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Abstract

ABSTRACT

Several studies in women indicate that precocious ovarian aging is a
disorder characterized by an accelerated decline of reproductive potential.
We demonstrated that ovaries recovered from 4-8 years old dairy cows
with a low antral follicle count generate oocytes with low developmental
competence, high aneuploidy rate after maturation, a reduced amount of
active mitochondria and a lower glutathione synthesis capability.
Interestingly, these ovaries have a reduced volume, show a low proportion
of healthy primordial follicles and an increased stromal tissue. Moreover
this is accompanied by reduced perifollicular vessels and endothelial nitric
oxide (NO) synthase concentration. Interestingly, the administration of NO
donor molecules partially reverse the defective oocyte developmental
capability in vitro.

Finally, follicular fluids recovered from these ovaries have a high
progesterone concentration, low estrogen/progesterone ratio and low Anti-
Mullerian hormone concentration, which accounts for a low follicle reserve.
Altogether, morphological changes, ovarian and endocrine functions
consistently indicate a condition of precocious ovarian failure in young
adult dairy cows and validate the use of this population as an animal

model to study the accelerated decline of fertility in women.
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INTRODUZIONE

IL GAMETE FEMMINILE

Ovogenesi

Gli ovociti di mammifero sono cellule altamente specializzate [1], che si
sviluppano e differenziano grazie ad un lungo “viaggio” definito ovogenesi,
attraverso il quale una cellula germinale primordiale, diploide, diventa un
ovocita, aploide e competente al successivo sviluppo embrionale [2].
Durante la vita fetale, le cellule germinali primordiali migrano
dal’endoderma del sacco vitellino verso le creste genitali, dove diventano
oogoni. Dopo un’intensa proliferazione mitotica, decisiva per la formazione
della riserva di ovociti che coprira l'intera vita riproduttiva, inizia la sintesi
del DNA funzionale alla meiosi e 'oogone diventa cosi ovocita primario.
Durante le fasi terminali della vita fetale, gli ovociti iniziano la meiosi
attraversando gli stadi transitori della profase della prima divisione
meiotica (leptotene, zigotene e pachitene), caratterizzata principalmente
da scambi di materiale genetico tra i cromatidi materni e paterni (crossing-
over). Ogni cromosoma comincia a condensarsi, diventa piu spesso e si
allinea al suo omologo per formare una tetrade di quattro cromatidi. Allo
stadio di diplotene, il complesso del sinaptonema si degrada e i bivalenti
rimangono strettamente uniti attraverso i siti di ricombinazione. Prima

della nascita, tutta la riserva di ovociti rimane bloccata allo stadio di
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diplotene, noto come stadio di vescicola germinale. In molte specie i
cromosomi si decondensano in modo piu o0 meno esteso e diventano
trascrizionalmente attivi pur rimanendo cosi arrestati fino al
raggiungimento della maturita sessuale [3]. L’arresto meiotico si protrae
per diversi mesi o anni secondo la specie [4-7]. Durante questo periodo,
gli ovociti crescono in modo interdipendente dallo sviluppo follicolare, ma
non sono in grado di riprendere la meiosi.

La crescita in dimensioni del gamete € accompagnata da modificazioni
strutturali, quali la redistribuzione degli organuli citoplasmatici in posizione
periferica, la comparsa dello spazio perivitellino, la riduzione del reticolo
endoplasmatico sia liscio che rugoso [8-10] e un’intensa attivita
trascrizionale e traduzionale [11, 12]. Appena prima del picco pre-
ovulatorio dellormone luteotropo (LH), aumenta il contenuto lipidico
dell’ovocita, I'apparato di Golgi si riduce e i granuli corticali si spostano
completamente verso I'oolemma. In seguito allo stimolo dell’LH, riprende
la meiosi, si osserva la rottura della vesciola germinale e la formazione del
fuso meiotico che, insieme ai bivalenti, si porta verso la superficie
dellovocita. La prima divisione meiotica (riduzionale) prosegue con la
ripartizione delle diadi in due cellule, una corrispondente a quasi tutto
I'ovocita iniziale, I'altra ad una sorta di “protuberanza” citoplasmatica che,
una volta resasi indipendente con il processo di citodieresi, si trasforma
nel primo globulo polare. A questo punto il ciclo dell’ovocita si arresta alla

metafase della seconda divisione, dove rimane fino alla fecondazione [4].
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La seconda divisione meiotica (equazionale) si svolge con modalita
analoghe alla prima: I'ovocita secondario si divide in una cellula aploide
che conserva quasi tutto il citoplasma ed in un secondo globulo polare
che, come il primo, ha solo la funzione di eliminare la meta del patrimonio
cromosomico dell’ovocita senza intaccare i materiali di riserva accumulati
nel citoplasma (Figura 1). Il peculiare meccanismo di divisione cellulare,
proprio del gamete femminile, assicura dunque l'accumulo di RNA
messaggeri, di ribosomi e di polipeptidi che verranno utilizzati
dall’embrione nelle successive fasi di sviluppo fino all’attivazione del
genoma embrionale [13-18]. Alla cellula uovo spetta, infatti, la gestione di
un fondamentale programma di sviluppo: dirigere la transizione da ovocita

ad embrione, utilizzando le sostanze accumulate durante 'ovogenesi.

Follicologenesi

Nei mammiferi, 'organo preposto alla produzione dei gameti femminili
I'ovaio, la cui unita funzionale & il follicolo. Il follicolo & la struttura cellulare
che separa l'ovocita dai tessuti ovarici circostanti, assicurando cosi la
“sopravvivenza” del gamete e creando un ambiente adatto per le

successive fasi di crescita e maturazione.
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Figura 1: Rappresentazione schematica di ovogenesi e follicologenesi;
da:http://academic.pgcc.edu/~aimholtz/AandP/206_ONLINE/Repro/Image

s/oogenesis.

Le cellule germinali primordiali sono situate nella parte piu interna della
corticale ovarica e, non appena raggiungono lo stadio di diplotene della |
divisione meiotica, vengono circondate da un singolo strato di cellule
mesodermiche appiattite, precursori delle cellule della granulosa,
sostenute da una membrana basale completa: si formano in questo modo
i follicoli primordiali. | cambiamenti morfologici e funzionali che avvengono

durante I'ovogenesi sono accompagnati da importanti modificazioni della

10
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struttura follicolare, nota con il termine di follicologenesi (Figura 1). | fattori
coinvolti nella formazione del follicolo primordiale non sono ancora stati
caratterizzati precisamente, anche se molta attenzione e stata posta sulla
molecola c-kit e sul suo recettore; € stato infatti dimostrato nella specie
murina che queste molecole svolgono un’azione centrale nel dirigere la
migrazione e determinare la sopravvivenza delle cellule germinali durante
la vita fetale [19]. Altre molecole che potrebbero essere coinvolte nella
formazione del follicolo primordiale sia nella specie murina sia nelluomo e
nel bovino sono i fattori di crescita della famiglia dei “transforming growth
factor B” (TGFB) [20-22] e nel topo i proto-oncogeni della famiglia “B-cell
lymphoma/leukemia-2” (bcl-2) [23].

Durante lattivazione dei follicoli primordiali, le cellule della granulosa
diventano cubiche e cominciano a proliferare [10, 24]. E stato ipotizzato
che I'attivazione del follicolo primordiale sia dovuta a fattori che stimolano
la loro proliferazione.

In questo contesto la “bone morphogenetic protein-7” (BMP-7) nel ratto
[25], I"insuline-like growth factor-I" (IGF-1) nella pecora, nel ratto, nel suino

e nelluomo [26, 27] e I“epidermal growth factor” (EGF) [28] sono
molecole che potrebbero essere coinvolte in questa fase della
follicologenesi, poiché € stato dimostrato che sono in grado di stimolare la
proliferazione ed il differenziamento delle cellule della granulosa.

Recentemente € stato inoltre osservato che I'ovocita stesso € in grado di

promuovere lo sviluppo del follicolo primario grazie all’azione
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fondamentale del “growth and differentiation factor-9” (GDF-9), una
molecola ovocita-specifica della famiglia dei TGFp, la cui espressione &
stata evidenziata gia allo stadio di follicoli primari, nel topo, nel ratto e
nell’'uomo [29-33].

Il passaggio da follicolo primordiale a follicolo primario & caratterizzato
dalla deposizione di una sostanza glicoproteica che andra a costituire la
zona pellucida [34]. A partire da questo momento, gli strati di cellule della
granulosa aumentano di numero, si accresce il diametro dell’ovocita ed il
follicolo si ingrandisce, diventando secondario. Queste modificazioni si
accompagnano anche a cambiamenti del citoplasma della cellula uovo,
nella quale si osserva, fra l'altro, la formazione dei granuli corticali. A
questo stadio di sviluppo i follicoli cominciano ad essere sensibili alle
gonadotropine. Infatti, studi condotti nel bovino, nell’ovino e nel ratto [35-
38] hanno dimostrato che 'RNA messaggero del recettore per I'FSH &
espresso nei follicoli che presentano da uno a due strati di cellule della
granulosa.

Quando l'ovocita & circondato da 2-7 strati di cellule della granulosa,
comincia a formarsi I'antro, una cavita che viene gradualmente riempita
dal fluido follicolare. A questo punto il follicolo si trova allo stadio di
follicolo antrale precoce. Le cellule della granulosa si differenziano in due
sottopopolazioni: le cellule della granulosa murale, disposte lungo la
parete del follicolo e le cellule del cumulo ooforo piu strettamente

associate all’'ovocita [39].

12
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Nella transizione da follicolo primario a secondario si osserva l'inizio della
formazione delle giunzioni di tipo gap (“gap junctions”) tra ovocita e cellule
del cumulo ooforo e tra cellule della granulosa. Lo sviluppo di questo
sistema di comunicazione e il cosiddetto “cross-talk” fra compartimento
somatico e germinale sono fondamentali per la follicologenesi, la crescita
dellovocita e l'acquisizione della sua competenza allo sviluppo [40].
Contemporaneamente si osserva, a partire dallo stroma perifollicolare, la
proliferazione di altri elementi cellulari che vanno a costituire la teca
interna e la teca esterna. Numerosi piccoli vasi attraversano la teca
esterna per formare un ricco plesso di capillari nella teca interna, mentre
lo strato delle cellule della granulosa rimane privo di vasi per tutto il
periodo di accrescimento del follicolo. Durante la formazione della teca
interna & gia possibile rilevare 'RNA messaggero del recettore dell’LH
nelle cellule della teca [38].

| follicoli antrali continuano a crescere ed aumentano di dimensioni fino a
raggiungere lo stadio di follicolo preovulatorio o di Graaf che, nella specie
bovina, ha un diametro di circa 1,5-2 cm [41].

Nel follicolo ovulatorio, le cellule della granulosa e quelle della teca interna
sono separate da una spessa lamina basale. Quelle che poggiano
direttamente sulla lamina basale hanno un aspetto colonnare, mentre
quelle che si affacciano verso il lume del follicolo hanno un aspetto
poliedrico. Dal punto di vista ultrastrutturale queste cellule sono

caratterizzate dalla presenza di abbondante reticolo endoplasmatico liscio,

13
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numerosi mitocondri e un apparato del Golgi molto ben sviluppato, indice
di un’intensa attivita secretoria. A questo stadio la teca interna raggiunge il
suo massimo sviluppo ed €& costituita da grossi elementi fusiformi o
poliedrici che possiedono attivita secretoria, avvolti da un sottile intreccio
di fibre reticolari e da numerosi capillari sanguigni. La teca esterna &
invece costituita da fibre disposte concentricamente e da cellule fusiformi
che non sembrano avere attivita secernente. All'interno del follicolo
ovulatorio I'ovocita raggiunge il diametro finale che nella specie bovina &
di 120-130 um [41] e appare circondato da numerosi strati di cellule del
cumulo ooforo che, nelle ultime fasi della crescita follicolare, perdono
gradatamente le connessioni con l'ovocita. La disgregazione del cumulo
ooforo non coinvolge pero lo strato di cellule disposto radialmente intorno
all’ovocita, che nell’insieme costituisce la corona radiata la quale circonda

il gamete anche dopo I'ovulazione [41].

L’accrescimento e lo sviluppo dei follicoli si accompagnano a modificazioni
dei gameti in essi contenuti (Figura 2).

Durante la follicologenesi, 'ovocita acquisisce gradualmente la capacita di
riprendere e completare la divisione meiotica (competenza meiotica) ed
intraprendere lo sviluppo embrionale dopo la fecondazione (competenza

di sviluppo) [42, 43]

14
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Figura 2: Relazione tra lo sviluppo del follicolo e dell’'ovocita nella specie
bovina; da [44].

CRONOLOGIA DELLA FERTILITA’ NEI MAMMIFERI ED

INVECCHIAMENTO DELLA GONADE E DEL GAMETE FEMMINILE

Nei mammiferi, durante la vita riproduttiva, dalla puberta fino al declino
della fertilita [45-47], gruppi di follicoli primordiali e primari riprendono
periodicamente lo sviluppo ed entrano nella fase di crescita, caratterizzata
dall’accrescimento volumetrico dell’ovocita e dalla formazione delle

strutture follicolari precedentemente descritte.
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Nelle specie mono-ovulatorie, durante la fase luteale del ciclo estrale, una
coorte di follicoli antrali medi viene reclutata e inizia la crescita, ma un solo
follicolo viene selezionato per completare la maturazione e ovulare.

Nella donna ad esempio il ciclo estrale (mestruale) & caratterizzato da 2 o
3 ondate follicolari delle quali soltanto l'ultima & ovulatoria [48, 49]; un
comportamento analogo si osserva nella bovina, dove ognuna delle 2/3
ondate follicolari & costituita da una coorte di 3-5 follicoli che si sviluppano
in sincronia [50-52].

La fase finale della crescita follicolare nei mammiferi € un processo che
dipende dalle gonadotropine e comprende tre passaggi: reclutamento
della coorte di follicoli, selezione e dominanza. Il reclutamento € I'ingresso
del “pool” di follicoli nella fase gonadotropine-dipendente. Questa dipende
dalla dimensione dei follicoli e dalla disponibilita di recettori per le
gonadotropine nel comparto somatico. La fase di selezione prevede
'emergenza di un solo follicolo dalla coorte reclutata [48, 53, 54], mentre
gli altri follicoli vanno incontro ad un processo degenerativo chiamato
atresia follicolare (Figura 3). Il follicolo dominante continua la fase di
crescita per diversi giorni (fase della dominanza). In assenza del picco di
LH, anche questo follicolo regredisce, stimolando I'inizio di una nuova
ondata follicolare. Nel caso invece si verifichi il picco di LH, il follicolo
dominante cresce ulteriormente, formando il follicolo preovulatorio, e
I'ovocita al suo interno ultima la maturazione, con il completamento della

prima divisione meiotica, la successiva rottura della parete follicolare e

16
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'ovulazione. Questo processo avviene con le stesse modalita anche nella

specie bovina [50, 55-57].

Life History of Ovarian Follicles

Ovulation
INITIAL CYCLIC .
RECRUITMENT o RECRUITMENT Exhaustion
tresia . of Follicles
Maturation ﬁ / . ‘ T
86 i @@ W
/ Antral ‘ . T
®©ee® /
Endowment . ‘ .
& f Secondary
Maintenance 3 /
/ Primary r
2e0ee®

Primordil (continuing initial recruitment) (depletion)

Figura 3: rappresentazione schematica del sistema di reclutamento dei
follicoli e dell’esaurimento della popolazione follicolare al termine della vita

riproduttiva (evidenziato); da [58].

L’atresia costituisce il piu comune destino dei follicoli, poiché solo una
minima percentuale di essi arriva all’ovulazione [59-61]. Con il termine
atresia ci si riferisce alla regressione follicolare, di cui I'apoptosi &
riconosciuta come principale responsabile. Nei follicoli antrali, 'apoptosi

interessa soprattutto le cellule della granulosa e si estende
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progressivamente alle cellule della teca [62-69]. Fenomeni tipici
dell’apoptosi quali la frammentazione del DNA e I'espressione di geni pro-
apoptotici vengono facilmente identificati in queste cellule.

E’ stato ipotizzato che fenomeni di atresia siano coinvolti anche nella
deplezione dei follicoli quiescenti osservata durante la vita riproduttiva [59,
70] sia nella donna che nella bovina [71].

Questo & un fenomeno ancora poco conosciuto, ma si ipotizza che possa
essere un evento decisivo per stabilire la durata della vita riproduttiva dei
mammiferi. | meccanismi responsabili dell’atresia non sono stati ancora
completamente chiariti, comunque, in diverse specie, nei follicoli
primordiali e primari sembra che sia l'ovocita stesso a rendersi
responsabile della regressione follicolare [59, 61, 70, 72]. Da questi dati
sembrerebbe quindi che i follicoli immaturi siano particolarmente
vulnerabili al’apoptosi indotta da segnali intra-ovocitari, mentre i follicoli in
fase di crescita siano piu sensibili ai segnali provenienti dalle cellule
stromali.

Nell’ambiente follicolare, quindi, il corretto equilibrio fra segnali di morte
cellulare programmata e sopravvivenza determina il destino del follicolo
stesso. E’ evidente che elevate percentuali di apoptosi e, quindi, frequenti
quadri di atresia potrebbero ripercuotersi sulla fertilita, fino a causare un

arresto prematuro e irreversibile della funzionalita ovarica [60].
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Nei ruminanti e nei primati il numero di follicoli presenti in un ovaio &
determinato durante la vita fetale [58, 73]. La formazione di questi follicoli
€ un processo molto lungo, tanto che alcuni vengono attivati prima che
altri si formino [74]. Nei ratti e nei topi invece la stabilizzazione della
popolazione follicolare avviene entro pochi giorni dalla nascita [75]. |l pool
di follicoli primordiali costituisce una riserva di follicoli e ovociti la cui
dimensione e la cui stabilita determinano la lunghezza della vita
riproduttiva [76-79].

La durata della vita riproduttiva €&, quindi, garantita dallo stato di
quiescenza dei follicoli primordiali, che permane, nel caso della donna, per
decenni; il mantenimento di questo stato € fondamentale per evitare la
perdita della riserva follicolare in seguito ad attivazioni improprie o
degenerazione [73, 74].

Con il progredire dell’eta, le successive ovulazioni o i fenomeni di atresia
determinano quindi una progressiva deplezione della popolazione
follicolare che causa in parallelo un calo fisiologico della fertilita (Figura 3).
Questo processo € stato decritto nella donna [80-82], nel bovino [56], nel
cavallo [83, 84], nel maiale [85], nel ratto [86], nel topo [87] e nella

scimmia [88].

Studi condotti sia nella donna [77, 89-91] che nella bovina [62, 92-94],

hanno chiaramente dimostrato che il progredire dell’eta cronologica €,

accompagnato da una graduale e fisiologica diminuzione della fertilita.
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Nella donna questo processo porta ad una diminuzione della capacita di
portare a termine una gravidanza, sia naturale [95, 96] che assistita [97,
98].

Nella specie umana, il processo dell'invecchiamento riproduttivo culmina
con la menopausa [47]; il primo evidente sintomo clinico & 'accorciamento
di 2-3 giorni del ciclo mestruale [99], come risultato di una contrazione
della fase follicolare dovuta ad una precoce selezione e maturazione del
follicolo dominante [100, 101]. Questo fenomeno sembra essere
conseguente alla diminuzione del numero dei follicoli antrali e quindi alla
minor concentrazione di inibina B in circolo e all’aumento dei livelli di FSH
[102].

Sebbene la menopausa rappresenti la fase conclusiva e piu facilmente
riconoscibile della vita riproduttiva di una donna, la fertilita mensile
decresce drammaticamente dall’eta di 30 anni [103, 104] e termina in
modo definitivo mediamente all’eta di 41 anni [91, 105]. La menopausa €,
infatti, sintomo di un pool follicolare ormai esausto [106].

Questi cambiamenti si ripercuotono sui programmi di riproduzione
assistita [77], la cui efficienza dipende comunque dall’eta della donna [98,
104, 107]: anche in questo caso le percentuali di concepimento iniziano a

diminuire dopo i 30 anni (Figura. 4).
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Figura 4: diminuzione dell’efficacia dei programmi di riproduzione assistita

con il progredire dell’eta della donna; da [98].

Nella specie bovina, I'aspettativa di vita € stimata attorno ai 19 anni e si
calcola che il 55% degli animali sia sterile gia intorno ai 13 [108]. Come
nella donna [109], le vacche anziane presentano elevate concentrazioni di
FSH circolante [110]; tuttavia, nonostante l'elevata concentrazione di
qguest’'ormone, in questi animali viene reclutato un minor numero di follicoli
di 4-5 mm per ondata follicolare rispetto a soggetti piu giovani (1-4 anni)
[110]. Inoltre negli animali anziani la velocita di crescita sembrerebbe
essere inferiore in quanto il follicolo ovulatorio presenta dimensioni minori
rispetto a quelle degli animali giovani; questo potrebbe essere dovuto ad
un ridotto numero o ad una minore sensibilitd dei recettori per le
gonadotropine presenti nel follicolo. La tendenza ad avere follicoli

ovulatori piu piccoli € stata riscontrata anche nelle ovaie di donne in
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prossimita della menopausa [100, 109]. In accordo con quest’ipotesi, nelle
vacche in eta avanzata, si osserva una ridotta risposta alla
superstimolazione ovarica che porta ad un minor numero di follicoli di 2-5
mm allinizio dellondata follicolare [93] e di follicoli preovulatori
successivamente [111]. Questo si ripercuote sulle percentuali di
gravidanza, in quanto diminuiscono le percentuali di successo delle
fecondazioni in vivo; inoltre il numero di embrioni raccolti da vacche di 13-
16 anni € significativamente inferiore al numero raccolto dalle figlie di 3-6
anni [92]. Questo supporta I'ipotesi che la qualita degli ovociti diminuisca
con l'eta. Tuttavia gli embrioni che raggiungono lo stadio di morula o
blastocisti non sono di qualita inferiore rispetto a quelli derivati da animali
giovani, in quanto, una volta trasferiti, presentano la stessa capacita di

sviluppo [92].

Invecchiamento a livello ovarico
Nella donna, i cambiamenti quali-quantitativi che si osservano a carico dei
gameti con il progredire delleta, si accompagnano a modificazioni
morfofunzionali di tutta la gonade.
Si osserva infatti la transizione da un organo ricco di follicoli ed attivo, dal
punto di vista della secrezione ormonale, ad un organo povero di follicoli,

ricco di stroma ed ipofunzionale [112, 113].
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Invecchiamento dell’'ovaio e dinamica della popolazione follicolare
L’invecchiamento della gonade €& caratterizzato, quindi, da cambiamenti
morfo-funzionali che accompagnano, come abbiamo ormai piu volte
ripetuto, la progressiva scomparsa dei follicoli. Nella donna & stato
proposto un modello matematico [78] per descrivere il graduale
impoverimento di follicoli nell’ovaio.

Nel quarto mese di gravidanza, I'ovaio del feto contiene 6-7 milioni di
follicoli primordiali, che in gran parte vanno incontro, durante la seconda
meta della vita fetale, a fenomeni di apoptosi. Alla nascita rimangono 1-2
milioni di follicoli [61] e al raggiungimento della maturita sessuale questo
numero & ulteriormente sceso a 300000-400000.

Durante la vita riproduttiva la riduzione ha una velocita costante fino ad un
“valore-soglia”, stimato a 25000 ovociti e fisiologicamente raggiunto
intorno ai 37 anni d’eta, quando il numero di follicoli inizia a diminuire
molto piu rapidamente fino all’eta della menopausa (circa 51 anni),
quando si stima che rimangano un migliaio di follicoli, un numero
insufficiente a sostenere il processo ormonale necessario per il ciclo
mestruale [106] (Figura 5). Queste dinamiche sono state riscontrate anche
nello scimpanzé [114].

Non esistono in letteratura studi analoghi condotti negli animali domestici,
tuttavia le notevoli similitudini fra la fisiologia riproduttiva della bovina e
della donna, soprattutto per quanto riguarda il comportamento della

gonade femminile e le dinamiche follicolari [55, 110, 111], permettono di
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ipotizzare che la deplezione follicolare dell’ovaio bovino possa avvenire

secondo le modalita sopradescritte.
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Figura 5: effetto dell’eta della donna sul numero di follicoli e sulla qualita

degli ovociti in essi contenuti, in relazione alla fertilita generale; da [77].

