°C per 5 minuti and 95°C per 2
minuti) seguiti da 40 cicli di amplificazione [15 secondi a 95°C, 30 secondi alla temperatura di
annealing (specifica per ogni gene; vedi tabella X) e 30 secondi a 72°C], il programma per la curva
di dissociazione (melting curve program: 65°C — 95°C, con misurazioni della fluorescenza ogni 10
secondi) ed una fase finale di raffreddamento a 4°C.

Nel corso dei cicli di amplificazione, la fluorescenza ¢ stata misurata durante la fase di estensione a
72°C. La curva di dissociazione ¢ stata generata per verificare la specificita del prodotto di
amplificazione.

Per ridurre al minimo le variazioni dovute alle procedure sperimentali, I’analisi di tutti i campioni
sono state effettuate contemporaneamente ed utilizzando una miscela di reazione comune,
contenente tutti i reagenti a parte i campioni di cDNA.

Le dimensioni dei frammenti amplificati sono state ulteriormente verificate tramite visualizzazione
su gel di agarosio. Una miscela costituita da un’aliquota di 10 ul dell’amplificato e 2,5 pl di loading

buffer (0,25% blu di bromofenolo, 0,25% xilene cianolo, 40% (w/v) saccarosio in acqua) ¢ stata
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caricata in un gel di agarosio al 2% in TBE 0,5 X (Tris base 0,89 M, acido borico 0,89 M,
Na,EDTA 20 mM) con Etidio Bromuro 0,002 M.

Il gel ¢ stato sottoposto a corsa elettroforetica in una camera orizzontale contenente TBE 0,5 X ad
una potenza costante di 80 W. Il prodotto di reazione ¢ stato visualizzato esponendo il gel su un
transilluminatore a raggi UV. Le dimensioni approssimative dell’amplificato sono state stimate
confrontando la banda amplificata con le bande a dimensione nota del marcatore di peso molecolare

pUCI18 Dpnl digest (10 pl alla concentrazione di 20 pg/ml).

Sequenziamento dei prodotti di PCR

Abbiamo determinato la sequenza nucleotidica dei frammenti analizzati tramite Real Time PCR per
essere sicuri che corrispondessero effettivamente ai geni desiderati. Per il sequenziamento
automatico ¢ stato utilizzato un sequenziatore automatico Applied Biosystems, Model 3130 xI
Genetic Analyzer (Foster City, CA 94404 U.S.A.) e il Kit BigDye® Terminator Cycle sequencing
Kit v3.1 che prevede la preparazione di 20 pl della seguente miscela:

e 2 ul di Buffer 10X (100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCI, 25 mM MgCI2, 0,01% gelatin)

e 4 ul del mix ANTPs/ddNTPs e Taq polimerasi;
e 3.2 pmoli di primer;

e 8 ul di DNA purificato (equivalenti a 10-40 pg).

La reazione di sequenza ¢ stata sottoposta ad una fase di denaturazione a 96°C per 3 minuti, seguita
da 30 cicli costituiti da 30” a 96°C, 157 a 50°Ce 4’ a 72°C.

Per ogni frammento di gene analizzato, la reazione di sequenza ¢ stata effettuata con i due diversi
primers fiancheggianti il frammento: Forward e Reverse. In questo modo la polimerizzazione ¢ stata
compiuta nelle due direzioni possibili, € le sequenze risultanti sovrapposte come ulteriore controllo

dell’accuratezza del procedimento. Al termine della reazione di sequenza, ciascun campione ¢ stato
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purificato mediante gel-filtrazione, utilizzando colonnine contenenti Sephadex (Centri Sep Spin
Colums, Applied Biosystem, cod.401762). Il passaggio di purificazione serve ad eliminare i
ddNTPs non utilizzati per la polimerizzazione, per evitare che interferiscano con la lettura dei
frammenti da parte dello strumento.

Prima di essere sottoposti ad elettroforesi, i campioni purificati sono stati miscelati con
formammide (in rapporto 1:2) e denaturati per 4* a 95°C. L’elevata temperatura e la presenza di
formammide promuovono la linearizzazione dei frammenti ed impediscono il formarsi di strutture
secondarie che interferirebbero con la migrazione elettroforetica.

Le sequenze cosi ottenute sono state confrontate con quelle disponibili nel database pubblico Basic

Local Alignment Search Tool (BLAST).

Quantificazione relativa dell’espressione genica

La quantificazione relativa dell’espressione dei geni specifici ¢ stata effettuata sulla base del
metodo 2-ddCt di Livak e Schmittgen (2001). L’analisi ¢ stata effettuata normalizzando
I’espressione dei geni in esame con i livelli di espressione del controllo interno B-actina (Robert et
al, 2002; Cui et al, 2000).

Per ogni campione, il numero di Ct del gene di controllo (B-actina) ¢ stato sottratto dal numero di
Ct del gene in esame (ottenendo un ACt). In seguito, al numero medio di Ct di un gruppo ¢ stato
attribuito il valore zero ¢ quello del secondo gruppo ¢ stato espresso come la “differenza in Ct”

rispetto al primo (ottenendo un AACt; Figura X).
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Gene GenBzEnk Sequenza Temp. bps Esp
accession
B-actina NM_0010097 | 5' ttectgggtatggatectg 3' 60°C 162 1,2,3,
o 5' ggtgatctccttctgeatee 3' 4,5,6
AQP3 AF123316 | 5’ gegtgcccattgtetetee 3 60°C 119 4,56
5’ caacttcacattctectegte 3’
BAX AF163774 | aacatggageigeagaggat 58°C 219 4,6
3 9
BMPI15 | AF236078S2 |5 gegtictacgactecgettc 3' | 59°C 273 1,2
5' ggttactttcaggeccatcat 3'
Ciclina b 126548 5’ cagtgtatgacaggtaatge 3* | 56°C 134 3,4,6
5’ cgtagtccagcatagttagt 3’
E-CAD NM_ 0010027 | 5 tgtgactgtgatgggatcgt 3’ 58°C 155 3,4,5,
/n 5’ acccttctcctcegaacaag 3’ 6
GAPDH AF030943 | >, gaagactgiggatggeeectee | g(oC 93 3,4,6
3 9
GDF9 AF078545 5 'cagacgccacctctacaaca 3' 58°C 198 1.2
5' caggaaagggaaaagaaatgg ’
H2A.Z NM_0010092 | 5’ ctcaccgcagaggtacttg 3’ 56°C 152 3,4,6
n 5’ ctggtggtggtgtcattee 3°
HSP90 AB072369 | 3 tggagatcaaccetgacea 3 | 56°C 143 4,6
5’ cttetegettgaggateee 3°
IFN-t DQ149979 5’ ctetgeactggactccaaca 3’ 58°C 160 4,6
5’ cgctgtatccecttctettge 3°
IGF2 NM_0010093 | 5° accctccagtttgtetgtgg 3’ 60°C 169 4.5 6
., 5’ caagtccgagagggatgtgt T
IGF2R AF3535]13 | 2, cattacticgagiggaggac 3" | gqoc 137 4,5,6
5’ atcaagaccagcggtgctta
MATER AY721594 | ' cagectecaggagtictttg 3' 59°C 212 1,2
5' gacagcctaggagggtttce 3'
NaKATPa X02813 5' getgacttggtcatetgcaa 3' 58°C 129 3,4,5,
. 5' cattccagggcagtaggaaa 3' 6
NANOG DQ069776 | 5 gatctgcttattcaggacag 3° | 56°(C 203 4,56
5’ ctcagtctccagcaaatgea 3’
OCT4 NM_174580 | >, gaggagicceaggacatcaa | 560( 204 4,5,6
p— 3 9
P34%? | NM_174016 | > leaactgaccaggagggata | 560C 100 | 3,4,6
— 3, s Ty
PAP X63436 5’ gaacttgccagctttatcca 3’ 57°C 203 3,4
5’ ttgtgggtatgctggtgtaa 3’
ZAR1 XM_591835 | 3, cactgeaaggactgeaataic | g0 137 1,2
. 3 N B

Tabella 2. Informazioni sui primers utilizzati per I’analisi tramite Real Time PCR. La colonna
“Temp.” indica la temperatura di annealing utilizzata nel programma di amplificazione. La colonna
“bps” indica le dimensioni, in base pairs (paia di basi) dei segmenti di DNA amplificati. La colonna
“Esp” indica in quale esperimento il gene ¢ stato analizzato
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ANALISI STATISTICA
I dati sono stati analizzati con il programma MINITAB Release 12.1. Le differenze nelle
percentuali di maturazione e sviluppo embrionale sono state valutate con il X*test. Le differenze in
espressione genica sono state valutate con ANOVA. Valori di P< 0,05 sono stati considerati

significativi.
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Sei diversi esperimenti sono stati effettuati utilizzando le procedure di produzione di embrioni in

vitro e 1 protocolli per le analisi molecolari sopra descritti.

Esperimento 1

L’abbondanza relativa dei trascritti di quattro Maternal Effect Genes (ZAR1, MATER, GDF9 e
BMP15) ¢ stata analizzata in oociti immaturi (GV) e maturi (MII) di pecora e di agnella. Sono stati

analizzati 30 oociti singoli per ogni classe presa in esame.

Esperimento 2

L’espressione di un pannello di geni ¢ stata comparata tra oociti immaturi di pecora e agnella. I
geni presi in esame sono 1’istone H2A.Z, la GAPDH, la Ciclina b1, la P34°d02, la NaKATPAse, la
PoliA Polimerasi e la E-Caderina. Sono stati analizzati 30 oociti singoli per ogni classe presa in

esame e sono stati eseguiti tre replicati dell’esperimento.