Invecchiamento a livello follicolare

Aspetti cellulari e molecolari dell’invecchiamento del follicolo

Se le tempistiche della progressiva diminuzione dei follicoli ovarici dovuta
allinvecchiamento sono state ampiamente studiate e, almeno nella
donna, sono abbastanza chiare, poco ancora si conosce degli aspetti
cellulari e molecolari che sono alla base di questa riduzione, anche se, in
questi ultimi anni, sono stati pubblicati numerosi lavori, soprattutto in

campo umano e murino, su questi argomenti.
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Da questi studi appare chiaro come i fenomeni di morte cellulare
programmata siano alla base della follicologenesi e dell’oogenesi durante
tutta la vita riproduttiva nei mammiferi e di come ne controllino, di
conseguenza, la fertilita [60].

Numerosi studi hanno dimostrato che [I'apoptosi interviene
nell'invecchiamento ovarico ed in particolare in quello follicolare [115-118].
L’aumento del potenziale apoptotico degli ovociti invecchiati sembra
essere dovuto a segnali pro-apoptotici provenienti dalle cellule del cumulo
che circondano l'ovocita [118]. La comunicazione tra l'ovocita ed |l
comparto somatico si stabilisce molto presto, gia quando le cellule
follicolari circondano l'ovocita formando il follicolo primordiale [119-121].
Durante lo sviluppo follicolare, le cellule della granulosa comunicano tra di
loro e con l'ovocita attraverso la gap-junctions per assicurare la crescita e
la maturazione dell’ovocita stesso [40, 44, 122-124]. Diversi studi condotti
nel topo hanno evidenziato il ruolo del compartimento somatico anche
nella regolazione dell’atresia follicolare [118, 125]. Negli ovociti
invecchiati, le cellule del cumulo hanno, infatti, la capacita di attivare i
segnali di morte programmata, tramite specifici fattori, quali la ceramide,
molecola chiave coinvolta nella senescenza cellulare [118, 125]. Si e,
infatti, osservato che la ceramide passa dalle cellule del cumulo
nellovocita, attraverso le gap-junctions, inducendone [I'apoptosi. La
massiccia presenza di fenomeni apoptotici osservata negli ovociti di

individui invecchiati € concomitante, tra l'altro con un aumento della
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sensibilita dell’ovocita alla ceramide citosolica e con un aumento
dell’espressione dellmRNA e delle proteine di Bax.

| fenomeni apoptotici si accompagnano ad alterazioni qualitative dei
follicoli, probabilmente dovute ad un progressivo accumulo di danni a
carico dei follicoli che rimangono quiescenti nell’ovaio per decadi, anche
se alcuni autori hanno ipotizzato che la qualita del follicolo sia determinata
gia all’inizio della follicologenesi [126].

Dall’analisi di biopsie ovariche di donne sane con un’eta media intorno ai
41 anni [126], sono state, riscontrate alterazioni nella popolazione di
follicoli primordiali caratterizzate da fenomeni di atresia accompagnati da
cambiamenti morfologici ultrastrutturali sia a livello ovocitario che delle
cellule della granulosa: in particolare negli ovociti quiescenti si sono
rilevati un aumento della vacuolizzazione del citoplasma, una diminuzione
della quantita di mitocondri e una dilatazione del reticolo endoplasmatico
liscio e del complesso di Golgi, associati ad un minor numero di
mitocondri, fenomeno riscontrato anche a carico delle cellule della
granulosa. Questi specifici cambiamenti potrebbero essere sintomi di
alterazioni metaboliche che comprometterebbero la produzione di ovociti
competenti oppure indurrebbero l'atresia del follicolo in seguito alla sua
attivazione [127].

Sebbene probabilmente la compromissione dellovocita avvenga
soprattutto durante il lungo stadio di quiescenza nel follicolo primordiale, &

comunque plausibile che danni sia nucleari sia citoplasmatici possano
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avvenire anche durante le fasi di crescita e maturazione, sotto I'influenza
del microambiente del follicolo di Graaf.

Questa ipotesi & supportata dal fatto che la regolazione della crescita
follicolare dipende dalla disponibilita di un adeguato sostegno vascolare
che assicuri I'apporto di sostanze nutrienti e segnali regolatori [128];
d’altra parte & stata osservata una riduzione del letto vascolare nello
stroma ovarico di donne con piu di 40 anni [129].

Studi compiuti su cellule della granulosa di follicoli preovulatori
appartenenti a donne con piu di 38 anni hanno infatti dimostrato che
queste cellule sono in numero minore [132], producono meno steroidi
[133] e glicoproteine [134], presentano una maggior incidenza di delezioni
a livello del DNA mitocondriale [135] ed una minore espressione di enzimi

antiossidanti [136] rispetto alle cellule raccolte da donne piu giovani.

Alterazioni della microcircolazione perifollicolare

La microvascolarizzazione perifollicolare riveste un ruolo fondamentale
durante la follicologenesi, soprattutto nei follicoli antrali, per sostenere una
corretta crescita e maturazione dell’'ovocita, indispensabile all’acquisizione
della competenza al successivo sviluppo [75, 137].

A differenza, infatti, dei follicoli preantrali che ricevono I'apporto ematico
dalla rete stromale, i follicoli antrali dipendono strettamente dallo sviluppo

di capillari nella teca [138].
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| processi angiogenetici, influenzano la maturazione del follicolo
preovulatorio e la selezione del dominante [128, 139]. I follicoli dominanti,
infatti, ricevono un maggior apporto di gonadotropine [128]; a tal
proposito, diversi studi condotti nella donna hanno riportato una
correlazione positiva tra il grado di vascolarizzazione perifollicolare e
'esito dei cicli di fecondazione in vitro [140-142]. Anche nel maiale, il
processo di angiogenesi € cruciale per sostenere 'aumento delle richieste
metaboliche durante la crescita del follicolo; la disponibilita di un adeguato
apporto vascolare potrebbe avere un ruolo fondamentale nella selezione
del follicolo dominante [143, 144]. Nel bovino la vascolarizzazione del
follicolo preovulatorio € stata messa in relazione con linstaurarsi della
gravidanza [145], oltre che con il successo della fecondazione e dello
sviluppo embrionale in vitro [146], confermando la connessione tra
I'apporto ematico al follicolo e la qualita dell’ovocita in esso contenuto.

Poiché la qualita dell’'ovocita dipende dalla tensione parziale di ossigeno
che €& in grado di ricevere dai capillari tecali attraverso le cellule della
granulosa, il liquido follicolare e la zona pellucida, 'abilita di un follicolo di
sviluppare un sufficiente apporto ematico diventa cruciale. Un’adeguata
vascolarizzazione perifollicolare € inoltre indispensabile per I'apporto di
fattori di crescita, nutrizionali e gonadotropine che, complessivamente,
rivestono un ruolo fondamentale per I'acquisizione della competenza allo

sviluppo embrionale del gamete femminile [147].

28



Introduzione

In questo contesto i fattori angiogenetici rivestono un ruolo molto
importante. Studi condotti nella specie bovina e ovina [148-150] hanno,
infatti, dimostrato che il Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) e
l'ossido nitrico sintasi di tipo endoteliale (eNOS), espressi a livello
follicolare, sono coinvolti nella regolazione della crescita follicolare e nella
selezione del follicolo dominante, interagendo con I'estradiolo (E;), gl
Insulin Growth factors (IGF) e le Insulin Growth factor binding proteins

(IGFBP) [151-154].

Nella donna la ridotta vascolarizzazione perifollicolare rappresenta uno dei
fattori locali sicuramente coinvolti nella senescenza dell’ovocita [138, 155].
Infatti, alterazioni quali anomalie del fuso meiotico e dei cromosomi,
osservate in ovociti maturi prelevati da ovaie di donne invecchiate,
rispecchiano la situazione osservata in gameti raccolti in donne giovani,
ma il cui follicolo di provenienza presentava una ridotta vascolarizzazione
e una minore tensione parziale di ossigeno [155, 156].

D’altra parte, sempre nella donna, la diminuzione del flusso ematico
nell’area perifollicolare [157] porta ad un aumento della concentrazione di
VEGF nel liquido follicolare [158-160]. Questo & probabilmente il sintomo
di una sovraespressione trascrizionale da parte delle cellule della

”m

granulosa e della teca stimolate dall’hypoxia-inducible factor-1”, per
prevenire I'esaurimento dell’ossigeno e la morte cellulare [161, 162].

L’hypoxia-inducible factor-1 &, infatti, un fattore di trascrizione prodotto
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dalle cellule della granulosa e della teca come risposta allo stimolo delle
gonadotropine [163]; € attivato da basse concentrazioni di ossigeno [164]
e gioca un ruolo centrale nella regolazione dei processi angiogenetici
dell’ovaio [160] e nella crescita dei follicoli [165]. L'incapacita delle cellule
della granulosa e della teca nel compensare l'ipossia anche in presenza di
elevati livelli di VEGF potrebbe essere dovuta ad una minore sensibilita
delle cellule endoteliali al fattore di crescita oppure ad un aumento della
distanza tra il letto capillare perifollicolare e il follicolo stesso, come
confermato da studi istologici condotti su sezioni di ovaio di donne in eta

avanzata [138].

Ruolo dello stress ossidativo nell'invecchiamento del follicolo

Lo stress ossidativo € considerato essere la causa principale dei danni
cellulari caratteristici dell'invecchiamento [166].

Il metabolismo aerobico di tutti i sistemi cellulari & basato sulla riduzione di
molecole di ossigeno che porta alla formazione di molecole con attivita
ossidante, definite “specie reattive dellossigeno” (ROS). Tra questi
troviamo: I'anione superossido (Oy), il perossido di idrogeno (H20;) ed il
radicale idrossile (OH) [167, 168].

Nelle cellule le ROS sono quindi prodotte continuamente come
conseguenza sia di reazioni biochimiche, come la catena respiratoria dei

mitocondri, sia di fattori esterni [169].
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| processi evolutivi hanno, infatti, dotato gli organismi aerobi di
meccanismi specifici per smaltire, contrastare o annullare gli effetti
negativi dell’ossigeno e dei suoi metaboliti reattivi. Questi meccanismi
rivestono un ruolo di particolare importanza nel proteggere 'omeostasi
cellulare dai danni ossidativi operati dai radicali liberi e dalle altre molecole
ossidative generate durante la riduzione dellossigeno e sono stati
identificati anche negli embrioni e nei fluidi follicolari e oviduttali. Gli
antiossidanti per definizione sono sostanze che, presenti a basse
concentrazioni rispetto al substrato ossidabile, sono in grado di ritardare o
inibire l'ossidazione del substrato stesso [170, 171]. Questa definizione
include composti di natura, sia enzimatica sia non enzimatica. Gli
antiossidanti enzimatici sono rappresentati da rame-zinco superossido
dismutasi (a livello citosolico), manganese superossido dismutasi (a livello
mitocondriale), catalasi (nel fluido tubale) e glutatione perossidasi e
reduttasi che riduce il perossido di idrogeno in acqua e alcool [172]. Gli
antiossidanti non enzimatici comprendono le vitamine A, C, E, il piruvato e
composti a base di zolfo, come il glutatione, l'ipotaurina e la cisteamina
[173].

Quando la generazione di ROS e di altre specie radicali non € piu in
equilibrio con [I'azione contrastante delle molecole antiossidanti si
verificano situazioni di stress ossidativo.

Lo stress ossidativo causa perossidazione dei lipidi, alterazioni strutturali e

funzionali del DNA e delle proteine, promuove l'apoptosi e aumenta il
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rischio di patologie croniche quali il cancro o malattie cardiache, in quanto
ha effetti su pathway di trasmissione dei segnali e sull’espressione genica

[174].

Le ROS giocano un ruolo fondamentale nella modulazione dell’intero
spettro delle funzionalita riproduttive fisiologiche e, in particolare, sono
direttamente coinvolte nella maturazione dellovocita [175], nella
steroidogenesi, nell’attivita del corpo luteo e, di conseguenza, nei processi
di fecondazione, sviluppo embrionale e mantenimento della gravidanza

[169, 172, 176, 177].

Studi clinici, in vitro e su modelli animali hanno mostrato come lo stress
ossidativo sia coinvolto nei fenomeni legati allinvecchiamento sia nella
donna sia nelluomo [166, 178-185].

Il declino delle attivita respiratorie cellulari, associato all’eta, determina un
aumento da parte dei mitocondri della produzione di ROS che a loro volta
colpiscono, oltre a proteine e lipidi mitocondriali, anche il DNA
mitocondriale (MtDNA) [186, 187], il quale risulta essere particolarmente
sensibile a causa della sua localizzazione in prossimita della membrana
mitocondriale interna, proprio dove sono formati i ROS, e della mancanza
dell’effetto protettivo degli istoni e dei meccanismi di riparazione del DNA
[188]. L’accumulo di danni causati da stress ossidativo determina

mutazioni o perdita di mtDNA, sintesi di proteine anomale e alterazioni
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nella composizione lipidica delle membrane. Tutti questi effetti potrebbero
inibire la replicazione mitocondriale, ridurre l'efficienza della catena di
trasporto degli elettroni, aumentare la probabilita di formazione di ROS,
disattivare enzimi chiave del metabolismo e aumentare la permeabilita di
membrana causando una riduzione dei mitocondri integri dal punto di vista

funzionale e quindi della concentrazione di ATP [188-193].

Numerosi studi condotti nella donna hanno dimostrato che danni dovuti
allaumento dei liveli di ROS sono direttamente coinvolti
nellinvecchiamento ovarico [189, 198]. Infatti, i follicoli primordiali nella
donna rimangono quiescenti per lungo tempo e, durante questo periodo,
'accumulo di stress ossidativo generato dall’ovocita e/o dalle cellule
somatiche che lo circondano compromette la vitalita e la competenza
dellovocita e conseguentemente dellembrione, determinando una
diminuzione delle percentuali di gravidanza [80, 199].

La somministrazione di antiossidanti per via orale in topi invecchiati &
effettivamente in grado di contrastare gli effetti negativi
dellinvecchiamento sulla qualita degli ovociti [200], mentre gli stessi
trattamenti danneggiano la fertilita di topi giovani [201]. Inoltre, sempre nel
modello murino, si &€ osservato che ovociti giovani ma sottoposti a stress
ossidativo presentano anomalie del citoscheletro che derivano da una

minore produzione di ATP, come avviene durante I'invecchiamento [202].
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Ricerche condotte su modelli animali e sulla donna hanno evidenziato,
infatti, che I'eta determina un indebolimento delle difese antiossidanti e
quindi una situazione di stress ossidativo che danneggia sia i follicoli
primordiali sia i preovulatori [89]. Nelle donne in eta avanzata, in
particolare, nel pool di follicoli primordiali si sono riscontrati danni alla
struttura dellovocita e delle cellule della granulosa derivati da stress
ossidativo [126]. Anche nell’ambiente dei follicoli periovulatori, si sono
notate alterazioni legate all’eta nel pattern di enzimi antiossidanti
normalmente presenti nel liquido follicolare della donna, quali superossido
dismutasi (SOD), catalasi (CAT) e glutatione perossidasi (GSSPx) [203];
queste modificazioni potrebbero quindi compromettere [I'efficacia del
follicolo di eliminare le ROS. Sempre nella donna, I'indebolimento delle
difese antiossidanti avviene anche a livello delle cellule della granulosa
nelle quali 'invecchiamento & associato ad una sottoespressione dei geni
di Cu/ZnSOD, MnSOD e CAT e ad un accumulo di danni ossidativi in
particolare a carico dei mitocondri [136].

Come per gli altri sistemi biologici, l'invecchiamento a livelli ovarico
sembra quindi essere associato sia ad un abbassamento delle difese
enzimatiche antiossidanti sia ad un aumento della produzione di ROS da
parte di svariati sistemi enzimatici, tra cui un ruolo cruciale é ricoperto
dall'apoptosi delle cellule della granulosa [204].

Un importante fattore coinvolto nella produzione dei ROS intracellulari € la

tensione di ossigeno nel’ambiente extracellulare. Condizioni sia di ipossia
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che di iperossia determinano, infatti, stress ossidativo e l'ipossia potrebbe
anche essere la causa diretta della produzione di ROS [162]. Cosi come
gia riportato, un fattore decisivo nello stress ossidativo associato
all'invecchiamento del gamete potrebbe essere dovuto ad un insufficiente
sviluppo di capillari nella teca del follicolo maturo. Poiché I'ovocita nelle
fasi terminali della crescita va incontro ad un aumento del metabolismo
mediato dall’'ossigeno [205], € plausibile che un ridotto apporto di questa
molecola causi stress ossidativo [89]. Questa ipotesi & ulteriormente
supportata dall’osservazione che i mitocondri delle cellule della granulosa
di donne di eta avanzata mostrano danni strutturali simili a quelli osservati

in altre cellule esposte ad ipossia [136, 2006].

Il glutatione

Il glutatione (GSH) & un agente riducente che protegge le cellule dalle
ossidazioni da parte delle specie reattive dell'ossigeno (ROS) e partecipa
a numerosi eventi del metabolismo cellulare [207].

E un tripeptide formato da cisteina, glutammato e glicina; negli organismi
viventi & sintetizzato principalmente dal fegato e viene rilasciato nel
sangue e nella bile in forma ridotta (GSH) e ossidata (GSSG).

La sua azione protettiva contro i danni cellulari & coadiuvata
dallinterazione con vari enzimi, come la glutatione perossidasi e la

glutatione reduttasi [208].
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Le glutatione perossidasi (GPX) sono la piu grande famiglia di selenio
proteine; esse catalizzano l'inattivazione delle specie attive dell’ossigeno
dando origine a composti innocui quali il GSSG e acqua a partire da H,0O
e perossidi organici. | GSH viene poi rigenerato mediante la riduzione del
GSSG da parte del NADPH grazie all'azione dellenzima glutatione

reduttasi (Figura 6).

GSH perossidasi

2 GSH + H,0, e | GSSG +2 H;0

GSH reduttasi

GSSG + NADPH + H' | g | 2 GSH + NADP?

Figura 6: reazioni di ossido-riduzione in cui € coinvolto il GSH.

Una serie di studi ha dimostrato il coinvolgimento del GSH in disfunzioni
associate all'invecchiamento [209]. Infatti, con il progredire dell’eta, si
osserva un graduale abbassamento dei livelli cellulari di GSH ed in
generale dei sistemi antiossidanti [210-212], probabilmente in seguito ad
una diminuzione dell’attivita delle g-glutamilcisteina ligasi e glutatione
sintetasi [213], della g-cistationasi [214] e della glutatione reduttasi [215,

216].

36



Introduzione

I GSH riveste un ruolo molto importante sia durante la maturazione
dellovocita, in quanto preserva e mantiene integra la struttura del fuso
meiotico [217], sia durante la fecondazione, essendo coinvolto nella
formazione del pronucleo maschile; & infatti in grado di fornire il potere
riducente necessario per iniziare la decondensazione della cromatina
prima della formazione del pronucleo maschile [218].

La concentrazione di GSH nell’ovocita aumenta durante la maturazione in
vitro (IVM) [219-223]. La protezione dellembrione dai ROS e, di
conseguenza, la sua capacita di proseguire nello sviluppo embrionale
deriva quindi probabilmente dalla quantita e qualita degli enzimi
antiossidanti che vengono immagazzinati nell’ovocita durante le ultime fasi
di maturazione [173].

Nelle pratiche di riproduzione assistita la sintesi di GSH da parte
dellovocita riveste particolare importanza ai fini di una corretta
maturazione citoplasmatica e del successivo sviluppo embrionale [219,
220, 224, 225]. | gameti femminili, infatti, quando vengono prelevati
dall’ovaio e sottoposti a tecniche di coltura in vitro, si trovano esposti ad
un livello di ossigeno superiore a quello intracorporeo e quindi possono
andare incontro a problemi di stress ossidativo. La concentrazione di GSH
in ovociti maturati in vivo &, tra I'altro, molto piu alta di quella degli ovociti
maturati in vitro [226].

La biosintesi del GSH dipende dalla disponibilita di L-cisteina nel medium,

ma questo aminoacido tende ad ossidarsi con facilita trasformandosi in
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cistina. L'utilizzo di altri composti tiolici quali la cisteamina, mantiene la
cisteina nel suo stato ridotto promuovendo la sua disponibilita cellulare ed
aumentando la sintesi di GSH all’interno dell’ovocita [227-229]. Numerosi
lavori hanno infatti dimostrato che l'aggiunta di composti tiolici quali la
cisteamina al medium di maturazione determina un aumento del
contenuto del GSH e, di conseguenza, un miglioramento dello sviluppo e

della qualita del’embrione in diverse specie [219, 220, 223, 225, 230-236].

Il sistema ossido nitrico/ossido nitrico sintasi

Nel contesto dello stress ossidativo, 'ossido nitrico (NO) rappresenta una
delle molecole piu interessanti in quanto ha sia funzioni antiossidanti [172,
237] sia angiogenetiche e partecipa alla regolazione del flusso ematico
[172, 238, 239].

L’ossido nitrico (NO) &€ un composto inorganico a vita breve, presente
nell’organismo in forma gassosa e che, data la sua alta solubilita, pud
diffondere facilmente attraverso le membrane [240].

L’azione del NO & conseguente al suo legame con enzimi che contengono
un gruppo eme. Questo legame innesca diverse vie di trasduzione che
determinano i numerosi meccanismi d’azione della molecola [241]. Una
via attraverso cui il NO agisce € l'inibizione diretta del citocromo P450
aromatasi coinvolto nella steroidogenesi [242]. La produzione ridotta di
steroidi a causa del NO & stata osservata in molti animali tra cui il ratto

[243]; 'uomo [244, 245]; il maiale [246-248] e il bovino [249, 250].

38



Introduzione

Un altro meccanismo d’azione molto importante & [lattivazione della
guanilato ciclasi solubile. 1l legame del NO sul gruppo ferro-eme di questa
molecola induce la produzione di guanosin-monofosfato ciclico (cGMP)
che agisce sui vasi come secondo messaggero [251]. Il NO in particolare
induce vasodilatazione, inibizione dell’aggregazione piastrinica e
inibizione dell’adesione dei neutrofili alle cellule endoteliali. Inoltre riduce
la proliferazione delle cellule muscolari lisce e la loro migrazione, sostiene
le funzioni della barriera creata dalle cellule endoteliali [244] e mantiene
'omeostasi [252].

I NO viene sintetizzato a partire dalla L-arginina che & convertita in L-
citrullina e NO tramite gli enzimi ossido nitrico sintasi (NOS) in presenza di
NADPH e ossigeno [253].

Esistono tre isoforme di NOS classificate sulla base delle proprieta
funzionali e del tessuto di origine [253-255]; due isoforme sono costitutive,
il NOS endoteliale (eNOS) e quello neuronale (nNOS), mentre la terza é
una forma inducibile (iNOS) [256]. Questi enzimi sono largamente diffusi
in diverse cellule e tessuti, inoltre una cellula pud esprimere piu di
un’isoforma [257, 258].

Le NOS sono delle eme-proteine con caratteristiche molto simili al
citocromo-P450 [259-262], hanno un’omologia di sequenza del 50-60%
[263, 264] ed hanno in comune una struttura con due domini funzionali, un
dominio con attivita riducente alla porzione C-terminale ed un dominio

ossidante alla porzione N-terminale [256].
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La prima isoforma di NOS ad essere stata purificata [265, 266] e clonata
[260] & stata quella neuronale. Nel genoma umano il gene codificante
I'nNOS & presente in singola copia, consiste di 29 esoni e 28 introni, copre
una regione di 200 kb ed € in grado di codificare una proteina di 1434 aa
[267]. Nel topo e nell'uomo I'nNOS € localizzato sia a livello del sistema
nervoso, centrale e periferico [268] che in diversi altri tessuti compreso |l
muscolo scheletrico [269].

L’eNOS ¢é una forma costitutiva e calcio-calmodulina dipendente con una
modalita d’azione simile al’nNOS [256]. || gene che codifica 'eNOS é
altamente conservato in tutte le specie [270] e consta di 26 esoni e 25
introni codificanti una proteina di 1203 aa [271, 272]. E principalmente
espressa nelle cellule endoteliali vascolari, tuttavia si € scoperta anche in
molti altri organi e tessuti tra cui il corpo luteo e I'ovaio.

La terza isoforma di NOS viene prodotta in seguito a stimolazione da
parte di citochine e altre molecole inflammatorie [273]. || gene codificante
'INOS consiste di 26 esoni e 25 introni in grado di codificare una proteina
di 1153 aa [274]. L’isoforma inducibile ha un peso molecolare di circa 130
kDa ed & calcio-calmodulina indipendente.

Diversi studi hanno dimostrato che il NO & implicato nei meccanismi che
regolano i processi riproduttivi [244, 256]. E stato dimostrato, mediante
tecniche di immunoistochimica e Western blot, che eNOS e iINOS sono
presenti nelle ovaie di ratto e che i loro livelli sono regolati dalle

gonadotropine [275]. Anche nel topo sono state localizzate queste due
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isoforme, oltre che nell’endotelio vasale, all’interno di ovociti, cellule della
granulosa e della teca di follicoli a diversi stadi di sviluppo [276]. Nelle
ovaie di maiale sono state trovate tutte le isoforme, con espressione e
localizzazione diverse secondo lo stadio di sviluppo del follicolo. In
generale pero la loro concentrazione € inferiore nei primi stadi di sviluppo
follicolare [277]. Recentemente eNOS e iNOS sono stati localizzati anche
nellovaio di bovino, in particolare nellooplasma durante tutta la
follicologenesi, nelle cellule della granulosa e della teca, oltre che nel
corpo luteo e nell’epitelio germinativo [278].

La presenza di eNOS nei diversi distretti dellovaio, nellovocita e
nell’endotelio vasale, regolata dalle gonadotropine, oltre all’ipotesi del suo
coinvolgimento nella maturazione e nell’attivazione dell’ovocita [279-282],
conferma il ruolo del NO nella funzionalita della gonade femminile.

I NO sembra essere coinvolto quindi nel processo di maturazione
dell’ovocita, in quanto topi privi del gene per eNOS generano ovociti che
non sono in grado di raggiungere la maturazione nucleare 0 mostrano
configurazioni cromosomiche anormali [288].

Aumentando o diminuiendo la quantita di NO presente nel medium di
maturazione mediante [l'utilizzo di molecole donatrici di NO (sodio
nitroprusside, SNP) o inibitori del NOS (N-nitro-L-arginina metilestere, L-
NAME), alcuni autori hanno dimostrato che il NO interviene nella
maturazione degli ovociti di topo. Sengoku e colleghi [280] hanno

osservato che, nel topo, l'aggiunta di basse dosi di SNP stimola la
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maturazione meiotica aumentando il numero di ovociti che raggiungono lo
stadio di metafase della seconda divisione meiotica (MIl) e che linibizione
delleNOS, al contrario, riduce il numero di ovociti maturi. Risultati
analoghi sono stati ottenuti anche da Bu [289], sempre nel topo, e da Tao
[290] nel maiale.

Un’altra molecola donatrice di NO, [I'S-nitroso-N-acetil-penicillamina
(SNAP), é stata utilizzata durante I''VM nel maiale, determinando una
aumento della competenza meiotica [282, 291]. Al contrario, alte
concentrazioni di SNAP hanno influenzato negativamente la meiosi in
ovociti di bovino [292]. E, infatti, stato provato che il NO svolge un ampio
spettro di effetti intracellulari [293]; per questo I'effetto sulla maturazione
dellovocita pud essere sia stimolante sia inibitore secondo la
concentrazione [289, 294, 295]. Queste osservazioni consentono di
affermare che il NO previene l'invecchiamento dell’ovocita funzionando
anche da antiossidante, vista la sua capacita di interagire con le specie

reattive dell’ossigeno e altri radicali.

Invecchiamento a livello ovocitario

L’invecchiamento dellovocita & caratterizzato da una sequenza di
processi cellulari e molecolari che inficiano la successiva fecondazione e
lo sviluppo embrionale. Dal punto di vista morfologico si sono osservate
alterazioni strutturali dei microvilli della membrana plasmatica,

'indurimento della zona pellucida, 'aumento delle dimensioni dello spazio
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perivitellino, la parziale esocitosi dei granuli corticali, alterazioni a carico
del citoscheletro e della struttura del fuso meiotico con conseguente
prematura e ineguale separazione dei cromosomi. Infine, sono state
messe in evidenza la diminuzione del potenziale di membrana dei
mitocondri e la degenerazione del gobulo polare [296].

Le anomalie nella segregazione dei cromosomi rappresentano I'effetto
evidente di un meccanismo cellulare fortemente compromesso. Le
ricerche condotte negli ultimi anni hanno evidenziato che gli ovociti
cresciuti e maturati in un organismo in eta avanzata hanno ridotte
potenzialita di raggiungere un livello di maturazione nucleare e
citoplasmatica sufficiente a sostenere lo sviluppo dell’lembrione. Lo stato
compromesso dellovocita € sottolineato da alterazioni dei pattern di
espressione genica e, di conseguenza, da una compromissione
dellaccumulo di RNA materno necessario per il successivo sviluppo
del’embrione prima dell’attivazione del suo stesso genoma [297, 298]. |
geni espressi in modo differente sono soprattutto quelli coinvolti con la
funzionalita mitocondriale e lo stress ossidativo; tuttavia sono strettamente
interessati anche quelli che intervengono nella regolazione del ciclo
cellulare, nell’organizzazione del citoscheletro, nel controllo di pathways

energetici e della trascrizione [89].
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Alterazioni mitocondriali

| mitocondri sono sensibilmente coinvolti nel processo riproduttivo in
quanto il loro stato funzionale influenza la qualita dellovocita e
contribuisce ai processi di fecondazione e di sviluppo embrionale [299].
L’analisi dei trascritti degli ovociti maturi raccolti da organismi invecchiati
ha rivelato significativi cambiamenti dell’espressione di geni coinvolti nella
funzionalita mitocondriale [297, 298]. In particolare, geni codificati nel
genoma mitocondriale e coinvolti nella catena di trasporto degli elettroni
sembrano essere maggiormente espressi negli ovociti invecchiati, mentre
quelli codificati nel genoma nucleare e importanti per i pathways energetici
e per la funzionalita mitocondriale sono meno espressi. Queste
considerazioni concordano con l'osservazione che gli ovociti invecchiati
contengono meno ATP [300] e hanno mitocondri con difetti morfologici,
genetici e funzionali, tra cui un minor potenziale elettrico a livello della
membrana interna (Ay) [301] e piu alti livelli di mutazioni puntiformi e di

riarrangiamenti del DNA [296, 302-304].

Sebbene non sia stato ancora del tutto chiarito il ruolo dei mitocondri
nellinvecchiamento dell’ovocita, alcune affascinanti evidenze supportano
il coinvolgimento di questi organuli nelle alterazioni che si osservano
nellooplasma di gameti femminili provenienti da soggetti invecchiati.
Anomalie nella localizzazione dei mitocondri sono state per esempio

associate a diverse anomalie cellulari e morfologiche dell’ovocita, tra cui lo
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“scattering” e la decondensazione dei cromosomi e la frammentazione
cellulare [305]. Inoltre ovociti giovani in cui sono stati indotti danni
mitocondriali hanno mostrato effetti simili a quelli riscontrati negli ovociti
invecchiati, quali un’inibizione della rottura della vescicola germinale (GV),
della formazione del fuso meiotico, della segregazione dei cromosomi e

dell’estrusione del globulo polare [306].

Aneuploidia

In questo contesto, 'aumento dei fenomeni di aneulpoidia dovuti all’eta
rappresenta il fenomeno piu peculiare dellinvecchiamento del gamete
femminile e costituisce la causa piu importante della sua drastica
riduzione della competenza allo sviluppo embrionale [307, 308].

| numerosi fenomeni di aneuploidia legati all’eta derivano da anomalie che
si verificano durante la prima divisione meiotica ed in particolare ai
processi di formazione e accumulo delle molecole coinvolte nel controllo
del ciclo cellulare durante la transizione dalla metafase | all’anafase I. La
separazione dei cromatidi fratelli o dei cromosomi omologhi durante
'anafase & un evento chiave della meiosi ed errori che si verificano in
questa fase possono facilmente determinare l'insorgenza di aneuploidie
[309]. Per evitare questo genere di errori, si sono evoluti dei meccanismi
di sorveglianza (il cosiddetto spindle checkpoint) per controllare il legame
dei cromatidi fratelli o dei cromosomi omologhi ai microtubuli. Questo

meccanismo €& in grado di trovare anche un singolo cromosoma non
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allineato e arrestare il ciclo cellulare alla metafase della prima divisione
meiotica (MI) per permettere ai cromosomi di spostarsi nella corretta
disposizione all’equatore del fuso prima della separazione [309]. Tra le
proteine coinvolte nello spindle checkpoint riveste un ruolo importante il
“‘mitotic arrest deficiency 2 (MAD2), la cui down-regolazione €& stata
correlata con una minor durata della prima meiosi, alcune anomalie
dell’apparato meiotico e un aumento dell’aneuploidia negli ovociti [202,
310]. Oltre a questo meccanismo di controllo, un altro sistema per
prevenire le aneuploidie & dato dall’azione delle proteine di coesione, tra
cui la “structural manteinence of chromosome beta1l (SMCbeta1) che
mantiene la connessione fra i cromatidi fratelli e facilita una segregazione
ordinata dei cromosomi sia nella prima sia nella seconda divisione
meiotica [311]. Il ruolo di queste proteine nelle aneuploidie dovute
all'invecchiamento € sostenuto dalla scoperta che ovociti sia umani sia
murini invecchiati hanno minori quantita di trascritti di MAD2 e di
SMCbeta1 [131, 312]. Questa situazione implica che gli ovociti invecchiati
siano piu inclini ad una precoce segregazione dei cromosomi durante la
ripresa della meiosi, ad un’accelerazione della transizione verso I'anafase
| e verso la metafase Il e ad una serie di anomalie nella coordinazione

degli eventi nucleari e citoplasmatici della meiosi [131, 303].
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MARKER LOCALI DELL’INVECCHIAMENTO OVARICO

La diminuzione delle dimensioni della coorte di follicoli antrali determina
importanti cambiamenti endocrinologici sullovaio stesso e sul sistema
ipotalamo-ipofisi (Figura 7). Queste variazioni rappresentano marker
importanti per valutare in modo diretto o indiretto la riserva ovarica e la
sua funzionalita.

Dagli studi condotti nella specie umana [313], si evidenzia che I'ormone
anti-mulleriano (AMH), le inibine e 'FSH sono i marker piu accreditati,
tuttavia non si pud escludere che anche gli ormoni sessuali estradiolo e
progesterone subiscano oscillazioni dovute al calo della fertilita che

accompagna fisiologicamente l'invecchiamento ovarico.
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Figura 7: illustrazione schematica dei cambiamenti della riserva follicolare
con linvecchiamento e del loro effetto su vari fattori endocrinologici

dell’ovaio stesso e del sistema ipotalamo-ipofisi; da [80].

L’AMH € una glicoproteina dimerica di 140 kDa sintetizzata solamente
nelle gonadi. E stata originariamente identificata per il suo ruolo nel
differenziamento sessuale del maschio durante lo sviluppo embrionale
[314], ma studi successivi hanno dimostrato che 'AMH svolge un ruolo
inibitorio sullo sviluppo e la funzionalita degli organi sessuali in entrambi i
sessi [315, 316]. Studi condotti in diverse specie hanno dimostrato che le
cellule della granulosa sono deputate alla produzione dellAMH (donna
[317, 318]; bovino [319-321]; pecora [322]; ratto [323-325]; topo [326,

327]; gallina [328]).
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L’espressione del’lAMH ¢ elevata nelle cellule della granulosa dei follicoli
preantrali e antrali precoci e diminuisce col progredire della crescita
follicolare [329]; basse concentrazioni di AMH sono, infatti, state trovate
nei follicoli antrali preovulatori nella donna [330-332] come nella bovina
[319].

L’azione dellAMH & prevalentemente autocrina e paracrina sullo sviluppo
follicolare, ma quantita misurabili si trovano anche nel siero [333]. La fonte
principale dellAMH sierico € probabilmente rappresentata dai follicoli
antrali poiché hanno un maggior numero di cellule della granulosa e sono
maggiormente irrorati rispetto ai follicoli pre-antrali.

Con la diminuzione dei follicoli antrali dovuta all'invecchiamento, la
concentrazione ematica di AMH si abbassa [334-336] e tende a diventare
impercettibile con la menopausa [337]. Recenti studi hanno, infatti,
suggerito che 'AMH sierico possa essere un indice della riserva ovarica
[338] e al momento rappresenta il migliore indicatore predittivo della
riserva follicolare nella donna [339]; simili osservazioni sono state

compiute di recente anche nel topo [333] e nel bovino [340].

Le inibine sono ormoni proteici eterodimerici che appartengono alla
superfamiglia dei “transforming growth factor beta” (TGF-B).

Sia l'inibina A sia la B sopprimono direttamente la secrezione di FSH
ipofisario [341, 342]. Mentre l'inibina A & prodotta dal follicolo maturo e dal

corpo luteo [343, 344], I'inibina B & prodotta dai follicoli antrali piu piccoli e
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per questo € un indice realistico della grandezza della popolazione
follicolare. E piu alta nelle fasi precoci della fase follicolare, diminuisce con
l'avvicinarsi dellovulazione ed € molto bassa nella fase luteale [343].
Alcuni studi hanno evidenziato come donne piu anziane con un normale
ciclo mestruale presentino una concentrazione normale di inibina B nel

follicolo dominante [345], ma piu bassa nel plasma [102, 345, 346].

Estradiolo e Progesterone

Nelle donne anziane si € osservato un impressionante aumento dei livelli
sierici di FSH [347-350], causato da un ridotto feedback negativo
dellinibina B e dell’estradiolo in seguito alla diminuzione del pool
follicolare FSH-sensibile [102]. Livelli di FSH cosi elevati sono sintomi
inconfutabili di invecchiamento riproduttivo e situazioni simili sono state
riscontrate anche in bovine di 13-14 anni [110].

Una diretta relazione fra il comportamento di estradiolo e progesterone e il
calo della fertilita dovuto all’invecchiamento €, quindi, biologicamente
plausibile, tuttavia, nella donna, i dati presenti in letteratura sono piuttosto
contraddittori. Alcuni lavori, infatti, indicano una diminuzione sierica di
questi ormoni nelle donne anziane [337, 349, 351-353], mentre altri
descrivono un innalzamento delle concentrazioni [345, 354-356] ed altri
ancora nessuna differenza rispetto a quanto si osserva nelle donne in eta

fertile [347, 356, 357].
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Sebbene in letteratura siano stati condotti fino a questo momento pochi
studi sulla specie bovina, Malhi e coll. hanno osservato un aumento
dell’estradiolo e una diminuzione del progesterone in circolo nelle vacche
anziane [110]. Sempre in questa specie, sono stati condotti numerosi studi
volti a misurare le concentrazioni di estradiolo e progesterone nei fluidi
follicolari mettendoli in relazione ai livelli di atresia determinata in seguito
ad una valutazione morfologica [62, 358-363]. Da questi lavori &€ emerso
che la diminuzione dell’'estradiolo e, in alcuni casi, 'aumento del
progesterone sembrano essere marker attendibili del processo di atresia

follicolare.

INVECCHIAMENTO RIPRODUTTIVO PRECOCE NELLA DONNA

(PREMATURA INSUFFICENZA OVARICA)

Negli ultimi anni la riproduzione assistita ha contribuito a comprendere i
processi alla base dell’invecchiamento riproduttivo nella specie umana. E
ormai assodato che il deterioramento della funzionalita ovarica & un
processo continuo e graduale, di cui il primo segno € la bassa risposta
all'iperstimolazione ovarica e l'ultimo & la menopausa. Del tutto
recentemente & stato osservato che I'1-2% delle donne sotto i 40 anni e lo
0.1% delle donne sotto i 30 é affetto da un invecchiamento riproduttivo
precoce [364], caratterizzato dall’assenza della normale funzionalita

riproduttiva in seguito ad una prematura deplezione del pool dei follicoli
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primordiali. | segni riconoscibili di questa situazione sono I'amenorrea,
I'ipoestrogenismo ed elevati livelli di gonadotropine.

Le donne colpite dall'invecchiamento precoce presentano sintomi simili a
quelli riscontrabili durante la menopausa fisiologica [365], associati ad una
perdita di fertilita dovuta principalmente all’assenza di follicoli o, in altri
casi, allincapacita della popolazione follicolare di rispondere alla
stimolazione ormonale [366]. Il potenziale riproduttivo risulta essere quello
di una donna piu anziana, associato ad una maggiore incidenza di gemelli
dizigoti [367-370], di aneuploidia [371-373] e di aborti [374].
L’invecchiamento riproduttivo precoce sembra essere collegato ad un
invecchiamento prematuro generale [375]; pazienti con sindrome di
Werner, atassia teleangectasica, progeria di Hutchison-Gilford e sindrome
di Down generalmente sono sterili 0 vanno incontro ad una menopausa
precoce [376-379]. Altri studi hanno mostrato un’associazione tra la
menopausa precoce e una minore aspettativa di vita [380-382].

Le cause sono molte e di varia natura, incluse malattie autoimmuni,
condizioni iatrogeniche, infezioni e difetti genetici. Spesso
'invecchiamento precoce €& associato a mutazioni dei geni presenti sul
cromosoma X o sui cromosomi autosomici [365, 383-385].

Nei casi di invecchiamento precoce le gonadi presentano dimensioni
ridotte, superficie raggrinzita e aspetto cerebroide, tutte caratteristiche
dell’ovaio nella menopausa [386]. L’esame microscopico di ovaie raccolte

da donne soggette ad invecchiamento precoce, confermato da studi di
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ultrastruttura, ha mostrato un’alta concentrazione di fibre collagene e di
fibroblasti, disposti in modo eterogeneo, con zone piu 0 meno prive di
cellule [387]. Nell’80% dei casi non sono stati osservati follicoli, mentre in
tutti i campioni era presente un corpus albicans. La morfologia di questo
tipo di ovaie appare quindi simile a quella di ovaie in menopausa

fisiologica [387].

IPOFERTILITA’ PRECOCE NELLA BOVINA DA LATTE

L’attuale popolazione delle bovine da latte ad alta produzione & ipofertile
[388]; molti animali vengono, infatti, riformati dopo poche lattazioni, in
piena eta fertile, a causa di un precoce calo delle performance riproduttive
che si traduce in bassi tassi di gravidanza e alta percentuale di mortalita
embrionale.

Dalla letteratura emerge una situazione caratterizzata da un calo della
fertilita, contemporaneamente ad un significativo miglioramento genetico
finalizzato alla produzione di latte [389, 390]. Questa situazione di
ipofertilita dipende da fattori sanitari, fisiologici e manageriali che derivano
da alterazioni di diversi processi fisiologici, tra cui la gluconeogenesi, la
ripartizione dei nutrienti, la resistenza all’'insulina e lo stimolo dell’appetito
[391]. Presumibilmente questi cambiamenti avvengono in quanto offrono
dei vantaggi per quanto riguarda la produzione lattea, ma si rivelano

deleteri per le performance riproduttive [392]. Oltre allaumento della
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produzione di latte per animale, sembrano essere comunque coinvolti altri
fattori di tipo manageriale, tra i quali 'aumento delle dimensioni degli
allevamenti, la nutrizione inadeguata, la scorretta gestione delle
dinamiche riproduttive, 'aumento dell'incidenza di patologie e, in generale,
lo scarso interesse per il benessere dell’animale [393, 394].

| fattori coinvolti sono quindi molteplici e agiscono sia direttamente sia
indirettamente sull’apparato genitale femminile, in particolare sulla
gonade, e, di conseguenza, sulla qualita dell’ovocita [388, 395]. Il buono
stato dell’ambiente ovarico €&, infatti, una condizione essenziale perché
l'ovocita cresca e maturi correttamente, in modo da acquisire la
competenza al successivo sviluppo embrionale [396, 397].

Ad oggi, hon sono ancora per0o stati condotti studi dettagliati volti a
valutare i meccanismi cellulari e molecolari alla base di questa ridotta

fertilita.

MORFOLOGIA DELL’'OVAIO E COMPETENZA ALLO SVILUPPO

DELL’OVOCITA

Alla nascita, il “pool” di follicoli e ovociti sani presenti nelle gonadi
femminili della donna [398-400] e del bovino [71] (riserva ovarica) &
altamente variabile e diminuisce con I'avanzare dell’eta. Questo calo non
e solo quantitativo, ma anche qualitativo, in quanto la progressiva

diminuzione numerica dei follicoli si accompagna al decremento della
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qualita dei gameti femminili. Tutto questo, quindi, comporta che, negli
individui adulti, la riserva ovarica sia altamente variabile durante la vita
riproduttiva [71, 398-400].

Molti studi suggeriscono che un elevato numero di follicoli sia
positivamente associato ad una buona funzionalita ovarica e ad ottimali
livelli di fertilita, sia nella donna [401-406] che nella bovina [71, 108, 407-
410].

Ne consegue che il basso numero di follicoli non solo € indice di ridotta
funzionalita ovarica, di bassa competenza allo sviluppo del gamete
femminile e di livelli di fertilita suboptimali, ma anche dell'inadeguata
efficienza riproduttiva delle specie mono-ovulanti.

La modalita secondo cui l'alto numero di follicoli [71, 398] incide
positivamente sulla funzionalita ovarica, sulla qualita dell’ovocita e, piu in
generale, sulla fertilita non & del tutto nota, soprattutto perché non sono

stati ancora messi a punto adeguati modelli animali [411].

In accordo con quanto riportato in precedenza, anche in nostri recenti
studi abbiamo accertato una stretta relazione fra competenza allo sviluppo
del gamete femminile e morfologia dell’ovaio.

Partendo da una serie di osservazioni di carattere anatomico, condotte in
sede di macellazione sulle ovaie di bovine da latte, abbiamo classificato
questi organi in tre categorie ben distinte, caratterizzate dalla presenza di

un solo follicolo di diametro > 10 mm; di piu di 10 follicoli di diametro
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compreso fra 2 e 5 mm e nessun follicolo con diametro > 10 mm ed infine
meno di 10 follicoli di diametro di 2-5 mm e nessun follicolo con diametro
>10 mm.

Questa classificazione ci ha consentito di verificare che la qualita degli
ovociti provenienti dalla categoria di ovaie con meno follicoli &
significativamente inferiore a quella degli ovociti raccolti dalle altre due
categorie [412].

La popolazione ovarica € soggetta a numerose e complesse dinamiche
mediate da fattori intraovarici e sistemici. Sebbene non siano del tutto noti
i meccanismi e le molecole direttamente coinvolte in queste dinamiche, e
opinione comune che la presenza di un follicolo dominante possa
modulare lo sviluppo dellintera popolazione follicolare come pure la
crescita e la maturazione degli ovociti [56, 57].

Partendo da questi presupposti, in un successivo lavoro [413] abbiamo
focalizzato I'attenzione solo sul numero di follicoli antrali medi (2-6 mm di
diametro), dimostrando cosi che ovaie che presentano un numero di
follicoli antrali medi inferiore a 10 generano ovociti caratterizzati da una
bassa competenza allo sviluppo embrionale, ovaie Lo (Low
developmental competence), mentre gli ovociti isolati da ovaie con un
numero di follicoli antrali medi superiore a 10 presentano un’alta
competenza al successivo sviluppo embrionale ovaie Hi (High
developmental competence), confermando quindi i dati ottenuti in

precedenza.
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SCOPO DEL LAVORO

A partire da quanto descritto, lo scopo di questo lavoro € stato quello di
verificare se nella popolazione di bovine da latte ad alta produzione il
frequente e prematuro declino della fertilita che si osserva in eta
riproduttiva potesse essere ascrivibile ad un precoce invecchiamento
ovarico. A tal fine, abbiamo condotto una serie di studi volti ad analizzare
il quadro morfologico e funzionale della gonade e del gamete femminile,
anche attraverso la valutazione di parametri endocrinologici riconosciuti
come marcatori di un precoce declino riproduttivo, a partire dal quadro
d’apparente diminuzione della riserva ovarica (ovaie Hi e Lo).

Questo studio ci consentira di definire una relazione tra ipofunzionalita
riproduttiva e invecchiamento prematuro nella bovina da latte e ci
permettera di contribuire alla validazione di questa specie quale modello
per lo studio dei meccanismi coinvolti nella precoce involuzione ovarica

nella donna.
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DISEGNO SPERIMENTALE

Il nostro studio si & articolato in tre fasi. Nella prima fase, dopo aver
valutato lincidenza e [l'eta dei soggetti che presentavano ovaie
contraddistinte da un ridotto numero di follicoli antrali medi ( ovaie Lo)
nella popolazione di bovine da latte portate al macello, abbiamo
caratterizzato gli aspetti morfologici, macroscopici e microscopici di questi
organi, valutando le dimensioni e il peso, la consistenza delle riserve
follicolari ed il quadro isto-fisiologico, ponendo particolare attenzione al
grado di connettivizzazione ed allo stato di vascolarizzazione dell’organo.