Esperimento 3

Sono stati determinati semi-quantitativamente i patterns di espressione dei quattro Maternal Effect
Genes (ZAR1, MATER, GDF9, BMP15) e del gene B-actina durante lo sviluppo pre-impianto in
vitro di embrioni di pecora. Il gene P-actina ¢ stato analizzato come esempio di gene la cui
trascrizione si avvia con I’attivazione del genoma embrionario.

Le fasi dello sviluppo considerato sono state I’oocita immaturo (GV), 1’oocita in MII, I’embrione a
2 (2C), a4 (4C), a 8 (8C) e a 16 cellule (16C), la morula e la blastocisti. Per ogni fase del ciclo di
sviluppo preso in esame sono stati analizzati 10 campioni singoli. Per ogni gene e per ciascun stadio

di sviluppo considerati sono stati eseguiti tre replicati.

Esperimento 4
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L’espressione di un pannello di geni ¢ stata comparata i blastocisti prodotte in vitro da oociti di
pecora e di agnella. I geni presi in esame sono: Aquaporina 3 (AQP3), BAX, Ciclina B1, E-
Caderina (E-Cad), GAPDH, Heat Shock Protein 90b (HAP90b), IGF2, IGF2R, Interferone tau (IFN
tau ), istone H2A.Z, NaKATPase, Nanog, Oct4, P34°*2 PoliA Polimerasi (PAP).

L’analisi ¢ stata effettuata su 4 pool di 8-10 embrioni per classe e sono stati eseguiti tre replicati

dell’esperimento.

Esperimento 5

L’espressione genica relativa ad un panello di geni ¢ stata analizzata semi-quantitativamente in:
1. blastocisti prodotte completamente in vitro a partire da oociti di prepubere (gruppo “in
Vitro”)
2. blastocisti prodotte da oociti di prepubere maturati e fertilizzati in vitro, trasferiti allo stadio
di 2 cellule in pecore riceventi in precedenza sincronizzate e recuperati tramite flushing
dopo sei giorni (gruppo “in vivo”).
I geni Aquaporina 3 (AQP3), E-Caderina (E-Cad), IGF2, IGF2R, NaKATPasi, NANOG e OCT4
sono stati analizzati in 3 pool di 8-10 embrioni per ogni classe e sono stati eseguiti tre replicati

dell’esperimento.

Esperimento 6

L’analisi dell’espressione di un pannello di geni (Aquaporina 3, BAX, Ciclina Bl, E-Caderina,
GAPDH, Heat Shock Protein 90b, IGF2, IGF2R, Interferone tau, istone H2A.Z, NaKATPase,
Nanog, Oct4 ¢ P34°°?) ¢ stata effettuata in blastocisti di pecora ottenuti per fecondazione e coltura
in vitro o per attivazione partenogenetica.

L’analisi ¢ stata effettuata su 3 pool di 8-10 embrioni per classe e sono stati eseguiti tre replicati

dell’esperimento.
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RISULTATI

MATURAZIONE IN VITRO

Nella Tab.3 sono riportate le percentuali di progressione meiotica degli oociti di pecora ed agnella
dopo maturazione in vitro. Le percentuali di oociti di adulto e prepubere che hanno raggiunto lo
stadio di metafase II (92.2%vs 88%.) non sono risultate significativamente differenti dopo 24 di
coltura in vitro. Anche i valori di arresto durante la progressione meiotica allo stadio di GV, GVBD,

MI sono risultati simili nei due gruppi analizzati.

Progressione meiotica

(%)
n° GV GVBD MI MII Deg.
oociti
Adulto 631 18 13 7 582 11
(2.8%) (2.1%) (1.1%) (92.2%)? (1.7%)
Prepubere 710 33 28 8 625 16

(4.6%) (3.9%) (1.1%) (88.%)" (2.3%)

Tab 3. Progressione meiotica di oociti di pecora adulta e prepubere dopo maturazione in vitro.

(GV: vescicola germinale; GVBD: rottura della vescicola germinale; MI: metafase [; MII: metafase II; Deg.:

degenerati)
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SVILUPPO EMBRIONALE:

Cinetica delle prime divisioni embrionali

L’analisi dei dati relativi alla Tab. 4 rileva simili percentuali di divisioni embrionali totali dopo
fertilizzazione in vitro di oociti di adulto (86%) e prepubere (81.4%) e dopo attivazione
partenogenetica degli oociti di pecora ( 81.7%)).

Differenze significativamente differenti sono state perd riscontrate dalla comparazione dei tempi
della prima divisione embrionale nei tre gruppi analizzati.

Infatti dopo 22 ore di coltura gli oociti di agnella fertilizzati in vitro hanno mostrato percentuali di
divisione embrionale (18.7%) significativamente (P<0.01) piu basse rispetto al gruppo di oociti di
adulta fertilizzati in vitro (46.7%) o attivati partenogeneticamente (41.2%). Dopo 26 ore di coltura i
valori di divisione sono risultati sovrapponibili nei tre gruppi (adulto part: 33.8%; adulto IVF
32.7%; prepubere IVF: 33.6%) mentre dopo 30 ore ¢ stato registrato un numero maggiore di
divisione (p<0.01) negli oociti di agnella fertilizzati in vitro (47.5%) rispetto agli oociti di pecora

fertilizzati in vitro (20.6%) o attivati pertenogeneticamente (25%).
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n° embrioni divisi a differenti tempi post fertilizzazione

(%)
n. oociti
22 ore 26 ore 30 ore Divisi totali
IVF
Adulto . 196 161 119 476
Part. (41.2%)" (33.8%)" (25%)* (81.7%)*
Adulto 715 286 200 126 612
IVF (46.7%)" (32.7%)" (20.6%)* (86%)*
Prepubere 625 96 171 242 509
IVF (18.9%)" (33.6%)" (47.5%)" (81.4%)°

Tab. 4. Percentuali di divisioni embrionali a 22,26 e 30 ore post-fertilizzazione o dopo attivazione
partenogenetica di oociti di pecora e di agnella.
(IVF: fertilizzazione in vitro; Part: Attivazione partenogenetica ; a vs b, P<0.01; X? test)
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SVILUPPO EMBRIONALE:

Cinetica di sviluppo allo stadio di blastocisti

Nella Tab. 5 sono riassunti i risultati relativi allo sviluppo embrionale in vitro fino allo stadio di
blastocisti degli oociti di pecora e di agnella dopo 6, 7 e 8 giorni di coltura. Le percentuali di
blastocisti totali sono risultate significativamente inferiori dopo fertilizzazione in vitro degli oociti
di agnella (34.4%) rispetto agli oociti di adulto fertilizzati in vitro (71.6%) o attivati
partenogeneticamente (65.5%).

Dalla comparazione dei tempi di sviluppo embrionale allo stadio di blastocisti emergono, dopo 6
giorni di coltura in vitro, valori significativamente inferiori negli oociti di agnella fertilizzati in
vitro (8.7%) rispetto a quelli di adulto fertilizzati in vitro (31%) o attivati partenogeneticamente
(33%) . Dopo 7 giorni di coltura le percentuali di blastocisti sono risultate sovrapponibili nei tre
gruppi (adulto part: 51.9%; adulto IVF 52.5%; prepubere IVF: 52.6%) mentre dopo 8 giorni ¢ stato
registrato un numero maggiore di blastocisti (p<0.01) negli oociti di agnella fertilizzati in vitro
(38.7%) rispetto agli oociti di pecora fertilizzati in vitro (18.7%) o attivati pertenogeneticamente

(19.5%).
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sviluppo embrionale allo stadio di blastocisti a
differenti tempi di coltura

(%)
blastocisti
o _— . . .
n°embrioni 6 giorno 7 giorno 8 giorno totali

Adulto 476 103 162 61 312
Part (33%)* (51.9%)* (19.5%)* (65.5%)"

Adulto 612 136 230 82 438
IVF (31%)* (52.5%)" (18.7%)" (71.6%)"

Prepubere 503 15 91 67 173
IVF (8.7%)" (52.6%)"  (38.7%)°  (34.4%)

Tab. 5. Sviluppo embrionale in vitro allo stadio di blastocisti dopo 6°, 7° e 8° di coltura di oociti di pecora e
agnella fertilizzati in vitro o attivati partenogeneticamente.
(avsb, P<0.01; Xtest)
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ANALISI MOLECOLARE

ESPERIMENTO 1

Espressione dei geni ZAR1, MATER, BMP15 e GDF9 in oociti immaturi e maturati in vitro di

ovino adulto e prepubere.

Dall’analisi dei dati relativi ai 4 maternal effect genes considerati allo stadio di GV ed MII in oociti
di ovino adulto e prepubere, si evince che non sono presenti differenze significative tra le classi
prese in esame. I valori di espressione di ZAR1, MATER, GDF9 e BMP15 sono piu alti negli oociti
immaturi rispetto agli MII, ma in entrambi gli stadi non sono presenti differenze significative

nell’espressione genica fra gli adulti e i1 prepuberi (Fig. 2).
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@ oocita immaturo di adulto @ oocita immaturo di prepubere

abbondanza relativa (AACt)

ZAR1 MATER BMP15 GDF9

@ oocita maturo di adulto @ oocita maturo di prepubere

abbondanza relativa (AACt)

ZAR1 MATER BMP15 GDF9

Figura 2. Espressione dei geni Zarl, MATER, BMP15 e GDF9 in oociti immaturi e maturati in

vitro di ovino adulto e prepubere.
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ESPERIMENTO 2

Espressione di un pannello di geni in oociti immaturi di ovino adulto e prepubere.