L’invecchiamento ovarico &, infatti, caratterizzato, sia nella donna sia nella
bovina, da una diminuzione delle riserve follicolari e da un progressivo

aumento della componente stromale.

Nella seconda fase sono stati considerati gli aspetti funzionali dell’organo
e del gamete femminile.

Dall’analisi dei dati presenti in letteratura emerge che uno dei fattori
maggiormente coinvolti nei processi legati all'invecchiamento dei sistemi
cellulari & lo stress ossidativo, processo quest’ultimo che vede nel
mitocondrio uno degli organuli maggiormente esposti all’effetto delle
specie reattive dell’ossigeno (ROS).

Abbiamo quindi valutato la relazione tra lo stato di vascolarizzazione e

'espressione/funzione del sistema NO/eNOS, direttamente coinvolta
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nell’angiogenesi follicolare e nei processi che prevengono i danni causati
dalle ROS.

Abbiamo inoltre considerato un’altra molecola coinvolta nella protezione
dei sistemi cellulari dagli stress ossidativi, il glutatione (GSH), di cui
I'ovocita necessita per coordinare i processi di maturazione e singamia.
Per verificare il ruolo di queste due specie molecolari (NO, GSH), abbiamo
analizzato l'effetto della somministrazione di loro precursori durante la
maturazione in vitro dellovocita al fine di convalidare le pathway
metaboliche coinvolte nella perdita dell’efficienza riproduttiva.

Poiché I'invecchiamento dell’ovocita € accompagnato da alterazioni della
funzionalita mitocondriale, durante questa fase abbiamo caratterizzato la
popolazione di mitocondri negli ovociti provenienti dalle ovaie di tipo Lo.
Inoltre, i mitocondri rivestono un ruolo fondamentale nel processo di
formazione del fuso meiotico e segregazione dei cromosomi. Abbiamo
valutato I'incidenza dei fenomeni di aneuploidia al termine della meiosi,

come ulteriore indice del grado di compromissione di questi organuli.

Nella terza fase, a partire da quanto noto in letteratura riguardo ai profili
endocrinologici (ematici e follicolari), associati al prematuro
invecchiamento ovarico e alla menopausa nella donna, abbiamo condotto
uno studio comparativo delle concentrazioni di Estradiolo (E),

Progesterone (P4) e ormone anti-Mulleriano (AMH) nei liquidi follicolari
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In tutte le fasi dello studio, come controllo, sono stati considerati soggetti
appartenenti alla stessa razza ed intervallo d’eta delle bovine con ovaie
Lo, che presentavano ovaie morfologicamente normali, caratterizzate cioé

da un numero elevato di follicoli antrali medi (ovaie Hi).

60



Materiali e Metodi

MATERIALI E METODI

PRODOTTI CHIMICI E REAGENTI

| prodotti chimici ed i reagenti, dove non specificato diversamente, sono

stati acquistati presso la Sigma (St. Louis Mo, USA).

RACCOLTA E CLASSIFICAZIONE DELLE OVAIE

Le ovaie di bovino sono state raccolte in sede di macellazione (presso
INALCA JBS S.p.A., Ospedaletto Lodigiano, LO, IT 2270M) da vacche
preventivamente sottoposte a visita veterinaria ante-mortem, in accordo
con la normativa vigente (89/5567ECC e successive modifiche).

Le ovaie utilizzate per le analisi morfologiche, istochimiche,
immunoistochimiche e biochimiche sono state trasportate in ghiaccio,
mentre per tutte le altre analisi sono state trasportate a 26°C in soluzione
salina sterile.

In ciascun animale & stata valutata la morfologia della coppia di ovaie, che
sono state classificate in due categorie, come descritto in precedenza
[413]:

. Ovaie Lo (Low developmental competence): ovaie con meno di 10
follicoli antrali medi (2-6 mm di diametro) e assenza di follicoli =2 10 mm

(Figura 8);
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. Ovaie Hi (High developmental competence): ovaie con piu di 10
follicoli antrali medi (2-6 mm di diametro) (Figura 8);

Per entrambe le categorie di ovaie, la presenza del corpo luteo non &
stata presa in considerazione. Per questo studio sono state considerate

coppie di ovaie Hi o Lo provenienti dal medesimo animale.

Figura 8: esempio di ovaie di tipo Lo (sinistra) e di ovaie di tipo Hi
(destra).
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ANALISI MACROSCOPICA DELLE OVAIE

Per ogni organo e stato valutato, mediante I'utilizzo di un righello [149] il
diametro dei follicoli antrali visibili e si & proceduto alla registrazione del
numero di quelli antrali medi (2-6 mm).

Per ogni ovaio inoltre si sono valutati il peso e le dimensioni, intese come

lunghezza dell’asse maggiore e dell’asse minore dell’organo.

VALUTAZIONI ISTOLOGICHE ED ISTOCHIMICHE DELLE OVAIE

Analisi morfologiche e morfometriche

Per la valutazione dei follicoli preantrali e antrali precoci (< 2 mm di
diametro), ogni ovaio & stato diviso in due parti lungo I'asse maggiore
dell’organo, quindi ogni semi-ovaio € stata ulteriormente diviso in 4 parti di
dimensioni simili. Ogni campione é stato quindi fissato in fissativo B5 (Bio-
Optica S.p.A., Milano) per 12 ore, disidratato tramite un gradiente di alcoli,
chiarificato in xilene e incluso in paraffina.

Basandosi sull’approccio piu diffuso per stimare la quantita dei follicoli,
che prevede un campionamento del tessuto ovarico, seguito
dall'applicazione di un fattore di correzione [414], un campione per ogni
ovaio € stato tagliato serialmente al microtomo ogni 8 uym e la
quarantesima sezione raccolta e stata colorata con ematossilina-eosina

per la determinazione del numero e della qualita dei follicoli durante tutti

63



Materiali e Metodi

gli stadi della follicologenesi, secondo il protocollo descritto da Ireland e
coll. [415].

Sono stati contati soltanto i follicoli in cui era visibile il nucleo dell’ovocita,
quindi & stato stimato il numero totale di follicoli sani e atresici in ogni
stadio di sviluppo per ogni campione. In particolare, seguendo parametri
comunemente utilizzati in letteratura [57, 62], si sono considerati:

. Follicoli primordiali: follicoli in cui I'ovocita & circondato da uno
strato di cellule appiattite;

. Follicoli primari: follicoli in cui I'ovocita & circondato da uno strato di
cellule cubiche;

. Follicoli secondari: follicoli in cui 'ovocita & circondato da due o piu
strati di cellule della granulosa;

. Follicoli antrali precoci: follicoli in cui la cavita antrale ha gia iniziato
a formarsi, ma che non raggiungono i 2 mm di diametro;

Sono stati valutati come morfologicamente sani, i follicoli di forma
regolare, con cellule somatiche ordinatamente distribuite, prive di
vacuolizzazione citoplasmatica e/o nucleare e alterazioni della morfologia
della cromatina, con lamina basale completa e regolare e strato tecale
ben strutturato. L'ovocita doveva presentare una forma circolare, con
citoplasma omogeneo, senza vacuolizzazioni e la zona pellucida intatta.
Sono stati invece considerati danneggiati i follicoli che presentavano
almeno una delle seguenti alterazioni: cellule della granulosa distaccate

dalla membrana basale o dalla zona pellucida, numerosi nuclei picnotici,
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membrana basale raggrinzita o discontinua, ovociti deformati o
vacuolizzati e con cromatina addensata e ammassata, cellule della teca
interna scollate dall’area esterna del follicolo [62, 416, 417].

La conta istologica & stata quindi moltiplicata per un fattore di correzione
indicato in letteratura e pari a 320, dato dalla moltiplicazione del numero
indicativo dei piani di 8 ym della corticale ovarica (40) per il numero di
parti del semiovaio (4) per le 2 semiovaie [415] ed espresso per grammo

di tessuto ovarico.

Analisi istochimiche ed immunoistochimiche

Valutazione della vascolarizzazione perifollicolare e follicolare

Per valutare la distribuzione dei vasi nellovaio e quantificare i livelli di
vascolarizzazione dei follicoli antrali medi é stata utilizzata la Lectina BS-1
(isolata da Bandeiraea simplicifolia), in grado di legarsi in maniera
specifica ai residui di a-N-acetilgalattosamina e a-galattosio presenti nel
glicocalice delle cellule endoteliali [149].

| follicoli antrali medi sono stati isolati da frammenti di corticale, fissati
ed inclusi in gruppi, secondo il protocollo descritto in precedenza. La
valutazione morfologica dei follicoli e le successive indagini sono state
effettuate su una sezione corrispondente al diametro maggiore del

follicolo. Sono stati considerati solo follicoli che presentavano la
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membrana basale intatta, le cellule della granulosa correttamente
organizzate e con pochi nuclei picnotici e 'ovocita intatto [415-417]
Sezioni di follicoli antrali medi provenienti da ovaie Hi e Lo e di corticale di
ovaio sono state poste su vetrini trattati con Vectabond (Vector
laboratories, Burlingame, CA, USA) per aumentare I'aderenza del tessuto
ed incubate in metanolo con H,O, al 3% per eliminare I'attivita di eventuali
perossidasi endogene presenti nel tessuto che avrebbero potuto interferire
con la specificita della reazione.

Successivamente le sezioni sono state incubate per 2 ore a 37°C con
Lectina BS-1 biotinilata (Vector laboratories) alla concentrazione di 10
Mg/ml in tampone costituito da HEPES 10 mM e NaCl 0.15 M, lavate per
due volte nello stesso tampone e incubate per 30 minuti in una soluzione
contente il complesso avidina/biotina-perossidasi, secondo le istruzioni
della casa produttrice (Vectastain Elite ABC kit, Vector laboratories). La
reazione colorimetrica e stata sviluppata in presenza di diaminobenzidina
(DAB; Vector Laboratories), in qualita di cromogeno.

Dopo successivi lavaggi in acqua di fonte ed acqua distillata per bloccare
la reazione enzimatica, alcune sezioni sono state contro-colorate con il
colorante nucleare ematossilina QS (Vector laboratories), disidratate e
montate con un montante a secco (Poly-Mount, Polysciences Inc.,
Warrington, PA, USA).

Sulle sezioni destinate all’analisi semiquantitativa della lectina nei follicoli

antrali medi non & stata fatta alcuna contro-colorazione.
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Sezioni di aorta di bovino sono state utilizzate come controllo positivo
della reazione; per effettuare i controlli negativi, &€ stata omessa la Lectina

BS-1 biotinilata.

Valutazione dell’espressione dell’'ossido nitrico sintasi di tipo endoteliale
Per valutare la presenza del’eNOS nell’ovaio e localizzare e quantificare
la proteina nei follicoli antrali medi, sezioni di corticale ovarica e sezioni di
follicoli antrali medi provenienti da ovaie Hi e Lo sono state processate
secondo quanto descritto da Grazul-Bilska et al. [149].

Le sezioni sono state poste su vetrini trattati con Vectabond, come
descritto in precedenza, e sottoposte alla procedura di “smascheramento”
dei siti antigenici, mediante trattamento in pentola a pressione in presenza
di tampone citrato a pH 6.

Successivamente si € proceduto alla neutralizzazione delle perossidasi
endogena con le stesse modalita descritte per le lectine e all’incubazione
dei campioni in tampone fosfato (phosphate buffered saline, PBS)
addizionato di siero normale di capra al 10%, Triton X-100 allo 0.3% e
albumina sierica bovina (BSA) al 3% per 30 minuti per bloccare i legami
aspecifici dell’anticorpo secondario.

| vetrini sono stati quindi incubati per 30 minuti con un anticorpo anti-
eNOS specifico per il bovino, sviluppato in coniglio, e diluito 1:400 in PBS
addizionato di BSA all'1% e Triton X-100 allo 0.3%. Il riconoscimento

del’avvenuto legame antigene anticorpo € stato individuato tramite un
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anticorpo biotinilato diretto contro le IgG di coniglio (Vector laboratories)
diluito 1:400 in PBS addizionato di BSA al’1% e il complesso avidina-
biotina perossidasi (Vectastain Elite ABC kit - Vector laboratories). La
reazione colorimetrica € stata sviluppata mediante DAB, come descritto in
precedenza.

Per meglio evidenziare la localizzazione cellulare delleNOS nei vari
distretti del follicolo e nel tessuto stromale circostante, alcune sezioni sono
state contro-colorate con ematossilina QS. Sulle sezioni di follicoli antrali
medi, destinate all’analisi semiquantitativa non & stata fatta alcuna contro-
colorazione.

| controlli negativi sono stati effettuati omettendo I'anticorpo primario.

Quantificazione dei livelli di vascolarizzazione e dell’espressione
dell’eNOS nella parete dei follicoli antrali medi

Le analisi sono state condotte esclusivamente su follicoli
morfologicamente sani. Per ogni follicolo, sono stati fotografati 9 campi
scelti casualmente fra 3 sezioni seriali. Su ogni campo € stata determinata
la percentuale di area in cui era avvenuta la reazione colorimetrica rispetto
all'area totale [149], utilizzando il software di analisi del'immagine ImageJ
1.41g, (National Institutes of Health, USA) [418]. Brevemente, 'immagine
e stata convertita in scala di grigio ed e stato impostato un valore soglia

per identificare la colorazione specifica.
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Valutazione della componente connettivale perifollicolare

Sezioni di follicoli antrali medi di ovaie Hi e Lo sono state colorate con
Azan Tricromico (Bio-Optica), colorazione specifica per i connettivi,
secondo le indicazioni del produttore. Questa procedura permette di
evidenziare in rosso (tramite Azocarminio) la cromatina e quindi i nuclei
delle cellule e in rosso pallido i citoplasmi e in blu (tramite la miscela
policroma di Mallory) le fibre collagene del tessuto connettivo.
Successivamente, & stata calcolata la percentuale di follicoli
completamente circondati da uno spesso strato connettivale, rispetto ai
follicoli in cui 'addensamento di fibre collagene era nei limiti della norma,

cioe esiguo o del tutto assente, secondo quanto descritto da [138].

ANALISI DEGLI OVOCITI ED EMBRIOGENESI IN VITRO

Raccolta degli ovociti

| complessi ovocita-cumulo ooforo (COC), sono stati aspirati dai follicoli
antrali medi delle ovaie Hi e Lo secondo il seguente protocollo. Il
contenuto di ogni follicolo & stato aspirato in provette a fondo conico da 25
ml mediante un sistema di aspirazione COOK-IVF V-MAR 5100 (Cook,
Brisbane, QLD, Australia) ad una pressione negativa costante pari a 28
mm di Hg, cui & stato collegato un ago 16 G (Terumo lItalia SRL, Roma,

Italia). La procedura di aspirazione é stata effettuata utilizzando il medium
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M199D costituito da medium TCM199 addizionato con 0.4% di BSA
Frazione V (BSA FrV), HEPES 25 mM e 10 pg/ml di eparina, al fine di
evitare la formazione di coaguli. Il medium M199D é stato aggiunto in
ragione di circa 2 ml per ogni 10 ml di fluido follicolare aspirato.

Dopo la raccolta, i COC sono stati trasferiti in una piastra petri da 60 mm
contenente M119D e sono stati selezionati utilizzando uno
stereomicroscopio a 16 ingrandimenti, dotato di piastra termostatata
regolata a 38°C. | COC sono stati selezionati seguendo i criteri morfologici
comunemente accettati nelle pratiche di maturazione in vitro [419-422]. In
particolare sono stati utilizzati soltanto COC che presentavano un ovocita
con citoplasma omogeneo e di colore marrone chiaro, circondati da
cinque o piu strati completi di cellule del cumulo. Al termine della
selezione, i COC sono stati lavati due volte in 2 ml di medium M199D.
L’intera procedura € stata svolta in circa 30-45 minuti ad una temperatura

compresa fra i 35-38°C.

Determinazione del contenuto intracellulare di GSH nell’ovocita
denudato

Al fine di valutare la concentrazione intracellulare di GSH, i COC prelevati
da ovaie di tipo Lo e da ovaie di tipo Hi sono stati privati delle cellule del
cumulo mediante l'uso del vortex 35 Hz per 2 minuti, come
precedentemente descritto [235]. Gli ovociti denudati (OD) sono stati

sottoposti a tre lavaggi in PBS contenente 2 mg/ml di BSA. Sono quindi
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stati trasferiti singolarmente sotto uno stereomicroscopio sul fondo di una
provetta a fondo conico con una pipetta di piccolo calibro ed il PBS in
eccesso é stato rimosso tramite aspirazione. | campioni quindi sono stati
immersi per circa 3 secondi in azoto liquido e conservati a —80°C fino al
momento dell’analisi.

La valutazione del contenuto intracellulare di GSH & stata eseguita
mediante 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)-GSH reductase
recycling micro-GSH test secondo il protocollo descritto da Baker e coll.
[423] e successivamente modificato [235]. In particolare, le provette
contenenti gli ovociti sono state poste in ghiaccio e ad ogni provetta sono
stati aggiunti 50 pl di acqua deionizzata. Tutti i campioni sono stati
congelati in azoto liquido e successivamente scongelati. || contenuto di
ogni provetta € stato mescolato tramite vortex e centrifugato per 20
secondi a 12000 rpm. Questa procedura & stata ripetuta 3 volte.
Contemporaneamente sono stati preparati gli standard contenenti da 0 a
200 pmol di GSH in 50 pul di acqua. Sia gli standard che i campioni sono
stati tenuti in ghiaccio fino al momento in cui sono stati posti nella
micropiastra per la determinazione colorimetrica.

Successivamente sono stati aggiunti 50 pl di ogni campione e degli
standard in una micropiastra a 96 pozzetti. La miscela di reazione é stata
preparata aggiungendo DNTB 0.15 mM, NADPH 0.2 mM e 1.0 U/ml di
GSH reduttasi in tampone fosfato 0.1 M addizionato con EDTA 1 mM

(pH=7.8), come precedentemente indicato [235].
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Ad ogni pozzetto della piastra sono stati quindi aggiunti immediatamente
0.1 ml della soluzione di reazione e la piastra € stata analizzata a 405 nm
mediante un lettore di micropiastre (SpectraCount, Packard, USA); le

letture sono state ripetute ogni 2 minuti per un intervallo di 30 minuti.

Localizzazione immunocitochimica dell’eNOS nell’ovocita denudato
Dopo la raccolta, i COC selezionati dalle ovaie Lo e Hi sono stati privati
delle cellule del cumulo ooforo mediante dispersione meccanica operata
in vortex (35 Hz per 3 minuti), in provette a fondo tondo da 6 ml in
presenza di 500 ul di medium M199D.

Gli ovociti sono stati poi recuperati dalla provetta e trasferiti in una petri da
35 mm al fine di valutare la totale rimozione delle cellule del cumulo.

Gli OD sono stati lavati 2 volte per 5 minuti in PBS con 0.1% di
polivinilalcol (PBS/PVA) e fissati prima in PBS col 3% di paraformaldeide
per 20 minuti e successivamente in PBS con paraformaldeide al 3% e
contenente lo 0.3% di Triton X-100 per 10 minuti. Questo secondo
passaggio serve a permeabilizzare le membrane per consentire un miglior
accesso degli anticorpi.

Dopo la fissazione, i campioni sono stati lavati 3 volte per 5 minuti in
PBS/PVA e incubati in PBS contenente siero d’asino al 10%, BSA all'1% e
Triton X-100 allo 0.3% allo scopo di ridurre i siti di legame aspecifici. In
seguito sono stati incubati a 4°C per una notte in una soluzione di PBS

contenente 1% di BSA e 0.3% di Triton X-100 e I'anticorpo anti-eNOS (lo
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stesso utilizzato per I'immunolocalizzazione della proteina nelle sezioni
d’ovaio) diluito 1:400. Il giorno seguente sono stati lavati 2 volte per 10
minuti in PBS/PVA ed esposti agli anticorpi secondari di asino specifici per
le immunoglobuline di coniglio coniugati con tetrametil rodamina
isotiocianato (TRITC; Jackson immunoresearch laboratories, Inc., West
Grove, PA, USA) diluiti 1:100 in PBS/PVA per 30 minuti. Infine, dopo 2
lavaggi da 10 minuti in PBS/PVA al fine di eliminare gli anticorpi secondari
non legati, si & proceduto alla colorazione del DNA mediante 4',6-
Diamidino-2-fenilindolo (DAPI) di-lattato diluito 1 y g/ml in un montante
specifico per prevenire il decadimento della fluorescenza (Vectashield,
Vector laboratories). | controlli negativi sono stati effettuati omettendo
I'anticorpo primario.

Gli ovociti sono stati processati in sospensione utilizzando piastre a
quattro pozzetti contenenti 500 pl di soluzione, tutte le procedure sono
state eseguite a temperatura ambiente, tranne dove specificato
diversamente

L’osservazione dei campioni €& avvenuta tramite un microscopio
convenzionale ad epifluorescenza (Eclipse E 600, Nikon, Tokyo, Japan).
Ogni OD, ¢ stato fotografato e 'intensita della fluorescenza nell’ooplasma
corrispondente €& stata stimata utilizzando lo stesso software di analisi
dellimmagine indicato in precedenza. Brevemente, le immagini sono state
convertite in scala di grigio e i valori medi di grigio sono stati calcolati per

ogni ovocita.

73



Materiali e Metodi

Maturazione in vitro

| COC selezionati dalle ovaie Lo e Hi sono stati maturati in vitro nelle
seguenti condizioni, in accordo con il disegno sperimentale:

1. In presenza di Medium base, costituito da TCM-199 addizionato di
0.68 mM di L-glutamina, 0.2 mM di piruvato di sodio, 25 mM di NaHCOs3,
0.4% di BSA fatty-acid-free (FAF), 0.1 Ul/ml di FSH ricombinante umano

(rhFSH, Gonal-F, Serono, Roma, Italia). [235].

2. In presenza di Medium base addizionato con cisteamina 100 uyM
[220, 424].
3. In presenza di Medium base addizionato con 1 dei seguenti

donatori di Ossido Nitrico (NO):

. S-nitroso acetil penicillamina (SNAP) 100 uM [425];

. sodio nitroprusside (SNP) 10 uM [426];

Per ciascun trattamento sono stati messi in coltura gruppi di circa 15
COC, in 500 ul di medium di maturazione, in piastre da quattro pozzetti
(four-well dishes, NUNC, Roskilde, Danimarca) per 24 ore alla
temperatura di 38.5 °C in atmosfera umidificata e addizionata del 5% di

CO..

Fecondazione in vitro

Dopo 24 ore di maturazione in vitro (IVM), gli ovociti sono stati fecondati

utilizzando seme congelato (C.I.Z. S.Miniato, Pisa) come
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precedentemente descritto [235]. In breve, il seme e stato scongelato in
acqua ad una temperatura di 35°C per 60 secondi e la motilita degli
spermatozoi € stata valutata in microscopia a contrasto di fase, ponendo
circa 10 yl di seme su un vetrino portaoggetti pre-riscaldato a 38°C. In
ogni esperimento €& stato utilizzato solo seme che, allo scongelamento,
presentava una motilita superiore al 60%. Successivamente si €
proceduto alla separazione degli spermatozoi vitali, da quelli danneggiati,
utilizzando un gradiente discontinuo di Percoll 45-90%, costituito da 2 ml
di una soluzione di Percoll al 90% sormontato da 2 ml di una soluzione di
Percoll al 45%, in una provetta a fondo conico da 15 ml. Il Percoll & stato
diluito in medium Tyrode’s modificato addizionato di BSA-FAF allo 0.4%,
lattato di sodio 25 mM e piruvato di sodio 1 mM secondo Bavister et al.
(TALP, [427]). Dopo scongelamento il seme & stato caricato sulla
superficie del gradiente e centrifugato per 30 minuti ad una velocita di 700
g. Al termine della centrifugazione gli spermatozoi vitali, sedimentati sul
fondo della provetta, sono stati trasferiti in un’altra provetta a fondo conico
da 15 ml contenente 5 ml di medium TALP e centrifugati per ulteriori dieci
minuti a 500 g, al fine di rimuovere i residui di Percoll. Successivamente, il
surnatante é stato rimosso lasciando sul fondo della provetta un volume di
circa 150 pul di sospensione di spermatozoi vitali. I| seme cosi preparato é
stato mantenuto ad una temperatura di 38.5°C fino al suo utilizzo. Prima
della fecondazione la concentrazione degli spermatozoi in sospensione &

stata valutata mediante conta in camera di Neubauer. Infine un’aliquota
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della sospensione di spermatozoi & stata trasferita in 300 ul di medium di
fecondazione in una piastra a 4 pozzetti ad una concentrazione finale 0.75
x 10° spermatozoi/ml. || medium di fecondazione & costituito da medium
TALP contenente 0.6% di BSA-FAF, 10 pg/ml eparina per capacitare gli
spermatozoi [428], 20 uM penicillamina, 1 uM di epinefrina e 100 pM di
ipotaurina, quali fattori coadiuvanti la motilita [427].

Al termine dell'lVM, i COC sono stati trasferiti in medium di fecondazione
e incubati con gli spermatozoi per 16-18 ore ad una temperatura di 38.5°C

in atmosfera umidificata e modificata al 5% di CO..

Coltura in vitro

Dopo la fecondazione in vitro (IVF), i presunti zigoti sono stati lavati e
decumulati mediante vortex per 2 minuti in 500 pl di medium “Synthetic
Oviduct Fluid” (SOF, [429]) modificato e addizionato di 0.3% di BSA-FAF,
una soluzione di aminoacidi essenziali e non essenziali, 0.72 mM di
piruvato di sodio, 10 mM di HEPES e 5 mM di NaHCO:s.

In sequito gli zigoti sono stati coltivati in vitro (IVC) in 500 ul di medium di
coltura costituito da SOF addizionato con una soluzione di aminoacidi
essenziali e non essenziali, 0.72 mM di sodio piruvato, 2.74 mM di
mioinositolo, 0.34 mM di citrato di sodio, 5% di siero bovino e tamponato
con 25 mM di NaHCOs;. Gli embrioni sono stati quindi coltivati per 7 giorni
ad una temperatura di 38.5°C in atmosfera di gas umidificata e composta

dal 5% CO2, 5% O ed il 90% No.
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Valutazione dei parametri di sviluppo e qualita embrionale dopo
somministrazione di cisteamina durante IVM

Negli esperimenti che hanno portato alla valutazione dell’effetto della
cisteamina somministrata in maturazione, la capacita di sviluppo nei
diversi gruppi sperimentali €& stata determinata sulla base della
percentuale di embrioni che hanno raggiunto lo stadio di 2-4 cellule e della
percentuale di quelli che hanno raggiunto lo stadio di blastocisti
rispettivamente 48 ore (d+2) e 186 ore (d+8) dall'inizio della fecondazione.
Al termine del periodo di coltura, le blastocisti sono state fissate in
metanolo al 60% in PBS e colorate con ioduro di propidio come
precedentemente descritto [430]. La qualita degli embrioni & stata quindi
valutata attraverso la conta del numero dei nuclei, indicativi della quantita
di blastomeri, mediante osservazione con microscopio rovesciato a

fluorescenza, a 400 ingrandimenti (Olympus IX50, Tokyo, Giappone).

Valutazione dei parametri di sviluppo e qualita embrionale dopo
somministrazione di molecole donatrici di NO durante IVM

Dopo 186 ore dall’inizio della fecondazione sono state valutate, in ciascun
gruppo sperimentale, la percentuale di embrioni che aveva raggiunto lo
stadio di blastocisti e la percentuale di blastocisti sgusciate, mediante
osservazione allo stereo microscopio a 16 ingrandimenti. Inoltre, per

valutare il numero totale di cellule per blastocisti, la percentuale di nuclei
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apoptotici (quale marker di un avanzato stadio di apoptosi) e la
percentuale di cellule caspasi-positive (come indicatore precoce di
apoptosi), & stato utilizzato il CaspaTag Pan-Caspase in situ Assay Kkit,
Fluorescein (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA; [431]). Questo kit &
basato sull'utilizzo di inibitori specifici dell’attivita delle caspasi che si
legano irreversibilmente con le caspasi attive presenti all’interno delle
cellule e sono coniugati con carbossifluoresceina e pertanto in grado di
emettere una fluorescenza verde. In seguito all'incubazione di 1 ora a
38.5°C con il 5% di CO; in presenza degli inibitori dell’attivita delle
caspasi, gli embrioni sono stati lavati, fissati e i nuclei dei blastomeri
colorati con propidio ioduro.

Questi esperimenti sono stati ripetuti 8 volte per la maturazione in

presenza di SNAP e 5 volte per la maturazione in presenza di SNP.

Analisi del cariotipo degli ovociti

Al termine delle 24 ore di IVM in Medium base, i COC raccolti dalle ovaie
Hi e dalle ovaie Lo sono stati decumulati meccanicamente mediante
vortex al fine di poter selezionare quindi solo gli ovociti che presentavano
il globulo polare, come segno del raggiungimento dello stadio di Metafase
della seconda divisione meiotica (Mll).

| campioni sono stati processati secondo le indicazioni riportate da

Takeuchi [432] e modificate in collaborazione con il Dott. Pietro Parma del
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Laboratorio di Citogenetica del Dipartimento di Scienze Animali
dell’Universita degli Studi di Milano.

Gli ovociti sono stati posti in una soluzione ipotonica (0.075 M di KCI) per
20 minuti e trasferiti stati trasferiti delicatamente in un pozzetto contenente
metanolo, acido acetico e acqua deionizzata in proporzione 5:1:4 per 5
minuti. Successivamente sono stati fatti cadere da un’altezza di 5 cm su
un vetrino bagnato in acqua di fonte, riscaldato a 37°C e inclinato di 45° in
10 ul del medesimo fissativo al fine di separare i cromosomi e ottenere
una piastra metafasica leggibile. Dopo che la goccia si & diffusa, gli
ovociti, ormai adesi al vetrino, sono stati ricoperti con metanolo,e acido
acetico in proporzione 3:1. | vetrini sono stati immersi completamente nel
medesimo fissativo per 10 minuti e trasferiti in metanolo, acido acetico :e
acqua deionizzata in proporzione 3:3:1 per 1 minuto e lasciati ad
asciugare all’aria per tutta la notte.

La colorazione dei cromosomi & stata effettuata con una soluzione al 4%
di GIEMSA per 15 minuti, seguita da abbondanti lavaggi con acqua di
fonte e deionizzata. Prima della lettura, i vetrini sono stati lasciati ad
asciugare a 37°C per 30 minuti e montati con montante a secco Poly-
Mount (Polysciences Inc.).

La lettura delle piastre metafasiche e il conteggio dei cromosomi sono
stati effettuati in campo chiaro, con un microscopio Leica all’ingrandimento
40X, utilizzando il software Leica CW4000 Karyo (Leica Microsystems,

Wetzlar, Germania).
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Ogni lettura & stata effettuata da due operatori in tempi diversi e
'esperimento & stato replicato per 6 volte. L’allestimento dei preparati, &

avvenuto a 26°C, tranne quando diversamente specificato [433].

Valutazione dell’attivita mitocondriale

L’analisi dell'attivita mitocondriale & stata condotta su ovociti isolati da
ovaie Hi e Lo, sia al momento dell'isolamento dal’ambiente ovarico, che
dopo IVM (medium Base), mediante [l'utilizzo di specifici coloranti
mitocondriali fluorescenti. In particolare sono stati utilizzati MitoTracker
FM Green (MTG, Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
che é in grado di legarsi ai mitocondri indipendentemente dal loro
potenziale di membrana ed e pertanto utilizzato come misura relativa della
massa mitocondriale [434, 435] e MitoTracker Orange CMTMRos (MTO,
Invitrogen) il cui legame dipende dalla presenza di un potenziale di
membrana mitocondriale (Ay) [436-438].

Brevemente, gli ovociti sono stati privati delle cellule del cumulo ed
incubati per 30 minuti in presenza di MTG 300 nM e MTO 200 nM a
38.5°C in atmosfera umidificata e al 5% di CO,. Dopo l'incubazione gli
ovociti sono stati lavati velocemente in PBS/PVA, montati su vetrino ed
immediatamente osservati al microscopio ad epifluorescenza (Eclipse E
600, Nikon) esponendo i preparati a lunghezza d’onda di 488 nm e 546
nm, specifiche rispettivamente per MTG ed MTO. Per ciascun campione

sono state acquisite immagini digitali per entrambi i coloranti fluorescenti
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che sono state utilizzate per la quantificazione della fluorescenza relativa
mediante il programma di analisi del’'immagine ImageJ.

In particolare in ogni campione €& stato calcolato il rapporto della
fluorescenza relativa tra i due coloranti (Ratio MTO/MTG) quale misura

del Ay indipendente dalla massa [439].

ANALISI DEI LIQUIDI FOLLICOLARI

Raccolta dei liquidi follicolari

| fluidi follicolari sono stati aspirati dai follicoli antrali di 2-6 mm di diametro
con una siringa da 2 ml munita di ago da insulina. Il liquido raccolto e stato
centrifugato a 10000 rpm per 30 secondi al fine di eliminare tutte le cellule
follicolari. Successivamente si &€ proceduto alla raccolta del surnatante che
e stato stoccato in aliquote e conservato a -20°C. Per la determinazione di
AMH, E; e P4 sono stati raccolti pool di liquidi aspirati da 5/6 follicoli antrali
medi provenienti da gruppi di 3-5 ovaie appartenenti alla medesima

categoria.

Quantificazioni ormonali

L’analisi quantitativa di E; e P4 & stata effettuata su 400 pl di liquido
follicolare tramite radioimmunoassay (RIA).

La quantificazione del’lAMH é stata effettuata tramite I'’Active Mullerian

Inhibiting Substance/Anti-Mullerian Hormone ELISA kit (Diagnostic
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Systems Laboratories, Webster, Texas, USA), un kit per il dosaggio
immunoenzimatico dellAMH nel siero umano, utilizzato anche nel topo
[333] nel ratto [440] e recentemente validato per [I'utilizzo nel liquido
follicolare del bovino [319, 340, 411]. L'AMH & stato misurato su 10 pl
prelevati da un pool di liquidi follicolari raccolti da coppie di ovaie diluiti
1:200 [411]. | campioni, eseguiti in doppio, sono stati fatti reagire con un
substrato costituito da anticorpo anti-AMH presente sul fondo dei pozzetti
di una piastra 96-well. Il legame é stato rilevato con un secondo anticorpo
anti-AMH biotinilato e una successiva reazione colorimetrica con un
complesso streptavidina-perossidasi e tetrametilbenzidina. La piastra &
stata quindi analizzata mediante un lettore di piastre Multiskan Reader MS
(LMTX Lab Systems, Inc., Virginia, U.S.A.) alla lunghezza d’onda di 450

nm.

ANALISI STATISTICA

| risultati di ogni esperimento sono stati sottoposti ad analisi della varianza

(SPSS 17.0; Chicago, lllinois, USA) seguiti dal Fisher's LSD test. | valori di

probabilita inferiori allo 0.05 sono stati considerati statisticamente

significativi.
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RISULTATI

DISTRIBUZIONE DELL’ETA’ DEI SOGGETTI CON FENOTIPO Lo

Sul totale degli animali analizzati il 93% era rappresentato da soggetti di
razza Frisona con un’eta compresa trai 2 e i 18 anni. Come indicato nella
Figura 9, non sono state osservate evidenti differenze nella distribuzione
tra categoria Lo e categoria Hi. Per le successive indagini sono stati
considerati solamente i soggetti con un’eta compresa tra i 4 e gli 8 anni
che rappresentavano il 68% degli animali in entrambe le categorie e di cui

il 96% era di razza Frisona.
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Figura 9: distribuzione dell’eta degli animali da cui sono state isolate le
ovaie in sede di macellazione. Il 68% degli animali (evidenziati dal

rettangolo) ha un’eta compresa trai 4 e gli 8 anni.
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ANALISI MACROSCOPICA DELLE OVAIE

La valutazione macroscopica delle ovaie € stata effettuata su 24 paia di
ovaie di tipo Lo e 14 paia di ovaie di tipo Hi.

Le ovaie di tipo Lo sono risultate piu piccole di quelle di tipo Hi, come
dimostrato dal minor peso e dalle dimensioni inferiori, calcolate misurando
i diametri maggiori e minori degli organi (Figura 10); 'ovaio Lo possiede in
media 4.51 £ 3.05 follicoli del diametro compreso frai 2 e i 6 mm, mentre
le ovaie della categoria Hi sono caratterizzate da un numero di follicoli
antrali medi decisamente superiore, pari a 31.93 + 13.89 (Tabella 1).

Le ovaie di tipo Lo sono caratterizzate da una consistenza fibrosa,
apprezzabile alla palpazione, e una superficie omogenea, di colore chiaro.
Si apprezzano residui cicatriziali di vecchi follicoli e/o corpi lutei (corpora
albicantes).

Sia nelle ovaie Hi che nelle ovaie Lo la midollare dellorgano é

caratterizzata da una ricca rete di capillari sanguigni.
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Follicoli
N
Ovaie antrali
ovaie
medi/ovaio
Lo 48 451 +3.05
Hi 28 31.93 +13.89

Tabella 1: distribuzione dei follicoli antrali medi nelle due popolazioni di

ovaie. | dati sono espressi come media * deviazione standard.
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Figura 10: analisi macroscopica della morfologia delle ovaie di tipo Lo e
Hi. | grafici rappresentano il peso (A) e le dimensioni degli assi maggiore
(B) e minore (C) delle ovaie | valori sono espressi come media * errore
standard e sono analizzati mediante ANOVA, seguita da Fisher protected
LSD test. L'asterisco indica una differenza statisticamente significativa per

quanto riguarda ogni parametro valutato (P < 0.001).
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VALUTAZIONI ISTOLOGICHE ED ISTOCHIMICHE

Analisi morfologiche e morfometriche

La valutazione morfologica e morfometrica della popolazione follicolare &
stata effettuata su 22 campioni di ovaie Lo raccolti da 11 animali e 20
campioni di ovaie Hi raccolti da 10 animali.

Le analisi quantitative della popolazione follicolare hanno evidenziato che
le ovaie Lo hanno un numero di follicoli significativamente inferiore rispetto
alle ovaie Hi, considerando i preantrali e gli antrali di diametro < ai 2 mm
(rispettivamente 1444.30 £ 349.24 follicoli/g e 2734.68 + 505.94 follicoli/g,
P < 0.05). In particolare, valutando i singoli stadi di sviluppo, non esistono
differenze significative, tranne che nella popolazione dei follicoli primordiali
(671.8 £ 222.83 follicoli/g nelle ovaie Lo rispetto a 1751.26 + 369.67
follicoli/g nelle Hi, P < 0.001; Figura 11-A).

L’analisi quali-quantitativa della popolazione follicolare (Figura 12) ci ha
permesso di osservare che nelle ovaie Lo i follocoli primordiali sono piu
frequentemente atresici rispetto alla stessa classe dei follicoli Hi
(rispettivamente 74.85 = 8.79% e 50.10 + 6.99%, P < 0.05). La
percentuale di follicoli antrali precoci atresici €& significativamente

maggiore nelle ovaie Hi rispetto alle ovaie Lo (Figura 11-B).
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Figura 11: analisi quantitativa della popolazione follicolare nelle ovaie di
tipo Lo e di tipo Hi. | grafici rappresentano il numero di follicoli per grammo
di ovaio (A) e la percentuale di atresia (B) nella popolazione dei follicoli
preantrali e antrali precoci.

| valori sono espressi come media + errore standard e sono analizzati
mediante ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test. In ogni grafico, a,

b, ¢, d indicano differenze statisticamente significative (p < 0.05).
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Figura 12: Follicoli a vari stadi di sviluppo: primordiali (A, B), primari (C,
D), secondari (E, F) e antrali precoci (G, H). Le immagini di sinistra (A, C,

E, G) mostrano follicoli morfologicamente sani, mentre le immagini di
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destra (B, D, F, H) presentano follicoli agli stessi stadi della follicoligenesi,
ma con evidenti segni morfologici di regressione atresica, quali assenza
della membrana basale (B), distacco del follicolo dalle cellule stromali
circostanti (D, E, F) e danni a carico dellovocita (F). Le barre

corrispondono a 50 ym.
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Analisi istochimiche ed immunoistochimiche

Valutazione della vascolarizzazione perifollicolare e follicolare

L’indagine istochimica effettuata utilizzando la Lectina BS1 biotinilata,
specifica per il riconoscimento dei residui di a-N-acetilgalattosamina e a-
galattosio presenti nel glicocalice delle cellule endoteliali, ha permesso di
evidenziare sia i vasi sanguigni presenti nello stroma ovarico che quelli
organizzati nei comparti tecali dei follicoli. Dal punto di vista qualitativo
non si sono osservate particolari differenze nella distribuzione dei vasi a
livello della regione stromatica dell’'organo (Figura 13-A).

L’analisi semi-quantitativa della vascolarizzazione dei follicoli antrali medi
effettuata sul comparto tecale di 5 follicoli provenienti da 3 animali con
entrambe le ovaie di tipo Hi e di 8 follicoli da 3 animali con entrambe le
ovaie di tipo Lo, ha indicato I'area di legame con Lectina BS1, indicativa
del grado di vascolarizzazione, € significativamente inferiore nei follicoli
provenienti da ovaie Lo rispetto alle ovaie Hi (rispettivamente 7.83 +
1.62% e 15.86 + 3.16%; P < 0.05; Figura 13-B).

Infine, le Lectine BS-1 hanno riconosciuto anche residui glucidici presenti
nel citoplasma di ovociti di follicoli ai primi stadi di sviluppo (da primordiale
a secondario), con una localizzazione eterogenea e differente in intensita,
mentre negli ovociti dei follicoli antrali la positivita & limitata alla zona
pellucida. La GV e risultata invece sempre negativa.

| controlli negativi non hanno mostrato segni di positivita.
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Figure 13: Localizzazione della lectina BS-1 a livello follicolare.

(A): immagini rappresentative della localizzazione del legame con la
Lectina BS-1 in un follicolo pre-antrale (sinistra) e in un follicolo antrale
medio (destra); le frecce indicano le cellule endoteliali dei vasi sanguigni,
le punte di freccia indicano la positivita della zona pellucida; le barre
corrispondono a 50 um. (B): il grafico descrive la percentuale di area che
presenta positivita per il legame con le Lectine BS-1 e quindi il livello di
vascolarizzazione dei follicoli antrali medi isolati da ovaie di bovino di tipo
Lo e Hi; i valori sono espressi come media + errore standard e sono
analizzati mediante ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test;
I'asterisco indica una differenza statisticamente significativa (P < 0.05).
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Valutazione dell’espressione dell’'ossido nitrico sintasi di tipo endoteliale
L’analisi immunoistochimica, condotta mediante anticorpi specifici per
'eNOS, ha permesso di verificare che la proteina € espressa durante tutta
la follicologenesi. Nei follicoli preantrali, a partire dal follicolo primordiale,
'eNOS ¢ localizzato nel citoplasma dell’'ovocita e delle cellule follicolari e
nei capillari della parete del follicolo, dove il segnale & particolarmente
intenso (Figura 14-a). Nei follicoli antrali, sia precoci che medi, la proteina
e presente nel citoplasma di alcune cellule della murale, immediatamente
adese alla membrana basale del follicolo (Figura 14-b, c) e, nei follicoli
medi, anche a livello del cumulo ooforo (Figura 14-d).

In tutte le classi, il citoplasma dell’ovocita presenta una leggera positivita
che, talvolta, si estende anche al nucleo (Figura 14-d) Inoltre I'eNOS é
presente nell’endotelio dei vasi dello strato tecale (Figura 14-c).

La colocalizzazione di eNOS e Lectine BS-1 (Figura 14-e, f) conferma che
eNOS e espresso anche nell’endotelio vasale. | controlli negativi non
hanno mostrato alcuna colorazione sulle sezioni.

Non sono state rilevate differenze nella localizzazione delleNOS nelle
ovaie Lo e Hi sia a livello follicolare che stromale.

Al contrario, I'analisi semi-quantitativa condotta su 10 follicoli provenienti
da 4 animali con ovaie Hi e su 10 follicoli provenienti da 6 animali con
ovaie Lo, a livello delle cellule della granulosa e della teca interna,
valutata sulla percentuale di area positiva rispetto alla superficie totale del

campione, ha evidenziato che i follicoli isolati dalle ovaie Lo esprimono
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eNOS in maniera significativamente inferiore rispetto ai follicoli isolati da
ovaie Hi (rispettivamente 6.18 + 0.94% e 11.34 £ 0.85%, P < 0.001; Figura

15).
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Figura 14: localizzazione della proteina eNOS nei follicoli primordiali e
primari (a), in un follicolo antrale precoce (b), nella parete di un follicolo
antrale medio (c), in un complesso cumulo-ovocita (d). Le frecce
mostrano I'intensa colorazione dei capillari sanguigni (a, b, ¢, ), mentre le
punte di freccia indicano la presenza delleNOS nelle cellule murali e del

cumulo (¢, d). La co-localizzazione delleNOS (e) e delle Lectine BS-1 (f),
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come indicato dalle frecce, conferma la specificita delleNOS per

'endotelio vasale dei capillari sanguigni. Le barre corrispondono a 50 um.
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Figura 15: espressione proteica delleNOS nelle cellule della teca e della
granulosa di follicoli antrali medi, morfologicamente sani, isolati da ovaie
Lo e da ovaie Hi.

Il grafico rappresenta la percentuale di area che mostra positivita in
seguito alla reazione immunoistochimica. | valori sono espressi come
media £ errore standard e sono analizzati mediante ANOVA, seguita da
Fisher protected LSD test. L’asterisco indica wuna differenza

statisticamente significativa (P < 0.001).
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Valutazione della componente connettivale perifollicolare

Per la valutazione dei livelli di connettivizzazione perifollicolare, sono stati
presi in considerazione 27 follicoli isolati da 11 ovaie di tipo Lo e 23
follicoli isolati da 10 ovaie di tipo Hi. La colorazione istochimica Azan
tricromica ha permesso di evidenziare che tutti i follicoli,
indipendentemente dalle ovaie di provenienza, sono immersi in uno
stroma in cui sono presenti fasci di fibre collagene; tuttavia, in alcuni casi, i
fasci di fibre formano uno strato compatto e visibilmente apprezzabile che
circonda in modo piu o meno completo il follicolo (Figura 16-A). Questo
ispessimento € maggiormente presente intorno ai follicoli delle ovaie di
tipo Lo rispetto ai follicoli delle ovaie di tipo Hi (rispettivamente nel 57.27 +

12.92% e nel 16.67 + 7.03%; P < 0.05; Figura 16-B).
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Figura 16: valutazione dell'ispessimento connettivale intorno ai follicoli
antrali medi morfologicamente sani isolati da ovaie Lo e Hi, in seguito a
colorazione con Azan tricromico.

Le immagini (A) mostrano un follicolo circondato da una regolare
distribuzione di fibre collagene (sinistra) e un follicolo avvolto da un
evidente ispessimento di fibre di collagene (destra; freccia); la barra
corrisponde e 100 um.

Il grafico (B) mostra la percentuale di follicoli completamente o
parzialmemte circondati da un ispessimento connettivale sul totale dei
follicoli considerati. | valori sono espressi come media * errore standard e
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sono analizzati mediante ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test.

L’asterisco indica una differenza statisticamente significativa (P < 0.05).
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ANALISI DEGLI OVOCITI E PRODUZIONE IN VITRO DI EMBRIONI

Determinazione del contenuto intracellulare di GSH nell’ovocita
denudato

Alla raccolta, i gameti isolati dai due tipi di ovaie mostrano un contenuto di
GSH simile, mentre, come si pud osservare dalla Tabella 2, dopo 24 h di
maturazione, il contenuto di questo tiolo & significativamente superiore
negli ovociti isolati da ovaie di tipo Hi, mentre non é stato osservato alcun
aumento significativo del contenuto di GSH nei gameti di tipo Lo. La
presenza di cisteamina nel medium di coltura durante 24h di IVM induce
in entrambi i tipi di ovociti un aumento significativo della concentrazione di
GSH, portando il quantitativo presente nei gameti isolati dalle ovaie Lo ai

livelli di quello contenuto negli ovociti raccolti da quelle di tipo Hi.

N Tempo O h N Tempo 24 h
Lo 65 4.31+0.41° 55 4.36 £ 0.31°
Lo+cisteamina - - 80 9.88+0.77°
Hi 85 4.51+£0.42°% 65 6.59 + 0.39°
Hi+cisteamina - - 85 10.45 + 0.88°

Tabella 2: contenuto di GSH (pmol/ovocita) all'interno di ovociti isolati da
ovaie Lo e Hi, alla raccolta e coltivati in vitro per 24 ore sia in presenza
che in assenza di cisteamina 100 uM. | valori sono espressi come media +
ES.( ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test). a,b, e c indicano

differenze significative (P < 0.05)
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Localizzazione immunocitochimica dell’eNOS nell’ovocita denudato

L’analisi condotta mediante immunofluorescenza su 38 ovociti raccolti da
ovaie Lo e 39 ovociti raccolti da ovaie di tipo Hi ha permesso di verificare
che, come gia dimostrato mediante le indagini immunoistochimiche
condotte su sezione, 'eNOS si presenta diffuso in maniera omogenea
nellooplasma e, in alcuni campioni, localizzato anche a livello di
membrana della vescicola germinale (Figura 17). Tuttavia la quantita di
proteina, valutata tramite analisi dellimmagine, non é risultata differente
tra le due popolazioni di ovociti (54.61 + 2.28 per le Lo e 51.70 + 1.38 per

le Hi; P > 0.05).