L’analisi semi-quantitativa dell’espressione di un pannello di geni in oociti immaturi di pecora e di
agnella ha messo in evidenza una carenza di trascritti dei geni P34°“® | NaKATPasi, Poli A
Polimerasi e E-Caderina negli oociti di prepubere, mentre nessuna differenza tra le due classi ¢ stata

riscontrata per i geni Ciclina B1, istone H2A.Z e GAPDH (Fig. 3).
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Figura 3: Espressione di un pannello di geni in oociti immaturi di ovino adulto e prepubere.
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ESPERIMENTO 3

Espressione dei geni ZAR1, MATER, BMP15 e GDF9 durante lo sviluppo pre-impianto in

vitro nell’ovino.

La quantificazione relativa dei trascritti di ZAR1, MATER, GDF9 e BMP15 durante lo sviluppo
pre-impianto in vitro indica che nessuno di questi permane stabile e ubiquitario durante le otto fasi
prese in esame [oocita immaturo (GV), maturo (MII), 2, 4, 8, 16 cellule, Morula e Blastocisti]. Tutti
i geni risultano maggiormente espressi negli oociti immaturi, ma mostrano livelli diversi durante le
successive fasi di sviluppo, dimostrando patterns di espressione caratteristici per ogni gene. Nessun
trascritto mostra un significativo incremento dell’espressione dovuto alla ripresa della trascrizione
con I’attivazione del genoma embrionario. Fa eccezione il gene codificante la B-actina, che ¢ stato
infatti analizzato per fornire 1’esempio di un gene la cui espressione riprende con 1’attivazione del
genoma dell’embrione.

I livelli di mRNA del gene ZARI1 registrano tre significativi decrementi durante lo sviluppo
embrionale, rispettivamente nel passaggio fra il GV e I’'MII, frale 4 e le 8 cellule e frale 8§ e le 16
cellule, dove il suo livello raggiunge i valori minimi.

Dopo una significativa riduzione durante la maturazione dell’oocita, il livello di mRNA di MATER
permane stabile fino a 8 cellule, quando si registra un rapido e significativo decremento, dopo il
quale la presenza trascritto ¢ difficilmente rilevabile.

L’espressione di GDF9 subisce un decremento significativo durante la maturazione dell’oocita, al
passaggio fra 4 e 8 cellule e fra 16 cellule ¢ morula. Diversamente dagli altri geni analizzati, i
trascritti di questo gene sono presenti anche nella fase di morula.

BMP15 ¢ I'unico maternal effect gene analizzato i cui livelli di mRNA non diminuiscono durante la
maturazione dell’oocita. La quantita dei suoi trascritti rimane costante durante le fasi precoci di
sviluppo embrionale, fino ad un significativo decremento allo stadio di 8 cellule, oltre il quale

I’'mRNA non ¢ quasi piu rilevabile.
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I trascritti del gene di controllo B-actina presentano un decremento durante la maturazione e in
corrispondenza del passaggio da 4 a 8 cellule. La sua trascrizione riprende con 1’attivazione del
genoma embrionario, dopo il quale si osservano significativi incrementi sia allo stadio di morula

che di blastocisti (Fig. 4).
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Figura 4. Espressione dei geni Zarl, MATER, BMP15, GDF9 e Actina durante lo sviluppo pre-
impianto in vitro nell’ovino (GV: oocita immaturo, MII: oocita maturo, 2C: embrione a 2 cellule,

4C: embrione a 4 cellule, 8C: embrione a 8 cellule, 16C: embrione a 16 cellule, Mor: morula e BI:
blastocisti
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ESPERIMENTO 4

Espressione di un pannello di geni in blastocisti di ovino adulto e prepubere.

L’analisi dell’espressione genica in blastocisti di ovino adulto e di prepubere prodotte in vitro ha
evidenziato, (Fig. 5) una maggiore abbondanza dei trascritti dei geni Aquaporina 3, Ciclina B,
H2A.Z , Nanog, Oct4 ¢ P34 negli embrioni di adulto rispetto a quelli di prepubere, mentre i
trascritti di IFN tau e IGF2 sono risultati significativamente piu abbondanti negli embrioni di
agnella rispetto a quelli di pecora. Non sono state rilevate differenze significative per gli altri geni

analizzati (BAX, E-Caderina, GAPDH, HSP90, IGF2R, NaKATPasi ¢ PAP).
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Figura 5. Espressione di un pannello di geni in blastocisti di ovino adulto e prepubere.
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ESPERIMENTO 5

Espressione di un pannello di geni in blastocisti di prepubere prodotte in vitro e in vivo.

L’analisi dell’espressione genica negli embrioni sviluppati in vivo ed in vitro di ovino prepubere ha
dimostrato un’abbondanza significativamente maggiore dei trascritti dei geni NaKATPasi, IGF2R e
Nanog degli embrioni prodotti in vitro rispetto a quelli in vivo, mentre non sono state rilevate

differenze per i geni OCT4, Aquaporina 3, E-caderina e IGF2 nei due gruppi di embrioni analizzati

(Fig.6)
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Figura 6. Espressione di un pannello di geni in blastocisti di prepubere prodotte in vitro € in vivo.
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ESPERIMENTO 6

Espressione di un pannello di geni in blastocisti prodotte tramite fertilizzazione in vitro e
attivazione partenogenetica.

Sono stati determinati 1 livelli di espressione di un pannello di geni in blastocisti di ovino adulto
ottenute tramite fecondazione in vitro (IVF) o attivazione partenogenetica (PA).

L’analisi ha messo in evidenza differenze significative per alcuni dei geni analizzati: i trascritti di
IGF2, IFN tau e P34°“? sono maggiormente presenti negli embrioni partenogenetici rispetto a
quelli IVF, mentre Aquaporina 3, H2A.Z, HSP90b, NaKATPasi e¢ Oct-4 sono maggiormente
espressi nelle blastocisti IVF rispetto a quelle partenogenetiche. Non sono state osservate differenze

sostanziali nei trascritti per gli altri geni analizzati (Fig.7).
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Figura 7. Espressione di un pannello di geni in blastocisti prodotte tramite fertilizzazione in vitro
(IVF) e attivazione partenogenetica (PA)
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DISCUSSIONE

Come riportato negli scopi di questo nostro lavoro sperimentale il nostro intento ¢ stato
principalmente quello di meglio analizzare la qualita dell’oocita e dell’embrione nella specie ovina
impiegando metodologie di biologia molecolare. L’individuazione di nuovi e misurabili criteri di
qualitd rappresentano di fatto un requisito essenziale per assicurare un’applicazione efficace delle
pratiche di produzione embrionale in vivo ed in vitro. Le attuali metodologie di valutazione, infatti,
come ben documentato da numerose ricerche precedenti, considerano maggiormente indicatori
morfologici, mentre solo piu recentemente si stanno utilizzando specifici markers molecolari.
Nell’oocita, attualmente, i criteri maggiormente impiegati si basano sulla: valutazione della
morfologia del complesso cumulo-oocita, sulla presenza di un numero consistente di strati di
cellule del cumulo, sull’aspetto del citoplasma, sulla morfologia del fuso meiotico e sulle
caratteristiche del globulo polare. Anche per quanto riguarda I’embrione le valutazioni sono
principalmente di tipo morfologico e molto spesso si considerano come criterio di un buon
sviluppo le performance in vitro degli embrioni in coltura registrando le percentuali di divisione
embrionale e tempi di divisione; le percentuali e tempi di sviluppo allo stadio di blastocisti, la
formazione ed espansione della cavita blastocelica, il numero cellulare, il rapporto fra le cellule
I’Inner Cell Mass (ICM) e le cellule del trofoblasto. Con I’ausilio della biologia molecolare, ¢
possibile associare alle osservazione morfologiche, sempre valide in quanto non invasive, 1’analisi
semi-quantitativa e quantitative dei trascritti di mRNA stoccati all’interno del citoplasma degli
oociti e degli embrioni e utilizzare questi come indicatori delle attivita biochimico molecolari
prevalenti per esprimere la potenziale vitalita del germoplasma.

Sulla base di queste considerazioni, il nostro lavoro ha avuto come obiettivo principale quello di
analizzare i profili di espressione genica, in oociti ed embrioni di ovino e tentare di correlare questi

livelli di espressione con la capacita di sviluppo in vitro. Le prove sperimentali hanno previsto
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I’impiego di materiale germinale proveniente da animali adulti e prepuberi per verificare la piena
capacita di sviluppo in un modello caratterizzato da alto (high quality) e basso (low quality)
potenziale di sviluppo. Si ¢ valutato anche 1’effetto esercitato dalla presenza di  diverse condizioni
culturali e la capacita allo sviluppo in assenza di fertilizzazione mediante la genesi di embrioni
monoparentali (partenogenesi).

Le differenze di competenza allo sviluppo tra oociti provenienti da soggetti prepuberi ed adulti (
tabella 4), non sono riscontrabili nei primi eventi riproduttivi. Gli oociti di prepubere infatti, una
volta rimossi dal follicolo, sono in grado di riprendere e completare la meiosi in percentuali e
tempi sovrapponibili a quelli degli adulti (O’Brien et al. 1996, Ledda et al. 1997) mentre differenze
significative, verosimilmente dovute ad una parziale immaturita citoplasmatica e nucleare, si
evidenziano in fasi successive dello sviluppo preimpianto con un ritardo nella cinetica replicativa,
e soprattutto un minor numero totale di blastocisti.(Tab. 5).

I1 primo ciclo mitotico dell’oocita fecondato presenta nel prepubere un ritardo di circa 2 h rispetto
agli oociti di adulta, con un massimo di divisioni intorno alla 30 h post-fertilizzazione. Nell’adulto
la percentuale piu alta di prima segmentazione si ha, come mostrato in Tabella (n. 4), alla 22 h post-
fertilizzazione .