Figura 17: immunolocalizzazione del’leNOS. La vescicola germinale &
visibile in (a) colorata con DAPI. La proteina & uniformemente distribuita
nellooplamsa con una maggiore intensita in corrispondenza della

vescicola germinale (b, freccia). La barra corrisponde a 50 pm.
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Valutazione dei parametri di sviluppo e qualita embrionale dopo
somministrazione di ciste amina durante IVM

Come presentato in Tabella 3, 'aggiunta di cisteamina al medium di
maturazione induce un aumento significativo del numero di ovociti isolati
da ovaie Lo in grado di raggiungere lo stadio di blastocisti che, tuttavia,
rimane significativamente inferiore alla percentuale di blastocisti ottenute
dagli ovociti isolati dalle ovaie di tipo Hi. Questi ultimi, infine, non risentono

della presenza del precursore del GSH nel medium di maturazione.
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%
’ % Blastocisti
) ° _ . . Blastocisti Numero
Trattamenti % Divisi sul totale
ovociti sui divisi cellule
(d+2) (d+8)
(d+8)
Lo 201 86.9+13% 72+19° 6.2 +1.6° 849+6.9
Lo + b b
] ] 196 843+3.17 242+38 201 +29 96.5+6.2
cisteamina
Hi 212 94.9+05° 36.1+26° 342+24° 889+54
Hi + b
) . 218 96.4 +1.2° 34.6+3.9° 33.3+3.8° 998158
cisteamina

Tabella 3: effetti

della somministrazione di

cisteamina durante la

maturazione di COC prelevati da ovaie Lo e Hi. | valori sono espressi

come media + ES (ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test).

a,b,c indicano differenze significative (P < 0.05).
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Valutazione dei parametri di sviluppo e qualita embrionale dopo

somministrazione di molecole donatrici di NO durante IVM

SNAP

L’effetto dell’aggiunta di SNAP durante la maturazione in vitro dell’ovocita
e stata valutata su un pool di 232 COC raccolti da ovaie Lo, di cui 120
assegnati al gruppo trattato con SNAP e 112 al gruppo di controllo
negativo e 237 COC raccolti da ovaie di tipo Hi, di cui 119 assegnati al
gruppo trattato con SNAP e 118 COC al gruppo di controllo negativo.

Gli ovociti isolati dalle ovaie Lo hanno mostrato una ridotta potenzialita di
sviluppo embrionale rispetto agli ovociti isolati dalle ovaie Hi, calcolata
sulla percentuale di blastocisti ottenute dopo 7 giorni di cultura in vitro
(13.66 + 2.86% e 29.84 £ 5.65%, rispettivamente; P < 0.05; Figura 18-A).
L’aggiunta di SNAP al medium di maturazione ha portato un modesto
aumento della percentuale di blastocisti ottenute dagli ovociti raccolti dalle
ovaie Lo, portandola a valori statisticamente simili a quelli ottenuti dagli
ovociti raccolti da ovaie Hi (2042 + 43% e 29.84 = 5.65%,
rispettivamente; P > 0.05; Figura 18-A), mentre non ha avuto alcun effetto
sulla percentuale di blastocisti ottenute degli ovociti raccolti da ovaie Hi
(Figura 18-A). D’altra parte la percentuale di blastocisti sgusciate risulta
significativamente diminuita negli ovociti provenienti da ovaie Hi che

vengono maturati in presenza di SNAP.
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Inoltre la somministrazione di SNAP ha aumentato la percentuale di
blastocisti sgusciate ottenute dagli ovociti isolati dalle ovaie Lo, anche se
non in modo statisticamente significativo (Figura 18-A).

Dal punto di vista qualitativo (Figura 19), non sono state osservate
differenze rispetto al numero di cellule per blastocisti (Figura 18-B), come
pure rispetto alla percentuale di cellule caspasi-positive, indice di apoptosi
precoce (valutati mediante Il CaspaTag Pan-Caspase in situ Assay kit) sia
in presenza che in assenza del NO donor SNAP durante la maturazione in
vitro (Figura 18-C).

Al contrario, la valutazione dei quadri di apoptosi avanzata, effettuata
mediante l'intercalante nucleare ioduro di propidio, ha messo in evidenza
che I'aggiunta di SNAP diminuisce in modo significativo la percentuale di
cellule con nuclei apoptotici nelle blastocisti derivate da ovociti raccolti da
ovaie Lo, rendendola paragonabile a quanto osservato nelle ovaie Hi

(Figura 18-C).
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Figura 18: Effetto della somministrazione di SNAP durante I'lVM sulla
capacita di sviluppo embrionale di ovociti isolati da ovaie Lo e Hi.

(A) effetto della somministrazione di SNAP sulla percentuale di blastocisti
e sulla percentuale di blastocisti sgusciate. | valori sono espressi come
media £ errore standard e sono analizzati mediante ANOVA, seguita da
Fisher protected LSD test.

a, b indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05) nella
percentuale di blastocisti.

¢, d indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05) nella
percentuale di blastocisti sguasciate.

(B) effetto della somministrazione di SNAP sul numero di cellule per
blastocisti. | valori sono espressi come media £ errore standard e sono
analizzati mediante ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test.

Non esistono differenze statisticamente significative tra i gruppi
sperimentali.

(C) effetto della somministrazione di SNAP sulla percentuale di nuclei
apoptotici e di cellule caspasi-positive per blastocisti. | valori sono
espressi come media * errore standard e sono analizzati mediante
ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test.

a, b indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05) nella

percentuale di nuclei apoptotici per blastocisti.
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Figura 19: analisi qualitativa delle blastocisti tramite CaspaTag Pan-
Caspase in situ Assay kit. | nuclei totali e apoptotici (caratterizzati da
cromatina condensata e degradata; punte di freccia) sono visibili in (A)
colorati di rosso con il propidio ioduro, mentre le cellule caspasi-positive
(frecce) sono visibili in (B), colorate di verde con fluoresceina. In (C) &
visibile la sovrapposizione delle immagini precedenti. La barra corrisponde

a 50 um.
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SNP

L’effetto dell’aggiunta di SNP durante la maturazione in vitro e stato
valutato su un pool di 169 COC raccolti da ovaie Lo, di cui 83 assegnati al
gruppo trattato con SNP e 86 al gruppo di controllo negativo e 137 COC
raccolti da ovaie di tipo Hi, di cui 78 assegnati al gruppo trattato con SNP
e 95 COC al gruppo di controllo negativo.

L’aggiunta di SNP al medium di maturazione non ha influenzato né la
percentuale di blastocisti né la percentuale di blastocisti sgusciate,
ottenute dagli ovociti isolati da entrambi le categorie di ovaie (Figura 20-
A).

Dal punto di vista qualitativo, non sono state osservate differenze nel
numero di cellule per blastocisti (Figura 20-B), come pure nella
percentuale di cellule caspasi-positive e di cellule con nuclei in avanzato
stato di apoptosi, come evidenziato dalla morfologia dei nuclei colorati con

propidio ioduro (Figura 20-C).
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Figura 20: Effetto della somministrazione di SNP durante I''VM sulla
capacita di sviluppo embrionale di ovociti isolati da ovaie Lo e Hi.

(A) effetto della somministrazione di SNP sulla percentuale di blastocisti e
sulla percentuale di blastocisti sgusciate. | valori sono espressi come
media £ errore standard e sono analizzati mediante ANOVA, seguita da
Fisher protected LSD test.

a, b indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05) nella
percentuale di blastocisti; ¢, d indicano differenze statisticamente
significative (P < 0.05) nella percentuale di blastocisti sgusciate.

(B) effetto della somministrazione di SNP sul numero di cellule per
blastocisti. | valori sono espressi come media + errore standard e sono
analizzati mediante ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test. Non
esistono differenze statisticamente significative tra i gruppi sperimentali.
(C) effetto della somministrazione di SNP sulla percentuale di nuclei
apoptotici e di cellule caspasi-positive per blastocisti. | valori sono
espressi come media * errore standard e sono analizzati mediante
ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test.

a, b indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05) nella

percentuale di nuclei apoptotici per blastocisti.
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Analisi del cariotipo degli ovociti

L’analisi del cariotipo, effettuata su 40 ovociti raccolti da ovaie Lo e 57
ovociti raccolti da ovaie Hi, maturati in vitro, ha rivelato che i gameti
raccolti dalle ovaie Lo hanno una percentuale di aneuploidia
significativamente maggiore degli ovociti raccolti dalle ovaie Hi (59.89

13.58 e 20.75 £ 3.91%, rispettivamente; P < 0.05; Figura 22 e Figura 23).
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Figura 22: immagini rappresentative dei cromosomi (sinistra) e dei relativi
cariogrammi (destra) ottenute da ovociti raccolti da ovaie Lo e Hi, dopo
maturazione in vitro.

(A) esempio di assetto cromosomico euploide (30,X) da un ovocita isolato
da un ovaio Hi.

(B) esempio di assetto cromosomico ipoploide (29,X) da un ovocita isolato
da un ovaio Lo; la freccia rossa indica il cromosoma mancante.

(C) esempio di assetto cromosomico iperploide (32,X) da un ovocita

isolato da un ovaio Lo; il cerchio blu indica i due cromosomi in eccesso.
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Figura 23: analisi del cariotipo negli ovociti maturati in vitro, raccolti da
ovaie di tipo Lo e di tipo Hi.

(A) percentuale di aneuploidia nelle piastre metafasiche di ovociti dopo
IVM; i valori sono espressi come media + errore standard e sono
analizzati mediante ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test.

L’asterisco indica una differenza statisticamente significativa (P < 0.05).

116



Risultati

Valutazione dell’attivita mitocondriale

L’analisi dell’attivita mitocondriale € stata condotta su 42 ovociti isolati da
ovaie Hi e 30 ovociti isolati da ovaie Lo.

| risultati, riportati in Figura 24, sono stati ottenuti mediante I'utilizzo di
coloranti fluorescenti specifici per i mitocondri, ed evidenziano che al
momento dell'isolamento dall’ambiente ovarico gli ovociti derivanti da
ovaie Hi sono caratterizzati da un Ratio MTO/MTG, indice delA
mitocondriale, significativamente piu elevato rispetto agli ovociti isolati da
ovaie Lo. Questo rapporto decresce significativamente nel corso dell'lVM,
fino ad arrivare a valori simili per entrambe le categorie dopo 24 ore di
coltura.

Come illustrato in Figura 24 A e B, i mitocondri sono distribuiti in modo
eterogeneo nella zona corticale dellovocita. Non sono state rilevate
differenze nella localizzazione dei mitocondri nelle due categorie di

gameti, né al momento dell’isolamento, né in seguito a IVM.
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Figura 24: analisi dell’attivita mitocondriale in ovociti immaturi (O ore) e
allo stadio di metafase Il (24 ore), raccolti da ovaie Lo e da ovaie Hi.

(A-B) immagini esemplificativa della distribuzione della popolazione di
mitocondri totali (A) e della popolazione di mitocondri attivi (B) negli
ovociti immaturi. La barra corrisponde a 50 ym.

(C) Rapporto tra la fluorescenza relativa di MTO e MTG nelle due
popolazioni di ovociti provenienti da ovaie di tipo Hi e Lo. | valori sono
espressi come media = errore standard e sono analizzati mediante
ANOVA, seguita da Fisher protected LSD test.

a, b, c indicano una differenza statisticamente significativa (P < 0.05).
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VALUTAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE FOLLICOLARE DI

PROGESTERONE, ESTRADIOLO E ORMONE ANTI-MULLERIANO

Come mostrato nei grafici della Figura 21, la concentrazione di
progesterone, valutata mediante RIA, & risultata essere significativamente
maggiore nei liquidi follicolari aspirati dalle ovaie Lo rispetto a quella dei
liquidi raccolti dalle ovaie Hi (95.35 = 11.23 e 57.87 + 11.99 ng/ml,
rispettivamente; P < 0.05; Figura 21-A). Al contrario la concentrazione di
estradiolo & risultata essere maggiore nei fluidi follicolari delle ovaie Hi
rispetto a quelli delle Lo (4.58 + 0.86 e 2.53 + 0.25 ng/ml, rispettivamente;
P < 0.05; Figura 21-A). Il rapporto estradiolo/progesterone & quindi
superiore nei follicoli delle ovaie Hi rispetto ai follicoli delle ovaie Lo (0.28
+ 0.08 e 0.04 = O, rispettivamente; P < 0.05; Figura 21-B). L’analisi di
questi profili ormonali & stata effettuata su 5 campionamenti per ogni

popolazione ovarica.

L’analisi della concentrazione di AMH, valutata mediante ELISA kit, ha
dimostrato come questo ormone sia significativamente maggiore nei
liquidi follicolari delle ovaie di tipo Hi, rispetto alle ovaie di tipo Lo (584.25
+ 34.70 e 354.64 + 77.80, rispettivamente; P < 0.05; Figura 21-C). La
quantificazione dellAMH & stata effettuata su 17 campioni raccolti da

ovaie Lo e su 25 campioni raccolti da ovaie Lo.
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Figura 21: Concentrazione di Ez, P4 € AMH nei liquidi follicolari raccolti da
follicoli antrali medi appartenenti ad ovaie Lo e Hi.

(A) concentrazione di P, ed Ey; i valori, espressi come media + errore
standard, sono stati analizzati mediante ANOVA, seguita da Fisher
protected LSD test.

a, b indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05) nella
concentrazione di P4.

¢, d indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05) nella
concentrazione di Ej.

(B) rapporto tra E; e P4 nei liquidi follicolari; i valori, espressi come media
t+ errore standard, sono stati analizzati mediante ANOVA, seguita da
Fisher protected LSD test.

a, b indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05).

(C) concentrazione di AMH nei liquidi follicolari; i valori, espressi come
media + errore standard, sono stati analizzati mediante ANOVA, seguita
da Fisher protected LSD test.

a, b indicano differenze statisticamente significative (P < 0.05).
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DISCUSSIONE

Le nostre ricerche ci hanno permesso di caratterizzare alcuni eventi
cellulari e molecolari coinvolti nella scarsa competenza allo sviluppo
embrionale di ovociti raccolti da bovine che presentavano ovaie con un
ridotto numero di follicoli antrali medi (ovaie Lo).

L’eta e la razza degli animali da cui sono state raccolte le ovaie Lo,
gli aspetti morfo-funzionali dell’ovaio e degli ovociti e la valutazione
di alcuni parametri endocrinologici indicativi di un declino
riproduttivo ci hanno permesso di delineare un quadro indicativo di

un prematuro invecchiamento della gonade femminile.

Le bovine da latte ad alta produzione presentano problemi di ipofertilita
caratterizzati da alterazioni dei cicli estrali (a volte completamente assenti,
a volte anovulatori, a volte non manifesti), dovuti per lo piu a patologie
ovariche o a scarsa attivita del corpo luteo. Presentano, inoltre, difficolta di
impianto e di successivo sviluppo embrionale, che secondo alcuni autori
potrebbero essere imputabili ad una scarsa qualita dell’ovocita. Infine, fra
le cause di ipofertilita, vanno considerate anche l'incapacita dell’utero e/o
della placenta di sostenere la gravidanza. Per i motivi qui sopra elencati,
questi soggetti vengono riformati, pur essendo in eta fertile [388, 395,

441].
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Questa ricerca ha preso spunto da quanto osservato nel corso di due
precedenti studi condotti nel nostro laboratorio [412, 413], nei quali
abbiamo dimostrato che gli ovociti raccolti da ovaie con un numero ridotto
di follicoli medi antrali (< 10 - ovaie Lo) presentano una competenza al
successivo sviluppo embrionale inferiore a quella degli ovociti raccolti da
ovaie con un numero di follicoli superiore a 10 (ovaie Hi).

Partendo da queste osservazioni, durante la prima fase della ricerca
abbiamo stabilito che le ovaie Lo appartengono a bovine di razza Frisona
Italiana di un’eta compresa fra i 4 e gli 8 anni, le quali, dal punto di vista
cronologico, dovrebbero essere ancora in piena attivita riproduttiva.

In questo contesto, € interessante notare che, sebbene presso la struttura
alla quale ci rivolgiamo, arrivino bovine di un’eta compresa fra i 2-18 anni,
il 68% di esse corrisponde a soggetti di eta compresa fra i 4-8 anni; di

queste il 96% appartiene alla razza Frisona.

Ci siamo quindi dedicati alla valutazione di alcuni aspetti morfologici,
macroscopici € microscopici, delle ovaie di tipo Lo, prendendo in
considerazione le dimensioni e il peso, la consistenza delle riserve
follicolari ed il quadro isto-fisiologico, con particolare attenzione al grado di
connettivizzazione ed allo stato di vascolarizzazione dell’organo.

Queste indagini ci hanno permesso di ipotizzare, anche sulla base di dati
presenti in letteratura, per lo piu nella specie umana, che le gonadi da noi

studiate presentano caratteristiche tipiche degli organi invecchiati.
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Le ovaie di tipo Lo, infatti, hanno dimensioni e peso inferiori rispetto a
quelle di tipo Hi, consistenza fibrosa e colore molto chiaro dovuti
allabbondanza della componente stromale. Le osservazioni
macroscopiche trovano riscontro nelle analisi microscopiche, sia
istologiche che istochimiche, che evidenziano la presenza di spessi e
disordinati fasci di fibre collagene, soprattutto a livello della parte profonda
della corticale dell’organo.

Quadri simili sono stati descritti nelle ovaie di donne in menopausa o
affette da precoce invecchiamento ovarico [387, 442-446].

Nella donna, I'ovaio invecchiato € piu piccolo, come si puo chiaramente
osservare tramite ecografia vaginale [442, 443] o tramite un esame
istologico [447]. Presenta un aspetto raggrinzito [447], diverse alterazioni
della vascolarizzazione [448], pud contenere granulomi, cicatrici ialine e
cisti da inclusione epiteliale [447] attribuibili a processi di rimodellamento
del corpus albicans [449]. Presenta, inoltre, aree prive di epitelio
germinativo che lasciano esposto lo stroma sottostante [450]. Un altro
aspetto interessante dellovaio invecchiato €& rappresentato dalle
alterazioni della vascolarizzazone, dovute a depositi di collagene e
glicogeno nella parete dei vasi con conseguente diminuzione del lume
[444]. Si osservano inoltre variazioni numeriche e strutturali delle

anastomosi arteriose [448].
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Le dimensioni dell’ovaio invecchiato dipendono principalmente dal numero
e dalle dimensioni dei corpora albicantia, che derivano dall’involuzione dei
corpi lutei. Sono strutture allungate, composte nella parte centrale da
fibroblasti che producono collagene, da macrofagi sia nella parte centrale
sia in quella periferica e da miofibroblasti localizzati nella parte periferica
[444]; queste strutture permangono nell’ovaio per molti anni.

Durante la vita riproduttiva, la corticale e la midollare ovarica possono
essere facilmente distinte: nella corticale sono presenti i follicoli a vari
stadi di sviluppo, nella midollare & presente tessuto connettivo lasso con
fibre elastiche, qualche miocita, vasi ematici e linfatici e nervi [447].
Nell’ovaio invecchiato, invece, la distinzione tra corticale e midollare non &
piu cosi netta e la corticale tende a ridursi. L'ovaio risulta impoverito di
follicoli e composto prevalentemente da tessuto fibroso, corpora
albicantia, vasi e nervi. La perdita di follicoli e i diversi cambiamenti
dell’ovaio sono dovuti principalmente a fenomeni apoptotici [451-454].
Quadri del tutto sovrapponibili sono stati descritti nelle gonadi femminili di
soggetti affetti da un invecchiamento precoce dellorgano in eta fertile

[387].

Le analisi microscopiche effettuate su sezioni di ovaie Hi e Lo hanno
evidenziato che alla riduzione del numero dei follicoli antrali medi
corrisponde un decremento dell’intera popolazione follicolare. La corticale

delle ovaie Lo appare depauperata di strutture follicolari, anche
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appartenenti agli stadi piu precoci della follicologenesi, infatti il numero di
follicoli preantrali e antrali precoci, rapportata alle dimensioni dell’ovaio di
provenienza, € inferiore del 50% rispetto a quello delle ovaie Hi. E’
interessante notare che questa grossa differenza €& imputabile alla
diminuzione della riserva di follicoli primordiali.

Accanto alle variazioni quantitative, si osservano anche variazioni
qualitative della popolazione di follicoli primordiali; le percentuali di
degenerazione follicolare sono decisamente elevate (circa 75%) rispetto a
quanto osservato durante gli altri stadi della follicologenesi e nelle ovaie di
tipo Hi (circa 50%).

Lavori precedenti hanno valutato i tassi di atresia durante Ia
follicologenesi, evidenziando, sempre nei follicoli primordiali, percentuali
molto maggiori (95%) rispetto a quelle calcolate in questo studio, a parita
di eta dellanimale [71]. Questa discrepanza potrebbe essere dovuta
all’'approccio piu accurato utilizzato nei nostri studi per valutare gli aspetti
di atresia.

La deplezione follicolare che si osserva con l'avanzare dell’eta nella
donna & un fatto ormai assodato; per spiegarla sono stati proposti modelli
matematici [106, 400] che dimostrano come questo fenomeno subisca
un’accelerazione intorno ai 37-38 anni [78, 106, 400]. Tuttavia i
meccanismi attraverso i quali avviene questo processo non sono stati

ancora del tutto chiariti.
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Del tutto recentemente & stato osservato che questo fenomeno
corrisponde a un aumento della densita dei vasi sanguigni a livello dello
strato piu superficiale della corticale ovarica [455].

Si e ipotizzato che sia la stessa scomparsa dei follicoli primordiali ad
indurre un aumento della vascolarizzazione, oppure che intervengano
fattori angiogenici secreti dai follicoli in crescita. Sebbene, infatti, durante
'invecchiamento ovarico si osservino frequenti fenomeni di atresia dei
follicoli attivati, posti nello stato piu profondo della corticale [129], i fattori
angiogenetici secreti dai capillari delle cellule tecali in regressione
potrebbero permanere nello stroma e diffondere fino alla corticale [455].

In alternativa, questo fenomeno potrebbe essere considerato una risposta
ai processi di ialinizzazione che si osservano nei vasi della midollare e
dello strato piu profondo della corticale con I'avanzare dell’eta [456] che
porta ad una obliterazione del lume e conseguente riduzione dell’apporto
di ossigeno [457].

Partendo da questi possibili meccanismi €& stato ipotizzato che
lincremento dei fenomeni angiogenici nella corticale delle gonadi
invecchiate potrebbe consentire il passaggio di segnali regolatori
dellarresto e della crescita dei follicoli, prodotti localmente, quali il
testosterone, 'AMH, il “kit-ligand”, il “growth differentiation factor 9” ed altri
[458]. Questi fattori potrebbero quindi attivare i follicoli primordiali e
contribuire alla deplezione follicolare che si osserva con I'avanzare dell’eta

[400]. D’altra parte, mediante modelli murini transgenici, & stato dimostrato
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che la soppressione dell’attivazione follicolare € un fenomeno necessario
per preservare la riserva ovarica. La perdita di funzionalita di una delle
molecole inibitorie, tra cui “phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome 10” (PTEN), Foxo3a, p72 e foxl2 determina un’attivazione
prematura e irreversibile del pool dei follicoli primordiali fino ad un
esaurimento della riserva; questo potrebbe essere una delle cause della

precoce perdita di funzionalita dell’ovaio di mammifero [73, 76, 459].