La ridotta velocita replicativa non ¢ stata evidenziata da alcuni autori (Kochhar el al. 2002) mentre
¢ stata confermata da altri (Ptak et al. 1999). Il tempo della prima divisione viene utilizzato in
umana come parametro non invasivo per valutare la qualita e lo sviluppo potenziale degli embrioni
(Lechniak D. et al. 2007) e gli zigoti che si dividono prima hanno maggiori chances di sviluppare a
blastocisti.

La minore competenza dell’oocita di prepubere ¢ verosimilmente dovuta a differenti limitazioni
morfo-funzionali come: diametro inferiore, disaccoppiamento fra le cellule del cumulo e I’oocita
stesso, minor presenza di fibre trans zonali, inferiore utilizzazione degli amino acidi, metabolismo
inferiore ed una ridotta sintesi proteica ( O’Brien et al. 1996; Ledda et al. 1996; 1997), ma potrebbe

anche essere ascrivibile a difetti trasduzionali e trascrizionali. Infatti il ritardo nello sviluppo
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rilevabile nelle prime fasi replicative permane anche nelle fasi di sviluppo successive (stadio di
morula/blastocisti). Si osserva infatti, nell’agnella (Tab. n. 5) un rallentamento nello sviluppo
embrionale di circa 24h, con una maggiore produzione di blastocisti fra il giorno 7 e 8 (53.4%;
38.6%) mentre per quanto riguarda I’adulto lo sviluppo a questo stadio si ha fra il 6 e 7 giorno
(33%, 51%). In accordo in parte con le nostre conclusioni, Majerus et al (2000) ha osservato, un
sostanziale ritardo nella formazione e compattazione della morula del prepubere, ritardo perd che
non si evidenzia allo stadio di blastocisti.

Le insufficienti e talvolta contraddittorie informazioni morfologiche ci hanno indotto a svolgere le
successive indagini di carattere molecolare. Lo scopo ¢ stato quella di verificare da una parte se la
minor efficienza del gamete prepubere fosse correlata ad un differente quadro di espressione genica
e dall’altra identificare un pannello di geni rappresentativo da utilizzare per valutazione della
qualita degli oociti e degli embrioni. Tali informazioni potranno essere utili per migliorare
I’efficienza delle biotecnologie riproduttive in vitro.

Per meglio comprendere i risultati che sono emersi dalla ricerca nel suo complesso e dare un senso

lineare alle indagini sperimentali la discussione verra affrontata per singolo esperimento.

Esperimento 1

Come dettagliatamente riportato nei paragrafi introduttivi ed in particolare in quello relativo alla
presenza di fattori trascrizionali accumulati durante 1’accrescimento della cellula uovo 1’intento del
primo esperimento ¢ stato quello di verificare comparativamente i livelli di 4 Maternal Effect
Genes(MEGs) , ZAR1, MATER, GDF9 e BMP15, in oociti di ovino prepubere ed adulto, prima e
dopo la maturazione meiotica (stadio GV ed M II). Il coinvolgimento dei MEGs durante la
maturazione meiotica ¢ stata ben documentata nel topo (Dean 2002; Rajkovic e Matzuk 2002;
Dade et al. 2004) e solo marginalmente in altre specie animali. I MEGs rivestono un importanza
particolare nelle prime divisioni embrionali (Dean 2002) e vengono differenzialmente espressi fino

all’attivazione del genoma embrionario.
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La partecipazione dei MEGs nella regolazione nella maturazione meiotica e nelle prime fasi
embriogenetiche ¢ chiaramente evidenziata dagli esprimenti di knock-out nel topo. Topi nei quali ¢
stata abolita la funzione genica dei MEGS presentano evidenti alterazioni della fertilizzazione e
blocco pitu 0 meno precoce della segmentazione dell’embrione. L’attivita regolatrice di questi fattori
di origine materna ¢ presente in momenti diversi dall’iniziale follicologensi allo sviluppo
preimpianto. Nel caso di MATER infatti, gene di origine materna caratterizzato per la prima volta
nel topo (Tong e Nelson 1999; Tong et al. 2000), si ¢ osservato come sia indispensabile nello
sviluppo embrionale ai primi stadi € non tanto nella regolazione della progressione meiotica. I topi
privati di MATER evidenziano un blocco delle segmentazioni dopo il primo ciclo mentre, gli
eventi precedenti le divisioni embrionali quali maturazione, ovulazione e fertilizzazione non
vengono compromessi. La presenza di MATER, con pattern espressivi abbastanza simili a quelli
evidenziati nel topo ¢ stata dimostrata anche nel bovino (Pennetier et al. 2006) e nell’'uomo ( Tong
et al. 2002).

ZAR-1 ¢ un altro maternal gene indispensabile nella regolazione del normale sviluppo embrionale.
Topi con una mutazione di questo gene sono infertili e gli embrioni che non esprimono ZAR-1
mostrano un blocco allo stadio di zigote con una inibizione marcata alla singamia (Wu et al. 2003a).
La presenza di questo gene ¢ stata riportata anche in oociti ed embrioni di maiale e bovino (Brevini
et al. 2004; Pennetier et al. 2004;Uzbekova et al. 2006).

GDF9 e BMP15 sono dei geni appartenenti alla super-famiglia del trasforming growth factor-.
Sono dimostrati essere dei regolatori essenziali della maturazione dell’oocita e della follicologenesi
nei roditori, nelle pecore, e nella specie umana (Elvin et al 2000; Chang et al. 2002; McNatty et al.
2003; Di Pasquale et al. 2004; Shimizu et al. 2004). Entrambe le proteine sono maggiormente
espresse negli oociti, secrete dalle cellule del cumulo ooforo (McNatty et al. 2005) e sono coinvolte
nella regolazione di molti dei principali eventi essenziali della follicologenesi (Galloway et al.

2000; Shimasaki et al. 2004). Mutazioni nell’espressione di entrambi i geni hanno portato ad un
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incremento del tasso di ovulazione negli individui eterozigoti mentre, in condizioni di omozigosi
inducono forme di sterilita (Hanrahan JP et al.2004 ).

Per quanto attiene la specie ovina, come gia riportato in precedenza, non sono presenti
informazioni in letteratura. I nostri risultati, comparando 1 livelli di espressione genica di questi
maternal genes, negli oociti in GV ed in MII di adulta e prepubere non ha messo in evidenza delle
differenze significative fra le due classi di oociti analizzate. Gli mRNA sono maggiormente espressi
negli oociti immaturi mentre tendono ad essere meno espressi in quelli maturi. L’assenza di
differenze significative, fra la classe di prepubere ed adulto, dimostra come i deficit dell’oocita
prepubere non siano ascrivibili alla funzione di questi geni, ma probabilmente, sono dovuti ad altri
fattori convolti nella regolazione della progressione meiotica. E inoltre probabile che lo stoccaggio
dei trascritti di questi Maternal Effect Genes avvengano gia nelle prime fasi della follicologenesi,
come dimostrato dalla presenza di ZAR1 (Wu et al. 2003a) e GDF9 ¢ BMP15 nell’oocita primario
(McNatty et al. 2006). Inoltre ¢ possibile che i deficit riscontrati nell’oocita prepubere coinvolgano,
non solo la trascrizione dei filamenti di DNA complementare, ma alterino gli eventi post-
trascrizionali delle stesse. L assenza di livelli di espressione nelle due classi di oociti ¢ confermata
da indagini svolte nella specie bovina dove non sono state rilevate differenze significative tra oociti
maturati in vivo ed in vitro.

Va inoltre considerato che la presenza di livelli simili di mRNA fra prepubere ed adulto, non sia
sufficiente per indicare la piena competenza dell’oocita. Non sempre vi ¢ infatti corrispondenza tra
i livelli di mRNA e quantitativi proteici. Studi di genomica funzionale che analizzino la reale
presenza delle proteine omologhe fornirebbe un informazione piu precise capacita reali di sviluppo
dell’oocita prepubere.

Nonostante le funzioni esatte di questi MEGs non siano completamente chiarite, 1’indagine condotta
nelle due classi di oociti ci ha permesso di caratterizzare, per la prima volta, ZAR1 ¢ MATER
come Maternal Effect Genes presenti anche nell’ovino. Il loro coinvolgimento nella progressione

meiotica in vitro risulta simile a quello osservato nelle altre specie di interesse veterinario
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.Esperimento 2

Mentre non sono rilevabili differenze significative nelle fasi di maturazione dell’oocita da adulto e
prepubere relativamente agli maternal effect genes il quadro di espressione genica risulta essere
abbastanza differente per altri geni coinvolti nelle prime regolazioni funzionali.

Gli esperimenti di confronto tra le due classi di oociti immaturi e sono stati effettuati in due fasi
consequenziali. Nella prima prova abbiamo selezionato un pannello di 7 geni legati alle prima fasi
di sviluppo, ed abbiamo eseguito la quantificazione degli RNAm presenti. I geni che abbiamo
analizzato sono tra i trascritti gia impiegati da altri autori come indicatori della qualita degli oociti e
degli embrioni poiché coinvolti in vari meccanismi di sviluppo dell’oocita e dell’embrione pre-
impianto (Wrenzycky et al. 1999, 2001, Knijn et al,. 2002; Rizos et al. 2002; 2004; Morton et al.
2007). In dettaglio, sono stati analizzati: E-Caderina, importante nella compattazione e cavitazione,
H2A.Z, funzioni costitutive delle cellule, GAPDH, gene legato al metabolismo del gamete, Ciclina
bl e P34, sub-unita catalitiche dell’MPF, complesso kinasico che regola il ciclo cellulare delle
cellule, NakATPase, proteina di membrana indispensabile per regolare i flussi di ioni e controllare il
volume cellulare.

L’analisi dell’espressione genica ha messo in evidenza una maggiore abbondanza di PAP, E-
Caderina, NaKATPase e P34 in oociti di pecora adulta rispetto al prepubere mentre nessuna
differenza statisticamente significativa ¢ stata notata per i geni Ciclina bl, GAPDH e H2A.Z.

Il gene P34, sintetizza una proteina costituente una sub-unita del Maturation Promiting Factor
(MPF; Gautier et al. 1990), complesso proteico ad attivita chinasica regolatore universale del ciclo
cellulare. 11 P34 rappresenta la subunita catalitica del complesso, mentre la ciclina-bl, rappresenta
la sub-unita regolatrice. La loro azione si esplica nella regolazione sia delle varie fasi del ciclo
mitotico che di quelle meiotiche.

L’attivita del’MPF negli oociti di mammifero ¢ stata ben caratterizzata in diverse specie. L’azione
piu evidente nella sua forma attiva ¢ la capacita di indurre rapidamente la condensazione della

cromatina. Tale capacita viene raggiunta nelle fasi finali dell’accrescimento per cui I’abilita
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dell’oocita di riprendere la meiosi € associata all’attivita del complesso dell’MPF, la cui attivazione
¢ sottoposta a controlli specie-specifici (Yamashita et al, 2000). Nel topo, perché si raggiungano
sufficienti livelli di MPF tali da indurre la ripresa e progressione della meiosi € necessaria la sintesi
di p34Cdcz (Chesnel and Eppig, 1995; de Vantéry et al, 1996; de Vantéry et al, 1997; Kanatsu-
Shinohara et al, 2000). Quindi ¢ I’assenza di uno dei due componenti del complesso proteico che
mantiene 1’oocita in arresto meiotico. Nella capra (Dedieu et al, 1998; Christmann et al, 1994) e nel
suino (Kanatsu-Shinohara et al, 2000; Naito et al, 1995) tale sintesi non sembra essenziale e
entrambe le sub-unitd sono presenti in oociti competenti. E’verosimile che 1’azione di ulteriori
proteine ad attivita chinasica o modificazioni delle stesse siano necessarie per regolare 1’attivazione
dell’MPF. Nel caso del bovino pare ci sia una regolazione unica rispetto agli altri mammiferi, in
quanto la ripresa della meiosi ¢ regolata dalla traduzione dell’mRNA della ciclina-b (Robert et al,
2002). Tali autori hanno infatti osservato negli oociti in GV la costante presenza della proteina
p34°%? ma non della ciclina-b, presente solo come mRNA, la cui traduzione provoca 1’attivazione
dell’MPF. Tali osservazioni sono in accordo con i precedenti risultati di Lévesque e Sirard (1996),
che mostrano come gli oociti di bovino non siano in grado di riprendere la meiosi in presenza di
cicloesimmide, un inibitore della sintesi proteica (traduzione), ma che tale inibizione puod essere
superata con la microiniezione di ciclina-b esogena.

Analizzando i livelli di espressione delle due subunita costitutive il complesso MPF la p34°*? ¢ la
ciclina-b, abbiamo riscontrato nelle due classi di oociti la presenza di entrambi gli mRNA, ma con

una differenza significativa nella quantita di p34°*

, che risulta minore negli oociti di prepubere.
Viceversa i livelli di ciclica B non risultano differenti.

Nostri studi precedenti hanno messo in evidenza (Ledda et al, 2001) come, durante i vari stadi della
meiosi, I’attivita dell’MPF in oociti di pecora adulta e di prepubere, ¢ paragonabile fino alla MI. A
questo stadio il complesso proteico viene degradato, per proteolisi ubiquitina-dipendente di uno dei

suoi componenti, ¢ la conseguente diminuzione dell’attivita chinasica del complesso favorisce la

pregressione allo stadio successivo di anafase. La successiva sintesi proteica ne ricompone le
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riserve € dopo attivazione del complesso permette la condensazione cromatinica e la progressione
allo stadio di MII. Le nostre indagini hanno mostrato come proprio in questo stadio si registra
un’attivita ¢ minore negli oociti di prepubere rispetto alla controparte adulta. Tali avvenimenti, alla
luce dei risultati da noi ottenuti, potrebbero essere spiegati dalla presenza di una quantita sufficiente
di enzima nelle due classi di oociti in GV, che viene utilizzato sino allo stadio di MI. Dopo la
degradazione proteolitica e la successiva ricostituzione a partire da mRNA stoccati, ¢ possibile che

4°%? che limita

negli oociti di prepubere ci sia una quantita insufficiente di trascritti di p3
quantitativamente la sintesi dell’enzima causando 1’osservata inferiore attivita negli oociti di
prepubere.

La sintesi delle due sub-unita in tempi diversi della maturazione dell’oocita suggerisce che, nella
specie ovina, la regolazione dell’enzima pud dipendere dalla traduzione del p34°*“?, in maniera
simile a come avviene nel topo.

In accordo con I’ipotesi di una minore competenza meiotica degli oociti di prepubere causata da un
generale insufficiente accumulo di trascritti, abbiamo rilevato carenza di mRNA di proteine la cui
funzione ¢ coinvolta in molteplici meccanismi, importanti per tutte le fasi supportate dagli mRNA
di origine materna.

Le variazioni di questi pattern potrebbero rappresentare un’utile chiave di lettura per giustificare la
qualita inferiore del prepubere rispetto all’adulto. Una migliore conoscenza del modello di
espressione genica, durante la fase di sviluppo pre-impianto, sarebbe auspicabile e potrebbe
apportare nuove conoscenze che permettano di ottimizzare i sistemi di cultura e produzione in vitro

di embrioni.

Esperimento 3

Come gia evidenziato in altri paragrafi i MEGs sono coinvolti nelle fasi che precedono 1’attivita
neotrascrizionale dell’embrione, cio¢ prima dell’attivazione del genoma embrionale. Tale
attivazione nella specie ovina avviene allo stadio embrionale di 8-16 cellule. Per questa ragione

abbiamo inteso valutare la presenza e I’andamento dinamico dell” espressione di MATER, ZAR 1,
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GDF 9 e BMP15 in tutte le fasi dello sviluppo preimpianto. Poiché nell’esperimento precedente non
sono state osservate differenze significative tra gli oociti provenienti da animali prepuberi e da
adulti in questa prova non sono stati considerati gli embrioni di prepubere e I’andamento ¢ stato
valutato solo negli embrioni di adulto. Abbiamo considerato gli stadi di oocita immaturo (GV),
maturo (MII), a 2 cellule (2C), 4 cellule (4C), 8 cellule (8C), 16 cellule (16C), Morula e Blastocisti.
I risultati hanno mostrato un pattern espressivo abbastanza simile nei MEGs. Tutti i trascritti
risultano piu abbondanti negli oociti immaturi rispetto a quelli allo stadio di MII degradando
progressivamente nelle fasi successive alla fertilizzazione. Anche nell’embrione della specie ovina,
similmente a quanto evidenziato nel topo, nel bovino e nel maiale, MATER, ZAR1, BMPI15 ¢
GDF9 non si osserva nessuna trascrizionale dopo I’attivazione del genoma embrionale. Per questa
ragione riteniamo possano essere classificati come geni di sola origine materna.

Una piu attenta valutazione dell’andamento dei singoli MEGs evidenzia come ZAR1 possa essere
uno dei geni di origine materna (maternal effect gene) maggiormente coinvolto nella fase di
transizione dal controllo materno a quello fetale. Nelle nostre prove abbiamo osservato tre fasi
significative di riduzione dell’espressione durante lo sviluppo in vitro, e livelli appena rilevabili
dopo I’attivazione del genoma. Due dei tre decrementi significativi nell’espressione di ZARI1
coincidono esattamente con due importanti eventi dello sviluppo pre-impianto, ovvero la
maturazione dell’oocita e la transazione dal controllo materno a quello embrionale (fase tra 8-16).
E’ verosimile che il decremento dei trascritti di mRNA di ZAR1 siano da collegare ad una loro
traduzione nelle proteine codificanti e, il fatto che cid coincida con queste due importanti fasi,
evidenzia I’importanza funzionale di questo gene durante la maturazione meiotica e 1’attivazione
del genoma embrionale. Il profilo temporale di espressione del gene ZARI1 nella specie ovina e del
tutto similare a quella descritta in altre specie: decremento della quantita dei trascritti durante le
prime fasi di sviluppo embrionale, con un calo repentino in concomitanza con la transazione
materno-fetale. Tale profilo ¢ stato gia registrato nel topo (Wu et al. 2003a) e maiale (Uzbecova et

al. 2006), ma risulta differente rispetto a quello che ¢ stato riscontrato nel bovino. Pennetier et al.
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(2004) hanno confermato nei loro lavori una riduzione nell’espressione di ZAR1 durante la prime
fasi di sviluppo dell’embrione, con una mancanza di eventi trascrizionali dopo I’attivazione del
genoma. Tuttavia, Brevini et al.(2004) hanno osservato invece la presenza di frammenti di mRNA
relativi a ZAR1 della grandezza di 126bp fino allo stadio di blastocisti. Non ¢ da escludere come
recentemente pubblicato sempre da Brevini e coll. che ZAR 1 sia presente in diverse isoforme di cui
una , sotto I’aspetto funzionale, appartenente ai MEGs ed altre coinvolte in regolazioni differenti.
La distribuzione tissutale di ZAR 1 non sembra infatti relegate al solo ovaio ma il gene ¢ stato
identificato anche in altri distretti tissutali.