Dopo aver preso in considerazione la morfologia delle ovaie, nella
seconda fase di questo studio abbiamo cercato di valutare possibili
alterazioni funzionali dellorgano e del gamete che potessero essere alla
base della ridotta qualita degli ovociti che derivano dai follicoli delle ovaie
con fenotipo Lo. La qualita dell’ovocita &, infatti, strettamente correlata
all’ambiente in cui il gamete stesso cresce e si differenzia [13, 460, 461].
Disturbi dellovogenesi dovuti a fattori ambientali o a cambiamenti nello
stato di salute o nella fisiologia materna possono compromettere la qualita
dellovocita, causando arresti dello sviluppo embrionale, riduzione della
fertilita e difetti epigenetici che si ripercuotono sulla salute della progenie.
Tra i molti i cambiamenti che possono verificarsi nel’ambiente ovarico nel
corso della vita riproduttiva, le alterazioni della vascolarizzazione
perifollicolare e follicolare possono giocare un ruolo determinante [75,

137, 462].
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Le nostre ricerche hanno evidenziato che i follicoli antrali medi delle ovaie
Lo presentano una vascolarizzazione perifollicolare ridotta rispetto a quelli
delle ovaie Hi. Poiché la qualita dellovocita dipende dalla quantita di
ossigeno che riceve dai capillari tecali attraverso le cellule della granulosa,
il liquido follicolare e la zona pellucida, nonché dal giusto apporto di fattori
nutrizionali, di crescita e gonadotropine [147], possiamo ipotizzare che la
scarsa qualita dei gameti proveniente dalle ovaie di tipo Lo sia
riconducibile all'incapacita dei follicoli di provenienza di sviluppare un
sufficiente apporto ematico.

Nella donna, indagini ultrasonografiche hanno permesso di caratterizzare
la popolazione follicolare in base alla vascolarizzazione. Da questi studi &
emerso che ci sono follicoli nei quali 'apporto ematico €& variabile [140,
463], limitato ad alcune aree del follicolo o addirittura assente [156, 464,
465]. Inoltre, la situazione vascolare in un ovaio pud essere estremamente
eterogenea [464]. Quando lo stato di vascolarizzazione perifollicolare &
stato messo in relazione con l'esito dei cicli di fecondazione in vitro, &
stata osservata una correlazione positiva [140-142]. L’analisi di ovociti
maturati in vivo ha inoltre mostrato differenze significative nella
percentuale di gameti con anomalie del citoscheletro e aneuploidie
provenienti da follicoli omogeneamente vascolarizzati (<5%) e da follicoli
scarsamente vascolarizzati (>35%) [156, 466].

L’angiogenesi e la degenerazione dei capillari durante la crescita del

follicolo, € stata descritta anche nella specie bovina, dove si € visto come
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uno spostamento dell’equilibrio verso I'uno o l'altro di questi fenomeni
rifletta differenze nel microambiente follicolare, determinando il destino del
follicolo stesso [137, 462]. Inoltre, studi recenti hanno dimostrato come |l
mantenimento della vascolarizzazione e un appropriato apporto ematico
siano essenziali per stabilire la dominanza del follicolo; solo un follicolo
dominante con un buon grado di vascolarizzazione puo avere possibilita di
raggiungere la maturazione finale e ovulare [467].

Nella donna, la ridotta vascolarizzazione perifollicolare rappresenta uno
dei fattori ambientali sicuramente coinvolti nella senescenza [138, 155].
Infatti, le alterazioni osservate in ovociti maturi isolati da donne anziane,
quali anomalie del fuso meiotico e dei cromosomi, ricordano la situazione
osservata in gameti raccolti da donne giovani, ma il cui follicolo di
provenienza presenta una ridotta vascolarizzazione e un minor contenuto
di ossigeno [155, 156]. D’altra parte, sempre nella donna, la diminuzione
del flusso ematico nell'area perifollicolare [129, 157] porta a un aumento
della concentrazione di VEGF nel liquido follicolare [158-160] e questo &
probabilmente il sintomo di una sovraespressione trascrizionale da parte
delle cellule della granulosa e della teca stimolate dall’”’hypoxia-inducible
factor-1”, per prevenire I'esaurimento dell’ossigeno e la morte cellulare
[161, 162]. L’hypoxia-inducible factor-1 &, infatti, un fattore di trascrizione
prodotto dalle cellule della granulosa e della teca come risposta allo
stimolo delle gonadotropine [163] e attivato da basse concentrazioni di

ossigeno [164]; questo fattore gioca un ruolo centrale nella regolazione
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dei processi angiogenetici dellovaio [160] e nella crescita dei follicoli
[165]. L'incapacita delle cellule della granulosa e della teca di compensare
l'ipossia anche in presenza di elevati livelli di VEGF potrebbe essere
dovuta ad una minore sensibilita delle cellule endoteliali al fattore di
crescita oppure ad un aumento della distanza tra il letto capillare
perifollicolare e il follicolo stesso, come confermato da studi istologici
condotti su sezioni di ovaio di donne in eta avanzata [138].

Partendo quindi dall’ipotesi formulata in base alla descrizione
macroscopica dell’ovaio, secondo la quale le ovaie di tipo Lo potrebbero
appartenere a soggetti affetti da un precoce invecchiamento riproduttivo,
abbiamo valutato se la ridotta vascolarizzazione, accertata mediante
l'utilizzo della Lectina BS-1, fosse accompagnata anche da ipertrofia
connettivale dell'area perifollicolare, la quale potrebbe contribuire a creare
una barriera fisica che impedisce il corretto apporto di nutrienti e ossigeno
nell’ambiente follicolare.

L’indagine istochimica ha effettivamente permesso di verificare che quasi
il 60% dei follicoli antrali medi delle ovaie Lo & circondato da un
ispessimento dello stroma connettivale circostante e che questo é
presente solo nel 20% dei follicoli delle ovaie Hi.

Queste osservazioni sono in accordo con diversi studi dove é stato
osservato che le ovaie di donne in menopausa come pure quelle affette
da “premature ovarian failure” presentano un assottigliamento della

corticale che difficiimente si distingue dalla midollare, anche per la

132



Discussione

riduzione del numero di follicoli e la presenza di un’abbondante quantita di
tessuto fibroso [387, 444].

Secondo la nostra ipotesi quindi, alla base della ridotta competenza degli
ovociti provenienti dalle ovaie Lo potrebbe esserci una condizione di
ipossia nellambiente follicolare, che potrebbe portare ad alterare i
meccanismi che controllano lo stress ossidativo causando quindi
sofferenza per I'ovocita.

Questa situazione & aggravata anche dal fatto che, al termine della fase di
crescita, I'ovocita presenta un aumento del metabolismo ossidativo [205].
La produzione di energia &, infatti, fondamentale per ovociti ed embrioni
ed € necessaria per supportare lo sviluppo durante le fasi embrionali pre-
impianto. La generazione di energia da parte della cellula dipende
soprattutto dalla fosforilazione ossidativa, un processo che utilizza
I'ossigeno quale substrato. L’'ossigeno diventa, cosi, un indice dell’attivita
metabolica totale degli ovociti e degli embrioni [468]. Utilizzando modelli di
coltura embrionale in vitro, &€ stato dimostrato che la sovra-produzione di
ROS intracellulari durante le prime fasi di sviluppo embrionale si
ripercuote sul metabolismo ed € dannosa per la sopravvivenza embrionale
[173, 469].

Poiché molte ricerche in ambito biologico e clinico sostengono il
coinvolgimento dei danni da stress ossidativo nell’invecchiamento ovarico

[89], in questa fase abbiamo valutato la capacita degli ovociti di
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proteggersi dagli stress ossidativi, attraverso la quantificazione del
glutatione (GSH) [207].

I GSH viene sintetizzato durante la maturazione dell’ovocita [219-223] e
rappresenta il principale meccanismo di difesa non enzimatico dell’ovocita
stesso contro i radicali dellossigeno [207]. La sua sintesi inizia con la
ripresa della meiosi e termina con l'arresto dell’ovocita in Mll [470, 471].
L’accumulo di GSH ottenuto al completamento della meiosi & inoltre
essenziale nella formazione del pronucleo maschile al momento della
fecondazione [470] e favorisce lo sviluppo dell’embrione pre-impianto
[219, 472]. Poiché urn’insufficiente difesa dallo stress ossidativo viene
messa in relazione con la bassa qualita e vitalita embrionale, la quantita di
GSH nellovocita diventa un fattore critico, in quanto il suo livello
diminuisce in seguito alla fecondazione e rimane basso durante le prime
fasi di sviluppo embrionale [473].

Sebbene non siano state riscontrate differenze nella concentrazione di
GSH negli ovociti provenienti da ovaie Lo e Hi al momento del loro
isolamento, dopo 24 ore di maturazione €& stato osservato un
innalzamento significativo del contenuto della molecola negli ovociti
provenienti da ovaie Hi indicando un coinvolgimento dei meccanismi di
sintesi/accumulo del GSH. Infatti, la somministrazione di un precursore
come la cisteamina durante la maturazione in vitro, & in grado di

recuperare, anche se solo parzialmente, il contenuto di GSH negli ovociti
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Lo e di indurre un aumento significativo della capacita di sviluppo
embrionale degli ovociti Lo.

Alterazioni della concentrazione del GSH ed in generale dei sistemi
antiossidanti sono fortemente legate alle disfunzioni associate
all'invecchiamento [209]. Infatti, con il progredire dell’eta, si osserva un
graduale abbassamento dei livelli cellulari di GSH [210-212],
probabilmente in seguito a una diminuzione dell’attivita delle g-
glutamilcisteina ligasi e delle glutatione sintetasi [213], della g-cistationasi
[214] e della glutatione reduttasi [215, 216]. Bassi livelli di GSH sono,

infatti, stati descritti in ovociti di topi invecchiati [474].

Diversi studi suggeriscono che il NO, analogamente al GSH, & coinvolto
nella prevenzione dei danni dovuti allinvecchiamento, grazie alla sua
capacita di eliminare le ROS [172, 425, 475]. Infatti la somministrazione di
NO pud determinare una riduzione dei danni causati dall’invecchiamento
dell’ovocita, quali alterazioni delle dinamiche dei microtubuli, esocitosi dei
granuli corticali e indurimento della zona pellucida, mentre la
somministrazione di inibitori delle NOS causa un peggioramento di tutti
questi parametri [425]. Il NO €& quindi in grado di prevenire
I'invecchiamento dell’ovocita funzionando anche da antiossidante, vista la
sua capacita di interagire con le specie reattive dellossigeno e altri

radicali.
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I NO & una molecola ubiquitaria e una componente fondamentale del
microambiente dell'ovocita dalla follicologenesi fino alle prime fasi dello
sviluppo embrionale [288]. Insieme all’enzima deputato alla sua sintesi,
'eNOS, media importanti processi fisiologici quali la follicologenesi, la
steroidogenesi, l'ovulazione, la maturazione dell'ovocita e lo sviluppo
embrionale [244, 476], oltre ad essere coinvolto nell’angiogenesi
follicolare.

Partendo quindi da questi presupposti, abbiamo voluto verificare se e
come il sistema delleNOS/NO fosse coinvolto nell’acquisizione della
competenza allo sviluppo degli ovociti raccolti dalle ovaie di tipo Lo,
caratterizzate da un basso numero di follicoli antrali e con evidenti segni di
invecchiamento precoce.

Le nostre indagini hanno evidenziato che 'eNOS é presente durante tutta
la follicologenesi, sia nelle ovaie Lo che in quelle Hi, senza alcuna
apparente differenza rispetto alla sua localizzazione nei vari distretti dei
follicoli. Nei follicoli preantrali, a partire dal follicolo primordiale, 'eNOS &
localizzato nel citoplasma dell’ovocita e delle cellule follicolari e dove
presente, anche nelle cellule tecali e nei vasi che le circondano. Nei
follicoli antrali la proteina & presente nel citoplasma di alcune cellule della
granulosa, soprattutto a livello della murale e del cumulo ooforo. In tutti gli
stadi della follicologenesi, il citoplasma dell’'ovocita presenta una leggera

positivita che, talvolta, si estende anche al nucleo.
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| nostri risultati completano le osservazioni condotte da Pires sempre nel
bovino [278], introducendo wuna piu dettagliata descrizione della
localizzazione della proteina durante la follicologensi in questa specie. Nel
bovino, infatti, la proteina eNOS era gia stata identificata nelle cellule
endoteliali dei vasi dei follicoli soprattutto dominanti [149], oltre che nelle
cellule della granulosa durante tutta la follicologenesi, nel corpo luteo e
nell’epitelio germinativo [278].

L’eNOS ¢é espresso nelle ovaie, oltre che di bovino [149, 278, 477], anche
di ratto [275, 285, 478], di maiale [277, 479], di topo [276, 480] e di ovino
[148, 481].

La localizzazione delleNOS osservata in questo lavoro trova riscontro in
quanto descritto nel ratto da Jablonka-Shariff [275]. In questo studio, gli
autori riportano la presenza di eNOS nelle cellule della teca e della
granulosa di follicoli di animali trattati con gonadotropina del siero di
cavalla gravida (PMSG), mentre, negli animali che non hanno subito il
trattamento, solo le cellule della teca risultano positivamente marcate,
suggerendo che l'espressione di questa proteina avvenga con modalita
diverse durante la crescita e lo sviluppo del follicolo.

Risultati analoghi a quelli ottenuti nel ratto sono stati ottenuti anche nel
maiale. Diversi lavori hanno infatti dimostrato la presenza di eNOS in tutti i
follicoli, a partire dallo stadio primordiale, con un aumento del segnale nei
follicoli antrali [277, 479, 482]. In questi studi pero la positivita per eNOS &

limitata agli ovociti, alle cellule della teca e ai vasi sanguigni. Nessun
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segnale & stato evidenziato nelle cellule del cumulo ooforo. Questa
discrepanza rispetto ai nostri risultati potrebbe essere dovuta alla
differenza di specie e/o all’eta degli animali esaminati. Per lo studio
condotto nel maiale infatti non sono state utilizzate ovaie provenienti da
animali adulti, come nei nostri esperimenti, bensi ovaie di animali
prepuberi (con meno di 10 mesi d’eta), non ancora ciclanti, confermando
ulteriormente il fatto che I'espressione di questa proteina sia influenzata
dalle gonadotropine.

D’altra parte, Takesue e collaboratori [483] hanno dimostrato, mediante
esperimenti condotti in vitro, sempre nel maiale, che 'FSH & in grado di
incrementare i livelli di mRNA codificante 'enzima eNOS in cellule della
granulosa coltivate in vitro.

Analoghi risultati sono stati ottenuti da Van Voorhis [242] nel ratto,
dimostrando che la stimolazione delle ovaie di ratto con FSH induce un
aumento dell’espressione di mRNA codificante eNOS nei diversi
compartimenti del follicolo e dell’ovaio, mentre, in assenza di stimolazione,
I'eNOS é presente solo a livello dei vasi sanguigni.

Nel topo, Mitchell [276] ha ottenuto risultati molto simili ai nostri,
evidenziando I'eNOS nelle cellule della teca, nella granulosa e nei vasi
sanguigni. Nella pecora, l'espressione dellmRNA e della proteina
delleNOS cambiano durante la crescita e 'atresia follicolare [148]. L'RNA
messaggero € stato ritrovato nelle cellule della granulosa e della teca

[148], mentre la proteina & stata immunolocalizzata esclusivamente nei
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vasi della teca interna ed esterna dei follicoli sani. Si & quindi ipotizzato
che I'espressione proteica delleNOS segua il pattern di sviluppo vasale
durante la follicologenesi [139].

Riguardo la localizzazione ovocitaria, sia la proteina sia ’'mRNA sono stati
trovati nel citoplasma di ovociti di bovino durante vari stadi della
follicologenesi [278], come pure in altre specie, quali il ratto [484], il maiale
[479, 482] e il topo [276]. Anche negli ovociti isolati, sia immaturi sia
maturati in vitro, & stato identificato 'eNOS, in forma di piccoli granuli
uniformemente distribuiti nel citoplasma [278, 485], in accordo con quanto
osservato nei roditori [275, 288] e negli embrioni ai primi stadi di sviluppo

[485].

La localizzazione delleNOS che abbiamo osservato nelle cellule della
granulosa durante tutta la follicologenesi sostiene l'ipotesi che queste
cellule siano direttamente coinvolte nella sintesi del NO presente nel
liquido follicolare [249, 486].

Non avendo osservato differenze di localizzazione delleNOS nelle due
popolazioni di ovaie, abbiamo svolto un’analisi semi-quantitativa
dell’espressione della proteina negli ovociti raccolti dai follicoli antrali medi
e nella parete di questi stessi follicoli. Non abbiamo riscontrato differenze
fra 'ooplasma degli ovociti raccolti dalle ovaie Lo e Hi, mentre abbiamo
osservato una minore espressione di eNOS nel comparto tecale e nelle

cellule della granulosa dei follicoli antrali medi delle ovaie Lo. Questa
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considerazione, accompagnata dalla dimostrazione di una ridotta
vascolarizzazione, suggerisce che la ridotta competenza allo sviluppo
degli ovociti isolati dalle ovaie Lo possa essere una conseguenza di
alterazioni della vascolarizzazione e di una riduzione della disponibilita di
NO nel liquido follicolare, che deriva da un sistema eNOS/NO deficitario a
livello del microambiente follicolare, piu che nel gamete stesso.

I sistema NOS/NO ricopre un ruolo importante nell’ovulazione,
probabilmente inducendo un aumento della produzione di prostaglandine
e, di conseguenza, nei processi inflammatori coinvolti nell’ovulazione
[284]. Nel ratto, i livelli di eNOS nella teca e dello stroma aumentano in
concomitanza dell’'ovulazione [285]. Topi knock out per il gene di eNOS
mostrano un potenziale ovulatorio ridotto in seguito a trattamenti di
superovulazione [287, 487].

I NO sembra essere coinvolto anche nel processo di maturazione
dell’ovocita; topi privi del gene per eNOS ovulano, infatti, ovociti non
maturi, arrestati in Ml o che mostrano configurazioni cromosomiche
anomale [288]. Un’altra conferma del ruolo fondamentale del NO nella
maturazione dell’'ovocita arriva dal lavoro di Huo [488] che dimostra come
l'inibizione selettiva delliINOS blocchi gli ovociti di topo allo stadio di
profase della prima divisione meiotica. Gli stessi autori dimostrano anche
che I'INOS si localizza a livello della GV negli ovociti immaturi e rimane in
prossimita dei cromosomi nelle fasi successive della maturazione, tanto

che €& possibile osservare la positivita a livello di piastra metafasica. La
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nostra osservazione riguardo la localizzazione delleNOS a livello della GV
potrebbe far supporre che nella specie bovina questo enzima abbia una
modalita d’azione simile a quella del'iNOS nel maiale.

Per confermare l'ipotesi che la bassa competenza degli ovociti osservata
nelle ovaie Lo possa essere causata, tra 'altro, da un sistema eNOS/NO
difettivo, abbiamo cercato di ristabilire la necessaria concentrazione di NO
durante la maturazione in vitro, mediante molecole donatrici di NO,
valutando I'effetto di tale aggiunta sul successivo sviluppo embrionale.
L’invecchiamento dell’ovocita €, infatti, accompagnato da anomalie
cellulari e molecolari; queste alterazioni possono essere prevenute,
ritardate o annullate in varia misura. La modulazione delle condizioni di
coltura o il trattamento degli ovociti con vari agenti, tra i quali la caffeina, il
DL-ditiotreitrolo, la tricostatina A o, appunto, l'ossido nitrico possono
correggere pathways molecolari compromessi dall’invecchiamento e
migliorare le possibilita di successo delle tecniche di riproduzione assistita
[89, 130].

La scelta delle molecole donatrici di NO si & basata su quanto emerso in
letteratura negli ultimi anni, sia nel topo che nel bovino. Numerosi autori
hanno infatti messo a punto protocolli di modulazione delle concentrazioni
del NO durante la maturazione e/o lo sviluppo embrionale, mediante
donatori di NO [279, 280, 289, 294, 295, 425, 426, 489-491] o inibitori del
NOS [485, 490, 492]. Molti di questi sono stati sviluppati nella specie

bovina [294, 426, 485, 489, 493].
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Nel nostro sistema di IVM, I'aggiunta di SNAP 100 uM ha migliorato, se
pur in modo non significativo, la percentuale di embrioni prodotti in vitro,
sia allo stadio di blastocisti che di blastocisti sgusciate ottenute dagli
ovociti raccolti dalle ovaie Lo, portandole a livelli paragonabili a quelli
raggiunti dagli ovociti isolati da ovaie Hi, mentre non ha prodotto alcun
effetto positivo sugli ovociti provenienti dalle ovaie Hi, dove, al contrario ha
causato una diminuzione della percentuale di blastocisti sgusciate.

Questi risultati, e l'ultimo in particolare, sembrano suggerire un effetto
positivo del donatore di NO solo negli ovociti provenienti da follicoli in cui il
sistema eNOS/NO sembrerebbe compromesso, mentre non vi & alcun
effetto negli ovociti provenienti da follicoli in cui questo sistema & integro e
la concentrazione di NO é& presumibilmente ottimale. Tutto questo
potrebbe essere frutto dell’effetto dose-dipendente che & stato osservato
da numerosi autori nei sistemi in vitro nella specie bovina come in altre
specie [289, 426, 494].

In precedenti lavori sul bovino in particolare, I'aggiunta di SNAP 10 pyM,
durante la maturazione in vitro di ovociti raccolti da ovaie che
normalmente danno una corretta percentuale di blastocisti, migliora la
competenza allo sviluppo embrionale [292]; invece, alte dosi di SNAP (10
MM - 1 mM) incidono negativamente sulla capacita dell’ovocita di maturare
in vitro [292].

A conferma che l'effetto del NO sulla maturazione puo essere stimolante o

inibitorio a seconda della sua concentrazione, anche in altre specie sono
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stati osservati effetti dose-dipendenti dopo la somministrazione di SNAP
durante I''VM, ad esempio nel topo [289, 295, 425], nel ratto [279] e nel
maiale [282, 495].

Dai nostri esprimenti & emerso che l'aggiunta di SNAP al medium di
maturazione non induce differenze qualitative negli embrioni ottenuti, sia
per quanto riguarda il numero di cellule per blastocisti sia per quanto
riguarda la percentuale di cellule con quadri precoci di morte nucleare
programmata, evidenziata dalla presenza di caspasi, senza differenza tra i
gruppi sperimentali. | dati ottenuti ci permettono quindi di ipotizzare che la
dose di SNAP impiegata in questo protocollo sperimentale non migliora la
qualita delle blastocisti, valutata in termini di numero di blastomeri, né
esercita un effetto anti-apoptotico. Tuttavia, € in grado di rallentare, se non
bloccare, i fenomeni di morte cellulare, anche se solo nelle blastocisti
ottenute da ovociti di ovaie Lo, nei quali i quadri di apoptosi sono
imponenti e significativamente maggiori rispetto a quelli presenti negli
embrioni derivati da Hi.

I NO svolge, infatti, un'azione che pud essere pro-apoptotica o anti-
apoptotica [496] a seconda delle condizioni di coltura [479], tanto che, pur
agendo in un intervallo di concentrazioni molto ristretto, spesso esercita
funzioni opposte [289]. Concentrazioni elevate di NO durante [I''VM
potrebbero causare un aumento dell'apoptosi nell'embrione. La
composizione del medium di maturazione puo infatti aumentare i fenomeni

apoptotici embrionali, alterando I'espressione di geni coinvolti nella
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sopravvivenza e nell'apoptosi cellulare  nell'embrione, senza
compromettere gli stessi geni negli ovociti [497, 498].

L’apoptosi € stata frequentemente associata con la qualita embrionale,
sebbene non €& ancora stato chiarito il limite superato il quale questo
processo, necessario per lo sviluppo dellembrione, diventa dannoso
[499]. Le conseguenze dellapoptosi nellembrione sono difficili da
misurare e la competenza allo sviluppo non sembra essere strettamente
in relazione con l'apoptosi nellovocita, nelle cellule del cumulo o
nellembrione [499]. Vandaele [431] ha osservato che i fenomeni di
apoptosi in un embrione di otto giorni non sono correlati alla qualita
dell’ovocita di partenza; questi autori ipotizzano che I'effetto della qualita

dell’ovocita termina prima che I'embrione diventi blastocisti.

Risultati tendenzialmente simili, anche se non significativi dal punto di
vista statistico, si sono ottenuti aggiungendo I'SNP 10 uyM al medium di
maturazione, a differenza di quanto osservato da Viana [426], sempre nel
bovino, in presenza delle medesime dosi di questo donatore di NO.