Anche per MATER come ZAR 1 abbiamo descritto per la prima volta la presenza del gene nella
pecora con una percentuale di omologia del 93% con il bovino, del 65% con I'uomo e del 12% nel
topo. Il profilo di espressione genica ¢ simile a quella che abbiamo osservato per ZAR1, con una
significativa riduzione dei trascritti durante la maturazione degli oociti e nelle fase compresa fra 8 e
16 cellule. Questo gene appare pertanto coinvolto anche nell’ovino nelle prime fasi embrionali e
nella transizione materno embrionale. In realta, la precisa funzione di MATER deve essere ancora
chiarita, ma il suo ruolo nell’attivazione del genoma appare chiaro in considerazione del fatto che,
gli embrioni di topo non sono capaci di progredire oltre lo stadio di 2-4 cellule se privati di questo
specifico gene (Tong et al. 2000). Nel topo la quantita dei trascritti di mRNA decresce durante la
maturazione degli oociti e, MATER risulta non presente nella fase di sviluppo pre-impianto (Tong
et al. 2004). Nel bovino la presenza dei trascritti di tale gene sono rilevabili dallo stadio di GV fino
allo stadio di 5-8 cellule (Pennetier et al. 2004). Un significativo decremento degli mNRA ¢ stato
osservato durante le prime fasi di sviluppo embrionale fino alla fase di morula. Da questo stadio i
trascritti di MATER non sono piu evidenziabili (Pennetier et al. 2006). Questo pattern di
espressione ¢ in accordo con quello che noi abbiamo riscontrato nell’ovino, ad eccezione del calo
significativo registrato allo stadio di 2-4 cellule. Questa discrepanza pud essere dovuta a delle
differenze specie-specifiche fra le due specie, ad un differente metodo di rilevamento utilizzato nei

due studi. Tuttavia, il decremento di MATER durante la maturazione ed al momento
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dell’attivazione del genoma embrionario osservato, conferma 1’ipotesi che esso rivesta un ruolo
primario nel regolare questi due eventi cruciali per lo sviluppo dell’embrione.

GDF9 e BMP15 sono dei geni che fanno parte della super-famiglia del trasforming growth factor-3
. Sono dimostrati essere dei regolatori essenziali della maturazione dell’oocita nei roditori, pecore, e
nell” uomo (Elvin et al 2000; Chang et al. 2002; McNatty et al. 2003; Di Pasquale et al. 2004;
Shimizu et al. 2004). Entrambe le proteine sono maggiormente espresse negli oociti e secrete dalle
cellule del cumulo ooforo (McNatty et al. 2005), sono coinvolte nella regolazione di molti dei
principali eventi essenziali per la follicologenesi (Galloway et al. 2000; Shimasaki et al. 2004). La
loro funzione nella regolazione della follicologenesi ¢ ulteriormente dimostrata dalle conseguenze
che alcune mutazioni naturali in questi due geni causano negli ovini. Infatti quando presenti in
eterozigoti, incrementano il tasso di ovulazione mentre determinano sterilita negli individui
omozigoti (Hanrahan , 2004 ).

Numerose sono le informazioni di cui si dispone relativamente al coinvolgimento di GDF9 e
BMP15 nell’ovino, mentre sono totalmente assenti le informazioni durante le fasi pre-impianto.
Nel nostro studio abbiamo osservato un significativo decremento dei livelli di trascrizione del
GDF9 durante la maturazione degli oociti, in accordo con le osservazioni effettuate sul bovino
(Donnison e Pfeffer 2004) suino (Lee et al. 2008). Le due maggiori riduzioni, dei livelli di
trascrizione del GDF9, sono evidenti tra 4 ¢ 8 cellule e durante la transizione fra lo stadio di 16
cellule e blastocisti. Nelle fasi embriogenetiche successive, pur evidenziando una riduzione, i livelli
di espressione permangono apprezzabili sino allo stadio di morula. La presenza di mRNA di GDF 9
tuttavia non ¢ associata ad una attivita di trascrizione dopo I’attivazione del genoma embrionario
ma sembra il risultato di una piu lenta degradazione dell’RNAm rispetto a quanto osservato per gli
altri MEGs.. Probabilmente gli RNAm vengono impiegati in queste fasi per assicurare una continua
sintesi di proteine con un’emivita ridotta, indispensabili per lo sviluppo successivo. Le indagini in
altre specie evidenziano risultati alquanto differenti. Nel bovino GDF9 ¢ ben presente in oociti

immaturi, prelevati dai follicoli pre-antrali e in embrioni prodotti in vitro, fino alla fase di 5/8
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cellule, mentre non si rileva la presenza del gene in stadi successivi (Sendai et al. 2001; Donnison e
Pfeffee 2004; Pennetier et al. 2004). Nel maiale il gene GDF9 ¢ presente in tutte le fasi di sviluppo
embrionale fino al feto (Lee et al. 2008). La specie-specificita di GDF9 risulta maggiormente
marcata rispetto a quanto osservato per ZAR 1 ¢ MATER 1 cui modelli di espressione risultano
similari in tutte le fasi pre-impianto nelle diverse specie. Poiché funzionalmente GDF 9 sembra
maggiormente coinvolto nella follicologenesi ed in particolare nell’accoppiamento funzionale tra
oocita e cellule del cumulo il significato funzionale della sua presenza in quasi tutte le fasi di
sviluppo embrionale pre-impianto non ¢ chiara e rimane da definire. L’allestimento di esperimenti
di abolizione della funzione mediante introduzione di sequenze interferenti (siRNA) potrebbe
indicare piu precisamente 1’azione della proteina

Non esistono tutt’ora molte informazioni relative all’espressione di BMP15 durante le fasi pre-
impianto dell’embrione. Sembra comunque che i livelli di espressione siano presenti per un numero
maggiore di cicli rispetto agli altri MEGS analizzati. Nel bovino, BMP 15 ¢ presente in oociti in
GV e in quelli in MII maturati in vitro, nell’embrione fino allo stadio di 2/5 cellule ed in tracce allo
stadio di morula (Pennetier et al. 2004). Nel topo la sua presenza ¢ stata confermata a partire dallo
stadio di GV, con una progressiva diminuzione della quantita dei trascritti fino allo stadio di 8
cellule, oltre il quale non ¢ piu riscontrabile (Zeng e Schultz 2003). I nostri dati nella pecora,
mostrano una presenza pressoché stabile del gene fino allo stadio di 8 cellule ed una diminuzione
rapida che porta ad non essere rilevabile nelle successive fasi di sviluppo. Contrariamente a quanto
rilevato per gli altri MEGs, nell’ovino il BMP15 ¢ il solo gene analizzato che non subisce una
significativa riduzione durante il processo maturativo dell’oocita. Simili osservazioni sono state
fatte nel bovino in precedenti osservazioni (Donnison e Pfeffer 2004).

Questo differente comportamento suggerisce una maggiore partecipazione del gene BMP15 nella
transazione materno-fetale piuttosto che nella regolazione del processo di maturazione degli oociti.

Esperimento 4

XXl ciclo 2008, Dottorato in Riproduzione, produzione e Benessere Animale, Analisi dell’espressione genica: valutazione della 78
qualita dell’'oocita e del’embrione pre- impianto di ovino sviluppato in vitro. Fois Stefano



In questa prova sperimentale si ¢ voluto ampliare il numero di geni da analizzare allo stadio di
blastocisti comparando 1 livelli di espressione nell’adulto e nel prepubere. Cio ¢ stato possibile
grazie al miglioramento delle tecniche di estrazione e amplificazione del DNA L’intenzione anche
in questo caso ¢ stata quella di valutare 1 livelli di espressione durante la fase di sviluppo pre-
impianto. I 15 geni comprendevano 1 sette analizzati in precedenza, piu AQP3, BAX, OCT4, IFN
tau, HSP90b, IGF2, IGFR2 e Nanog. L’analisi di questi nuovi geni pud permettere di meglio capire
le differenze di competenza allo sviluppo evidenziate nelle prove di coltura in vitro. Le prove
comparative hanno evidenziato una maggiore abbondanza di Aquaporina 3, Ciclina b, Istone
H2A.Z, Oct-4, P34 e Nanog negli embrioni di pecora adulta rispetto a quelli derivati da oociti di
prepubere. Al contrario, i trascritti per i geni IFN tau, IGF2 e IGF2R si sono rivelati maggiormente
espressi nell’agnella rispetto all’adulto. Infine nessuna differenza ¢ stata osservata per i rimanenti
RNAm analizzati.

L’aquaporina-3 (AQP-3) ¢ una proteina canale per il passaggio dell’acqua, ed in misura minore, di
piccoli soluti neutri, quali il glicerolo e 1’urea. E parte di una famiglia costituita da una decina di
piccole proteine transmembrana. I livelli di espressione sono particolarmente elevati allo stadio di
blastocisti e nel topo che nel bovino ¢ stato descritto che intervenga nel regolare la permeabilita di
membrana. Queste evidenze lasciano supporre la medesima azione anche negli embrioni di ovino. I
maggiori o minori livelli di espressione possono determinare un’alterata formazione della cavita
blastocelica e riflettersi negativamente sulla qualita della blastocisti. Verosimilmente 1’inferiore
espressione dei trascritti di RNAm riscontrati nelle blastocisti di prepubere rispetto all’adulto
potrebbe spiegare le differenze in termini di velocita di formazione della cavita blastocelica e nella
grandezza stessa evidenziate nelle colture in vitro di blastocisti di prepuberi.

Una variazione significativa nei livelli di espressione ¢ stata evidenziata anche per il gene H2A.Z,
che risulta meno espresso negli embrioni di prepubere.

Gli istoni sono proteine nucleari responsabili della formazione del nucleosoma delle fibre

cromosomali delle cellule eucariote. I nucleosomi consistono in 146 bps di DNA avvolti intorno ad
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un ottamero istonico composto da 4 paia di istoni, uno per ogni tipo (H2a, H2B, H3 ed H4). Le fibre
cromatiniche sono ulteriormente compattate tramite 1’interazione dell’istone H1 con il DNA tra i
nucleosomi, per formare strutture cromatiniche di ordine superiore. Il gene H2A.Z codifica per un
membro della super famiglia H2A che ¢ replicazione-dipendente ed ¢ distinto dagli altri membri
della famiglia. Essendo stato dimostrato che questo particolare istone € necessario per lo sviluppo
embrionario e che il suo mancato funzionamento ¢ letale per I’embrione, la minor espressione da
noi riportata nel prepubere potrebbe essere correlata alla sua minor competenza.

Nanog ¢ un gene che codifica per un fattore di trascrizione presente nelle cellule staminali
pluripotenti cosi come Oct 4 e Sox. La presenza di attivita di questi fattori di trascrizione ¢
impiegata come marker per valutare il grado di pluripotenza cellulare. Gli stessi fattori sono anche
presenti in diversi tumori maligni.

Oct-4 ¢ un fattore di trascrizione nucleare appartenente alla famiglia del POU, ed ¢ implicato nella
regolazione ed espressione di un gran numero di geni legati allo sviluppo. La sua presenza ¢
indispensabile per il mantenimento della pluripotenza. cellulare. Otc-4 viene espresso durante la
follicologenesi, ¢ presente durante la fertilizzazione, nell’embrione a 2-4 cellule e, la sua
trascrizione da parte dell’embrione si ha dopo la transizione dal controllo materno a quello
embrionale.

E stato dimostrato come la mancanza del gene Oct-4 alteri lo sviluppo embrionale a causa della
precoce differenziazione delle cellule che dovrebbero generare I’Inner Cell Mass dell’embrione.

I1 mantenimento della pluripotenza ¢ orchestrato dall’azione di un folto gruppo di trascritti, fra i
quali i piu importanti regolatori sono proprio Nanog, Oct-4 e Sox. Bassi o alti livelli di espressione
e il loro grado di correlazione possono incidere significativamente sul grado di differenziazione
cellulare degli embrioni. Un basso livello di questi mNRA potrebbe riflettere un basso potenziale di
sviluppo. L’analisi dei nostri dati mostra una significativa differenza quantitativa per i geni Nanog e
Oct-4 fra gli embrioni adulti e quelli prepuberi che, in parte potrebbe giustificare 1’inferiore qualita

dell’embrione di ovino prepubere.
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IFN-1: La comparazione della quantita di trascritti per questo gene mostra una differenza
significativa fra gli embrioni di adulto e prepubere.

La regolazione della secrezione dell’lFN-t ¢ complessa ¢ non ancora completamente chiara
(Spencer and Bazer 2002). La produzione da parte degli embrioni inizia, a livelli molto bassi, allo
stadio di blastocisti, e aumenta drammaticamente quando inizia la fase di allungamento
dell’embrione Il momento in cui inizia I’allungamento dell’embrione, che corrisponde al picco di
produzione dell’interferone, ¢ variabile tra individui, ma ¢ correlato alla concentrazione di
progesterone nella madre. Il picco di produzione dell’interferone-t avviene prima che s’inneschino i
meccanismi per la luteolisi che deve essere bloccata per poter mantenere la gravidanza.

Alcuni fattori di crescita e citochine sono coinvolte nel controllo della secrezione dell’TFN-t. E’
stato infatti osservato, ad esempio, che le concentrazioni di IGFI, IGF2 Interleuchina-3 sono
positivamente correlati alla secrezione dell’IFN-t. Queste osservazioni sono in accordo con i
risultati della presente tesi che evidenziano nelle blastocisti di prepubere livelli significativamente
piu elevanti sia di IFN-t che di IGF2.

E’ stato dimostrato che la trascrizione dell’IFN-t ¢ repressa dalla presenza di Oct-4, un fattore di
trascrizione caratteristico delle cellule pluripotenti. Altri Autori hanno suggerito un modello in cui
la diminuzione di Oct-4, che accompagna la costituzione del trofoectoderma, promuove
I’espressione di IFN-t. Sulle basi di tale teoria, la quantita significativamente minore di Oct-4

osservata nelle blastocisti di prepubere potrebbe indirettamente causare la maggiore sintesi di IFN-

Alcuni autori hanno proposto di utilizzare la quantita di IFN-t come indicatore della qualita
embrionale. Al contrario, mettendo in correlazione la cinetica di formazione delle blastocisti in vitro
e la produzione dell’interferone, altri autori hanno suggerito una relazione negativa tra una precoce
produzione di IFN-t e la qualita della blastocisti. I nostri risultati sono in accordo con I’ipotesi di
Kubish e collaboratori, in quanto evidenziano una sintesi di IFN-t significativamente maggiore in

embrioni di qualita inferiore.
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Esperimento 5

La qualita dell’embrione prodotto in vitro, come gia ampiamente riportato, € come dimostrato dai
risultati di questo lavoro, e condizionato da diversi fattori. Il grado di competenza della cellula uovo
e la capacita di progressione meiotica sono senza dubbio momenti che condizionano profondamente
le tappe di sviluppo successive.

Di non meno importanza sono le condizioni colturali che subito dopo la fertilizzazione vengono
imposte alle embrione e che senza dubbio richiedono un adattamento a situazioni sub fisiologiche.
L’allestimento di condizioni colturali diverse sembra avere un impatto significativo sulla capacita
replicativi dell’embrione e conseguentemente condizionare le percentuale di sviluppo embrionale in
vitro e la vitalita dopo trasferimento in animali riceventi. Studi di biologia molecolare hanno anche
mostrato come la formulazione di sistemi di sviluppo in vitro differenti si rifletta positivamente o
negativamente sui livelli di espressione genica. Per quanto ci si sforzi di simulare quanto avviene
nell’ambiente oviduttale e uterino si ¢ ancora piuttosto lontani dalle condizioni ottimali allo
sviluppo presenti nell’apparato riproduttore.

In questa nostra prova abbiamo preliminarmente iniziato a valutare le eventuali differenze dovute
all’allestimento di sistemi colturali differenti su geni coinvolti nella competenza allo sviluppo. La
prova ¢ stata effettuata con embrioni derivanti da animali prepuberi poiché in questi sono piu
evidenti le condizioni colturali subottimali che portano ad un inferiore sviluppo da parte dei sistemi
in vitro e maggiori percentuali di mortalita embrionale e aborti.

I risultati della comparazione evidenziano una maggiore espressione dei geni Nanog, Pompa Sodio
Potassio Atipiasica e IGFr negli embrioni coltivati in vitro rispetto a quelli coltivati in vivo, mentre
per gli altri geni non sono rilevabili differenze statisticamente significativa. Il significato funzionale
di queste variazioni deve essere chiarito ampliando maggiormente il gruppo sperimentale e
aumentando il numero di geni da analizzare. In alcuni casi infatti abbiamo gia riscontrato come il

livello delle espressione di alcuni geni sia legato alla maggiore e minore espressivita di altri. Per
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cui la perturbazione di un panel specifico potrebbe provocare di riflesso la sovra o ridotta
regolazione neotrascrizionale di altri.

Appare comunque interessante nella nostra prova aver riscontrato la presenza di livelli superiori di
espressione genica di IGFr negli embrioni di prepubere, che ricordiamo essere un gene imprintato,
in quanto potrebbe indicare un assetto non regolare dell’imprinting gnomico e determinare la
minore capacita di progressione allo sviluppo di embrioni di prepuberi dopo trasferimento in
riceventi (Ptak et al. 2007).

Esperimento 6

Questa prova sperimentale ¢ stata effettuata per valutare I’andamento espressivo di geni importanti
per lo sviluppo in situazioni di normale fertilizzazione in vitro e a seguito di attivazione
citoplasmatica.

La creazione di embrioni monoparentali, in questo caso partenogenetici, puo fornire indicazioni
particolarmente interessanti. In primo luogo puo indicare il grado di partecipazione maschile
nell’attivazione ed espressione genica nelle fasi preimpianto: essere modello utile per la valutazione
delle relazioni geniche tra i geni di origine paterna e materna (imprintig gnomico); verificare
I’effettiva competenza allo sviluppo della cellula uovo; evidenziare ancor meglio la funzione dei
geni di origine materna che risultano espressi in forma biallelica.

Non bisogna inoltre trascurare 1’importanza che va assumendo la derivazione di cellule staminali
da embrioni partenogenetici. Queste infatti, mancando la fecondazione, permettono di superare i
problemi etici imposti dall’'uso di cellule embrionali derivanti da evento fecondativo. Diversi studi
mostrano come le cellule staminali derivanti da blastocisti partenogenetiche possano essere
impiegate con successo in terapie rigenerative tissutali. Altri studi evidenziano invece come non
siano equivalenti alle cellule embrionali derivanti da embrioni biparentali, evidenziando in
particolare difetti nell’imprinting gnomico e problemi di ploidia.

I dati della nostra ricerca evidenziano come i livelli di espressione genica tra le blastocisti IVF e

Partenogenetiche differiscano per diversi geni. Abbiamo infatti riscontrato livelli piu alti negli
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embrioni IVF per i geni acquaporina, heat shock protein e oct 4 mentre risultano statisticamente
inferiori 1 geni H2 interferono tau, IGF2 e p34. Anche in questo caso 1’analisi di un panel piu
ampio di geni potra meglio far comprendere il significato funzionale della differente espressione
genica.