Il miglioramento della maturazione citoplasmatica, come pure l'incremento
della percentuale di blastocisti, osservate da questi autori, potrebbero
essere dovute alle diverse condizioni sperimentali applicate. La letteratura
del bovino € infatti piuttosto discorde riguardo all’effetto dellSNP, in
gquanto sembra influenzare maturazione e sviluppo embrionale in modo

differente e addirittura opposto a seconda sia della concentrazione sia del
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sistema di coltura [294, 426, 475, 489]. Anche nel topo sono descritti
effetti contrastanti; I'aggiunta di basse concentrazioni (0.1 uM) di SNP
durante la maturazione stimola infatti il raggiungimento della MIl, ma
blocca lo sviluppo embrionale nel passaggio da morula a blastocisti, se
aggiunto al medium di coltura [280]. Inoltre una concentrazioni di SNP
maggiore (1mM) durante la coltura embrionale induce l'arresto dello
sviluppo allo stadio di 4 cellule [280].

Nel maiale, la coltura di follicoli pre-antrali con SNP 300 uM inibisce la
formazione dell’antro e I'lVM con SNP 100 pM riduce la percentuale di
estrusione del primo globulo polare [479].

Il mancato effetto della somministrazione di SNP durante I''VM potrebbe
essere dovuto al fatto che SNAP e SNP producono NO secondo modalita
diverse [500, 501].

La dimostrazione che la somministrazione in vitro di NO riesce
parzialmente a ristabilire la qualita dei gameti provenienti da ovaie di tipo
Lo, mentre non ha effetto su ovociti per i quali la concentrazione di NO &
presumibilmente ottimale, conferma il coinvolgimento del sistema
eNOS/NO follicolare nel raggiungimento della competenza al successivo

sviluppo embrionale.

| nostri dati portano quindi a supporre che I'ambiente dei follicoli antrali

medi delle ovaie Lo possa risentire di stress ossidativi a causa di una
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diminuita vascolarizzazione perifollicolare accompagnata da una sorta di
isolamento dall’ambiente circostante.

Le nostre osservazioni sui sistemi del GSH e delleNOS/NO, entrambi
coinvolti nella protezione dagli effetti deleteri delle ROS, sostengono
questa ipotesi. D’altra parte la capacita anti-ossidante dei liquidi follicolari
é stata recentemente messa in relazione con l'efficienza delle tecnologie

di riproduzione assistita nella donna in rapporto all’eta materna [502].

Che la qualita dei gameti ed in particolare del gamete femminile risenta
degli stress ossidativi, sia in vitro che in vivo, & ormai un fatto accertato
[503]. Piu recentemente, studi condotti sia in campo biologico che clinico
hanno associato lo stress ossidativo alla diminuita competenza allo
sviluppo dell'ovocita provenienti da ovaie invecchiate [89].

Partendo da queste osservazioni, abbiamo voluto verificare nel nostro
modello sperimentale se una compromissione del metabolismo ossidativo
intrafollicolare fosse in relazione ad alterazioni nucleari e citoplasmatiche.
E stato dimostrato che un ambiente follicolare fortemente compromesso e
probabilmente ipossico determina un aumento degli errori di disgiunzione
dei cromosomi, anche causati da una alterata funzionalita mitocondriale
[303, 304].

Lo studio sugli eventi di aneuploidia condotto in questa ricerca ha

evidenziato un aumento significativo della percentuale di divisioni
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asimmetriche dei cromosomi al termine della prima divisione meiotica

(MI1) tra ovociti Lo e ovociti Hi (rispettivamente 60% e 21%, P<0.05).

Fenomeni di aneuploidia, legati all’eta, sono stati descritti negli ovociti di
topo [504, 505] e di donna [506, 507] con percentuali molto variabili nei
diversi studi, che raggiungono punte del 47% [508]; nella specie bovina i
dati presenti in letteratura, seppur piuttosto scarsi, descrivono le
percentuali di aneuploidia nei sistemi in vitro. Un recente lavoro ha
stimato, grazie alla metodica dellibridazione in situ (FISH), che la
percentuale di aneuploidia per ogni singolo cromosoma € dell’1% e che i
cromosomi hanno tutti la stessa probabilita di essere soggetti ad
asimmetrie di divisione [509]; gli autori hanno quindi ipotizzato una
frequenza di aneuploidia media del 30% negli ovociti bovini maturati in
vitro. Questa frequenza, simile a quella che abbiamo osservato nel gruppo
di controllo, & alta se paragonata alle percentuali (circa 7%) riportate
precedentemente nel bovino [510, 511] per le quali erano state usate le
tecnologie di citogenetica tradizionali, ma & molto vicina ai valori ottenuti
nel maiale sempre con la FISH. Infatti, circa il 27% degli ovociti di maiale
maturati in vitro sono risultati aneuploidi [512], mentre i metodi

convenzionali indicavano percentuali del 4-5% [513, 514].

Nell’lembrione la maggior parte delle aberrazioni del numero di cromosomi

derivano dallovocita e l'eta materna & considerata il fattore chiave di
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rischio nella donna [308], come nel topo [504] e nelle scimmie [515]. La
probabilita di gravidanze trisomiche (un embrione con un cromosoma
sovranumerario) aumenta drammaticamente con l'eta, dal 2% per una
donna di 20 anni al 35% per una donna di 40 [516]. La maggior parte delle
trisomie e tutte le monosomie autosomali non sono vitali e le poche che lo
sono determinano gravi problemi di sviluppo. Generalmente le aneuploidie
embrionali derivano, come gia accennato, dall’ovocita piuttosto che dallo
spermatozoo e, in particolare, da errori nella segregazione dei cromosomi
durante la prima divisione meiotica [506]. La frequenza di questi errori
aumenta con I'eta materna e sembra essere dovuta al prolungato arresto
meiotico dallo sviluppo fetale fino alla ripresa della meiosi nell’adulto.
Sebbene I'importanza di questo problema sia universalmente riconosciuta,
le basi molecolari che stanno alla base dellaneuploidia legata
all'invecchiamento sono tuttora sconosciute [504]. Le ipotesi avanzate
includono possibili difetti nel processo di ricombinazione, I'inefficienza del
sistema dello “spindle assembly checkpoint” e la prematura perdita della
coesione tra cromosomi [506, 517].

Anche nei topi invecchiati (60-70 settimane) si € riscontrata una maggiore
incidenza di ovociti anuploidi rispetto a topi piu giovani (6-8 settimane)
[518]. Recenti studi hanno identificato dei trascritti espressi in modo
differenziale negli ovociti vecchi rispetto ai giovani; questi trascritti
riguardano il sistema dello “spindle assembly checkpoint”, che ne risulta

compromesso e non piu in grado di controllare il corretto legame tra
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microtubuli e cromosomi prima dell’anafase [518]. Questo meccanismo
non sembra comunque essere I'imputato principale dell’aneuploidia legata
all’eta [519]. Difatti, i cinetocori dei cromatidi fratelli sono piu lontani sia
durante la metafase | sia durante la metafase |l negli ovociti di topi anziani
(16-19 mesi) rispetto agli ovociti dei topi giovani (6-14 settimane) [504].
Questo suggerisce che la coesione dei centromeri potrebbe essere
indebolita negli ovociti di animali vecchi. Poiché questa coesione si
stabilisce durante la fase pre-meiotica, durante la vita fetale, e perdurare
fino alla ripresa della meiosi nella vita adulta, l'alterazione di questa
adesione e probabilmente dovuta all'invecchiamento [517].

Inoltre, in un ceppo di topi caratterizzato da senescenza accelerata
(SAM), gli ovociti presentano un aumento di errori nell’allineamento dei
cromosomi associato all’eta, che origina da fattori nucleari. Infatti, la
quantita di coesine posizionate fra i cromatidi fratelli risulta notevolmente
inferiore negli ovociti dei topi anziani [520]. In questi topi, & stato quindi
dimostrato che la coesina difettiva & associata ad un aumento
dell'incidenza di un erroneo allineamento dei cromosomi e una prematura
segregazione dei cromatidi fratelli [520]. Poiché il complesso delle coesine
€ intimamente associato con i cromosomi nel nucleo, non sorprende che il
trasferimento della GV in un ooplasma raccolto da un animale giovane
non sia in grado di ripristinare i difetti meiotici associati all’'eta [521, 522].

| risultati di questo studio hanno mostrato come, anche nel nostro modello,

'ambiente follicolare compromesso da un incremento dello stress
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ossidativo a causa di un ridotto apporto vascolare e di un’insufficiente
sistema anti-ossidante, determini anomalie nella segregazione dei
cromosomi e, di conseguenza, una diminuzione della potenzialita di
sviluppo del gamete femminile [303], cosi come osservato durante

I'invecchiamento [89].

Anche le disfunzioni mitocondriali sono considerate tra le cause principali
della predisposizione alla non-disgiunzione dei cromosomi durante la
prima e la seconda divisione meiotica e agli errori durante le mitosi negli
embrioni e per questo indicate quali responsabili della scarsa qualita e
potenzialita di sviluppo embrionale negli ovociti di individui invecchiati
[138, 300, 304, 505, 523-525].

Una scarsa funzionalita mitocondriale potrebbe quindi essere critica per gli
stadi finali della maturazione dell’ovocita e per 'embriogenesi precoce fino
allattivazione del genoma embrionale. Per questo motivo, la funzionalita
mitocondriale & considerata una garanzia della competenza dell’ovocita
[205, 304, 526].

Abbiamo, quindi, deciso di valutare la popolazione dei mitocondri degli
ovociti raccolti dalle ovaie Lo e di confrontarla con quella raccolta dalle
ovaie Hi.

La popolazione mitocondriale dellovocita va incontro a numerosi
cambiamenti stadio-specifici, accompagnati da modificazioni della

distribuzione e della funzionalita [8, 299, 527]. Tipicamente allo stadio di
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GV, i mitocondri sono distribuiti piu 0 meno omogeneamente nella zona
corticale dellooplasma [528]. Dalla rottura della GV (Germinale Vescicle
Break Down, GVBD), i mitocondri si radunano nelle vicinanze dei
cromosomi, per poi disperdersi nuovamente [529]. Quindi alcuni
mitocondri vengono reclutati attorno al fuso meiotico [131, 528, 530],
mentre altri imangono nella parte sub-corticale dell’ovocita [304]. Tra gli
stadi di Ml e MII, la distribuzione diventa temporaneamente piu omogenea
[530], per poi concentrarsi nuovamente intorno al fuso e sotto 'oolemma.
Questo pattern di distribuzione presumibilmente riflette la generazione
locale e rapida di energia necessaria, rispettivamente, per la formazione
del fuso e per l'attivazione dell’ovocita in seguito alla fecondazione [531].
La diffusione dei mitocondri dopo GVBD, Ml e MIl sembra essere
correlata con un breve ed intensa produzione di ATP [529]. Anomalie nella
distribuzione dei mitocondri sono state osservate con maggiore frequenza
negli ovociti maturati in vitro, specialmente denudati, [205, 528, 530] e
sono state correlate negativamente con la competenza alla maturazione e
allo sviluppo [530, 532].

Nell’ovocita bovino allo stadio di GV, i mitocondri sono stati descritti in
piccoli gruppi localizzati prevalentemente alla periferia dell'ooplasma, con
quantita diverse e distribuzioni piu 0 meno omogenee secondo la qualita
morfologica dell’ovocita stesso [533]. Dopo la maturazione in vitro, i
raggruppamenti di mitocondri sono aumentati e sono stati osservati anche

nella parte centrale dellooplasma [533]. Le nostre osservazioni sulla
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localizzazione sono in accordo con quanto osservato nei precedenti studi
e non hanno evidenziato differenze tra i gameti provenienti da ovaie Lo e
Hi.

Tuttavia, lo studio funzionale ha evidenziato che gli ovociti immaturi isolati
dalle ovaie Lo presentano una diminuzione del potenziale di membrana
mitocondriale rispetto agli ovociti isolati dalle Hi. Questo dato conferma,
nel nostro modello, come le disfunzioni mitocondriali possano
compromettere la competenza dell’'ovocita [205, 299, 303, 534] ed essere
una causa dell’aumento dell’incidenza di fenomeni di aneuploidia. Ovociti
provenienti da donne anziane e clinicamente sterili presentano mitocondri
con le stesse caratteristiche delle cellule somatiche senescenti o
degenerate, quali vacuolizzazioni e rigonfiamenti [8, 126], oltre ad un
aumento dei processi di degradazione o di autofagia [535]. Il progressivo
declino del potenziale di membrana mitocondriale pud determinare
importanti difetti metabolici che aumentano progressivamente con l'eta
[187, 505, 525] e scarsi livelli di ATP nell’ovocita sono stati correlati sia
con ritardi nello sviluppo pre-impianto e post-impianto [536] sia con
mosaicismi genetici nelle blastocisti umane [537]. Inoltre, i mitocondri di
ovociti umani invecchiati posseggono maggiori livelli di mutazioni
puntiformi e riarrangiamenti del DNA mitocondriale [538]. Misurazioni
quantitative dell’attivita mitocondriale hanno confermato che questa é
ridotta nelle donne anziane [539], facendo supporre che questa attivita

possa determinare la capacita dell’ovocita di generare un embrione di
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buona qualita. E stato infatti suggerito che I'arresto e le anomalie osservati
durante lo sviluppo potessero essere il risultato dell’incapacita di generare
ATP sufficiente per supportare la corretta segregazione dei cromosomi e
le normali attivita biosintetiche dei blastomeri [540].

Per studiare il fenomeno dell'invecchiamento mitocondriale in ovociti di
topo, recenti studi hanno dimostrato che irradiando i mitocondri,
precedentemente trattati con sonde specifiche fluorescenti, &€ possibile
indurre un danno mitocondriale e causare quindi alterazioni simili a quelle
osservate con [l'invecchiamento [306, 541-543]. Con questo tipo di
esperimenti si & dimostrato che i danni mitocondriali dovuti alla
fotosensibilizzazione inibiscono la GVBD, la formazione del fuso meiotico,
la segregazione dei cromosomi e I'estrusione del globulo polare [306]. Al
contrario di quanto osservato negli studi sulle coesine, il trapianto della
GV in un ooplasto non fotosensibilizzato ha ripristinato gli eventi di ripresa

e completamento della meiosi [306].

Il declino della funzionalita mitocondriale che accompagna
'invecchiamento & considerato una conseguenza delle alterazioni delle
difese anti-ossidanti, quali il GSH [189, 301, 543], come abbiamo
osservato anche nel nostro studio. Infatti, il GSH & coinvolto nella
detossificazione dei perossidi mediata dalla glutatione-perossidasi. Due
isoforme di questo enzima sono state identificate nei mitocondri e una di

queste agisce direttamente sui perossidi lipidici; per questo potrebbe
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essere coinvolta nel mantenimento del potenziale di membrana
mitocondriale [544].

In precedenti studi abbiamo evidenziato che i complessi ovocita-cumulo
ooforo presentano una significativa diminuzione dello stato di
accoppiamento funzionale mediato da gap-junctions tra gamete e cellule
follicolari [545]. Considerato che il GSH viene trasportato proprio
attraverso queste giunzioni, i mitocondri di questi ovociti potrebbero
essere particolarmente esposti ai danni dello stress ossidativo. Inoltre, a
questo proposito, € stato ipotizzato che anche il NO, proveniente proprio
dalle cellule del cumulo, potrebbe essere coinvolto nel mantenimento del
potenziale di membrana dei mitocondri [546]. Le nostre osservazioni sono
in accordo anche con quanto recentemente dimostrato e cioé che le gap
junctions tra ovociti e cellule del cumulo scompaiono durante I''VM piu
rapidamente nei gameti raccolti da vacche anziane rispetto a quelli raccolti

da animali piu giovani [547].

Da tutto quanto descritto fino a questo momento, appare evidente che
I'analisi dei liquidi follicolari possa costituire uno strumento fondamentale
per comprendere meglio le dinamiche che modulano i rapporti fra
ambiente ovarico e follicolo e che determinano la competenza allo
sviluppo dell’'ovocita.

| liquidi follicolari rappresentano, infatti, I'ambiente in cui gli ovociti
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crescono e si sviluppano; per questo la loro composizione & fondamentale
per la qualita dei gameti stessi [548]. | liquidi follicolari contengono
sostanze derivanti sia dal plasma sanguigno sia dall'attivita secretoria
delle cellule tecali e della granulosa [549]. L’analisi dei componenti dei
liquidi follicolari potrebbe, inoltre, fornire informazioni sui cambiamenti

metabolici nel siero [550].

Partendo da questi presupposti e dai dati presenti in letteratura, nella
terza fase della nostra ricerca abbiamo analizzato le concentrazioni
follicolari dellAMH, che viene considerato un marker dell'invecchiamento
ovarico nella specie umana [335, 337], mentre in quella bovina é&
strettamente correlato alla competenza dell’'ovocita, in funzione del tipo di
follicolo dal quale deriva e del numero di follicoli per ovaio [319, 340, 411].
Abbiamo quindi valutato anche le concentrazioni di E; e P4 sulla base
delle numerose ricerche presenti in letteratura nella specie bovina,
secondo le quali le oscillazioni di questi ormoni sono un indice dello stato
di saluto del follicolo e indirettamente dell’'ovocita da esso raccolto [62,

411].

Le nostre ricerche ci hanno permesso di verificare che nei follicoli antrali
medi provenienti dalle ovaie Lo la concentrazione di AMH ¢ inferiore a
quella dei follicoli provenienti dalle ovaie Hi. Contrariamente ai nostri

risultati, alcuni autori hanno evidenziato che le cellule della granulosa e
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del cumulo ooforo di follicoli provenienti da ovaie di bovino con un basso
numero di follicoli antrali (meno di 15 follicoli del diametro di almeno 3
mm) producono le stesse quantita di AMH delle cellule raccolte dalle ovaie
con un alto numero di follicoli (almeno 25). Tuttavia presentano una
quantita dello specifico messaggero circa 20 volte inferiore [411].

Nel bovino, 'AMH nel plasma é stato positivamente correlato alla
popolazione di follicoli antrali di 3 — 7 mm e all’abilita dell’animale di
rispondere ai trattamenti di superovulazione [340]. Questa popolazione
follicolare &, infatti, il target principale di questi trattamenti e contiene le
maggiori concentrazioni di AMH nel liquido follicolare e piu alti livelli di
mMmRNA a livello delle cellule della granulosa rispetto ai follicoli di
dimensioni maggiori [340]. Le variazioni dellAMH intrafollicolare peré non
sempre rispecchiano i livelli di mRNA nelle cellule della granulosa; si é
visto, infatti, che il drastico calo della concentrazione ormonale, osservato
con 'aumento delle dimensioni del follicolo, non si accompagna ad una
altrettanto massiccia riduzione dei livelli di espressione dellRNA
messaggero. Queste osservazioni suggeriscono che i meccanismi
trascrizionali e post-trascrizionali, tra i quali la velocita di secrezione, il
legame a proteine della matrice extracellulare e la diluizione nel liquido
follicolare, possono giocare un ruolo determinante nel regolare 'accumulo
di AMH nell’antro [340].

Pur non avendo considerato l'espressione dellRNA messaggero nei

follicoli dei due tipi di ovaie valutate, possiamo ipotizzare che la ridotta
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concentrazione di AMH nelle ovaie di tipo Lo possa essere dovuta proprio
ad una alterazione dei meccanismi molecolari sopra elencati, fra i quali, in
particolare, la modalita di secrezione dellormone, che potrebbero in
qualche modo essere compromessi a causa della ridotta
vascolarizzazione e, indirettamente, degli stress ossidativi che potrebbero
condizionare negativamente il microambiente follicolare [411].

In uno studio condotto su donne affette da una precoce cessazione della
funzionalita ovarica, € stato osservato che i follicoli antrali esprimono
minori quantita di AMH rispetto ai follicoli di donne della stessa eta. Gli
autori suggeriscono che questo problema potrebbe esser legato a
disfunzioni del comparto somatico ed in particolare delle cellule della
granulosa, verificatisi probabilmente durante lo sviluppo follicolare; la
bassa produzione di AMH, in questi soggetti, potrebbe alterare il
meccanismo di reclutamento follicolare [551]. In questo contesto,
potremmo, quindi, inserire anche le ovaie di tipo Lo, considerando che
provengono da vacche da latte ad alta produzione, le quali sono state
riformate per un precoce calo della fertilita. D’altra parte, &€ importante
sottolineare che i follicoli atresici sia umani [318] sia di altre specie, quali
ratto [329] e pecora [322], non esprimono AMH.

Poiché le cellule della granulosa e i loro prodotti di secrezione sono
coinvolti nell’acquisizione della competenza embriogenica dell'ovocita

[652-557], & possibile ipotizzare un collegamento diretto tra I'attitudine
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delle cellule della granulosa alla produzione di AMH e la qualita funzionale
dell’ovocita [558].

D’altra parte, Takahashi ha osservato, nella donna, che gli ovociti sono
maggiormente competenti alla fecondazione quando il follicolo da cui
provengono produce grandi quantita di AMH; infatti, il livello di AMH nei
follicoli i cui ovociti sono andati incontro a fecondazione é risultato tre volte
maggiore di quello raccolto da follicoli i cui ovociti non si sono fecondati
[559].

Nella specie bovina, le variazioni della riserva ovarica possono influenzare
I'attivita del follicolo e la competenza dell’'ovocita, mediante I'espressione
di geni chiave per il differenziamento, la funzionalita e la sopravvivenza
delle cellule del cumulo, della granulosa e della teca, fra i quali, in
particolare, quello per 'AMH, il quale risulta sotto espresso nelle ovaie con
un basso numero di follicoli antrali medi. Particolarmente interessante é
losservazione che questo andamento €& accompagnato da una
sovraespressione di altri geni, ma da livelli bassi livelli di estradiolo [411].
Nel nostro modello sperimentale, abbiamo verificato che i follicoli
provenienti dalle ovaie Lo hanno una minore quantita di estradiolo e una
maggiore concentrazione di progesterone rispetto ai follicoli delle ovaie Hi.
Di conseguenza anche il rapporto E,/P4 &€ minore nelle ovaie Lo.

Nel bovino, in generale, il livello assoluto sia di P4 sia di E; aumenta con lo
sviluppo del follicolo fino allovulazione [361]. In particolare, pero,

l'inibizione dei pathways di produzione degli estrogeni & considerata una
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caratteristica dei follicoli atresici [359]. Numerosi studi sui follicoli maggiori
di 5 mm hanno valutato la concentrazione di ormoni steroidei nei liquidi
follicolari in relazione a diversi indicatori di atresia o morte cellulare [360-
363, 560]. L'ipotesi piu accreditata & che i follicoli sani abbiano maggiori
livelli di E; rispetto agli atresici, mentre questi ultimi presentino maggiori
livelli di P4 [62].

Nei follicoli antrali non ovulatori si € osservato che i quadri atresici si
accompagnano ad una minore concentrazione di E,, senza pero variazioni
significative per quanto riguarda la concentrazione di P4 [358]. Tutte
queste osservazioni suggeriscono che nel nostro modello sperimentale, la
qualita degli ovociti provenienti da ovaie di tipo Lo possa essere
influenzata negativamente da fenomeni di atresia piut 0 meno precoci,
anche se non individuabili con le normali tecniche istologiche.

D’altra parte, in un precedente lavoro, abbiamo dimostrato che i liquidi dei
follicoli antrali medi appartenenti alle ovaie Lo possiedono anche maggior
concentrazioni dell’ormone della crescita (GH) rispetto a quelli dello ovaie
Hi. Questa sovra-espressione potrebbe essere considerata un tentativo di
recupero delllambiente follicolare, gia compromesso dai fenomeni di
atresia [413].

Sebbene ad oggi non siano ancora stati chiariti i meccanismi attraverso i
quali E2 e P4 intervengono nell’invecchiamento del gamete femminile, le
alterazioni di questi ormoni in relazione ai fenomeni di atresia sia nel

bovino [62] che nella donna [561, 562] depongono a favore di un loro

159



Discussione

diretto coinvolgimento in tutti quei fenomeni che portano alla diminuzione
alla competenza dell’ovocita in seguito all'invecchiamento cronologico
dell’ovaio.

In conclusione, attraverso I'analisi del quadro morfologico e funzionale
della gonade e del gamete femminile e la valutazione di parametri
endocrinologici riconosciuti quali marcatori di un precoce declino
riproduttivo, i nostri studi hanno caratterizzato linsorgenza di un
prematuro invecchiamento ovarico nella popolazione di bovine da latte ad
alta produzione. Lo studio dei meccanismi biologici alla base del declino
dell’efficienza riproduttiva nel bovino, fenomeno di portata mondiale e in
costante crescita, rappresenta un obbiettivo primario per i paesi a
zootecnia avanzata. Inoltre, le nostre ricerche individuano in questa
specie, fisiologicamente e filogeneticamente piu vicina alla specie umana
rispetto a quella murina, un solido modello in biomedicina per lo studio

dell’infertilita femminile.
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