Appaiono tuttavia interessanti i risultati di alcuni geni che confermano quanto osservato in altre
specie. Interferone tau ad esempio ¢ stato riscontrato come maggiormente espresso anche in
embrioni partenogenetici di suino dove pare risponda ad una attivita trascrizionale biallelica.
L’espressivita elevata di inteferone tau, che ricordiamo sintetizza proteine per il riconoscimento
della gravidanza, e confermata anche dai buoni risultati di gravidanza(75% circa) ottenuti dopo
trasferimento i blastocisti partenogenetiche di ovino in animali riceventi (Fois osservazioni
personali). I maggiori livelli di espressione di acquaporina negli embrioni biparentali potrebbero
spiegare la maggiore e piu rapida espansione blastocelica osservabile tra embrioni e partenogenetici
mentre 1’espressione maggiore di heat shock protein indicherebbe la maggiore capacita degli
embrioni [VF di rispondere agli stress colturali.

Il riscontro di piu elevati livelli di IGF2 negli embrioni partenogenetici, gene improntato di origine

materna, sono facilmente spiegabili in quanto abbiamo creato blastocisti partenogenetiche diploidi

contenenti biallelicamente il gene IGF2.
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CONCLUSIONI

Lo sviluppo embrionale preimpianto, pur essendo un fenomeno fortemente dinamico, e pertanto

soggetto a evidenti modificazioni, puo essere diviso in tre fasi critiche (check points).

La prima di queste fasi comprende il raggiungimento della piena competenza dell’oocita e si
manifesta nella capacita di riprendere e completare la meiosi (qualita dell’oocita).

La seconda fase critica corrisponde alla attivita replicativi nelle prime fasi dopo la fertilizzazione
sino al momento dell’attivazione del genoma embrionale (fase di transizione materno-embrionale).
La terza fase corrisponde al raggiungimento dello stadio di blastocisti dove iniziano in primi eventi
differenziativi con la costituzione dei precursori per gli annessi placentari (trofoblasto) e del soma
(nodo embrionario).

Appare evidente che un percorso ottimale dello sviluppo in vitro non potra prescindere dalla
ottimizzazione di tutte le tre fasi e lo sforzo che numerosi ricercatori stanno compiendo ¢ quello di
capire, valutare e simulare in vitro nel modo maggiormente fisiologico questi eventi riproduttivi.
La nostra indagine, che ha impiegato come modello di studio la specie ovina, si ¢ indirizzata in tutte
le tra fasi sopraccitate.

Ovviamente il lavoro svolto non ha la pretesa di essere esaustivo, vista la complessita dei fenomeni,
ma vuole contribuire parzialmente ad incrementare la conoscenza degli attori di questi eventi
riproduttivi.

Le indagini sugli oociti e sulla capacita di maturazione meiotica, mediante lo studio di un pannello
di geni, hanno mostrato come tendenzialmente la preparazione della cellula uovo ad affrontare le
prime tappe della meiosi sembra avvenire nella specie ovina nelle prime fasi della follicologenesi e
verosimilmente questo si verifica prima del finale accrescimento della cellula uovo. Gli esperimenti
di comparazione tra gli oociti di animali prepuberi e quelli di adulto non hanno infatti evidenziato

quelle marcate differenze che ipoteticamente ci si aspettava. Ricordiamo che gli oociti di prepubere
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presentano un volume inferiore (segno di un non completo accrescimento), provengono da follicoli
di piccole dimensioni (1-2 mm), evidenziano un attivitd di sintesi minore. Questi parametri
sembrano condizionare profondamente la competenza meiotica in altre specie mentre non appaiono
inficiare significativamente questo fenomeno nella specie ovina.

Fanno eccezione alcuni geni e di questi indichiamo in particolare la p34 codificante per una sub
unita proteica del complesso MPF. I livelli del complesso MPF potrebbero essere raggiunti nelle
fasi finali dell’accrescimento dell’oocita nell’ovino ed essere un vero fattore discriminante la
competenza allo sviluppo. I dati della velocita replicativa sembrano confermare questa
osservazione. Gli embrioni di prepubere mostrano infatti una velocita replicativa inferiore a quella
dei soggetti adulti. Poiché gli effetti dovuti alla presenza di minore p34 risultano evidenti solo dopo
fertilizzazione non si puo escludere che minore quantita di mRNA nell’oocita immaturo porti ad
una utilizzazione maggiore per la ripresa e pregressione della meiosi ed una minore disponibilita per
la regolazione delle prime replicazioni embrionali.

La seconda fase ¢ ugualmente importante per lo sviluppo embrionale. L’attivazione del genoma
embrionale o meglio ancora la transizione dal controllo embrionale materno a quello embrionale
(attivazione del genoma embrionale) ha rappresentato e rappresenta tutt’oggi oggetto di studio da
parte di numerosi gruppi di ricerca. E’ in questa fase infatti che molto spesso 1’embrione arresta il
proprio sviluppo in vitro.

Le nostre indagini hanno voluto monitorare questo passaggio attraverso la quantificazioni di geni, i
“maternal effect genes” coinvolti nel guidare queste prima fasi dell’embriogenesi. La presenza ¢
I’andamento di questi geni nella specie ovina risultava sconosciuto e in nostri esperimenti per la
prima volta ne hanno riportato la presenza durante lo sviluppo preimpianto. I pattern espressivi sono
in parte sovrapponibili a quanto osservato in specie di laboratorio ed in animali di interesse
zootecnico pur evidenziando differenze specie specifiche. Accanto a queste prime descrizioni sara
fondamentale accompagnare dettagli funzionali che potranno eseguirsi con indagini sull’andamento

e localizzazione delle rispettive proteine o sull’abolizione funzionale mediante iniezione di
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sequenze di interferenza. Evidenziamo inoltre che i MEGs sono stati utili per indicare e in parte
confermare con precisione la fine del controllo materno e 1’inizio dell’attivita trascrizionale
embrionale che in questa specie avviene allo stadio di 8-16 cellule.

Questo passaggio non sembra essere particolarmente critico nella specie ovina come indicato dai
risultati dello sviluppo embrionale a questo stadio tra prepuberi e adulti che appaiono non
staticamente differenti.

Viceversa le maggiori differenze tra le due classi si riscontrano nella terza fase “lo stadio di
blastocisti. I dati di sviluppo, sensibilmente inferiori nei prepuberi, si accompagnano a differenze
significative nei livelli di espressione di vari geni analizzati. Analisi di singoli andamenti evidenzia
in alcuni casi una minore espressione come per geni legati alla pluripotenza, alla formazione della
cavita blastocelica e alla regolazione di altri aspetti funzionali ed in altri ad sovraespressione. In
alcuni casi puo essere relativamente facile estrapolare un aspetto funzionale in altri casi sono
richieste ulteriori speriementazioni che chiariscono in modo piu preciso il fenomeno.

I1 lavoro svolto si ¢ occupato, anche se in fase del tutto preliminare, di determinare quanto i livelli
di espressione di alcuni geni siano frutto di condizioni colturali subottimali. Il modello d’indagine
utilizzato ¢ stato quello degli embrioni derivati da oociti di prepuberi che sono stati sviluppati
totalmente in vitro o in parte in vivo. Gli embrioni di prepuberi sembrano piu sensibili alle
condizioni colturali ed in questi si registrano le maggiori diminuzioni di competenza allo sviluppo.
Gli esperimenti, che dovranno necessariamente essere completati ed estesi, hanno tuttavia indicato
come le condizioni di coltura incidano significativamente sui livelli di espressione genica. Infatti il
confronto tra le blastocisti sviluppate completamente in vitro e quelle in parte sviluppate in vivo ha
mostrato pattern alquanto diversi. Queste informazioni mostrano chiaramente che le condizioni
colturali, pur garantendo lo sviluppo allo stadio di blastocisti, non supportano probabilmente
I’embriogenesi in modo corretto. Prove di trasferimento potranno meglio indicare quanto i diversi

livelli di espressivita siano legati a vitalita embrionale post trasferimento.
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Nell’ultima fase sperimentale si ¢ voluto confrontare 1’andamento di diversi geni in blastocisti
biparentali (IVF) e monoparentali (Partenogenetiche) per escludere la fase della fertilizzazione e
soprattutto verificare 1’espressione di alcuni geni in assenza di fenomeni d’imprinting.
E’interessante rilevare come le percentuali di divisioni embrionali e sopratutto di sviluppo
embrionale siano pressoche sovrapponibili mentre nelle due classi mentre i livelli di espressione per
diversi geni differiscano in modo marcato. Queste differenze non sembrano ascrivibili al numero
cellulare, che comunque si ¢ riscontrato sempre inferiore nella blastocisti partenogenetiche, ma
verosimilmente sono legate ad una regolazione genica diversa. I nostri dati nel modello ovino
possono essere utili per valutare la potenziale utilizzazione delle blastocisti monoparentali per
ottenere cellule cellule staminali embrionali. E’stata infatti piu volte riportata questa possibilita che
maggiormente rispenderebbe ad considerazioni ed esigenze etiche nella specie umana. Tuttavia le
nostre osservazioni fanno rilevare come non vi sia una forte equivalenza nelle due classi di
blastocisti. Poiché le nostre prime analisi sono state fatte su blastocisti intere stiamo predisponendo
indagini volte a meglio caratterizzare il pattern espressivo delle due componenti che costituiscono la
blastocisti differenziando la componente del trofoblasto rispetto a quella del nodo embrionale da cui

di fatto si generano le linee staminali
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