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INTRODUZIONE

La gametogenesi nei mammiferi si svolge attraverso una serie di complessi processi comprendenti sia
la mitosi che la meiosi. La divisione meiotica ¢ ristretta alle cellule germinali e richiede meccanismi di
controllo del ciclo cellulare che non esistono nelle cellule somatiche. Anche se le cellule germinali
maschili e femminili attraversano gli stessi stadi della meiosi, 1 tempi e le modalita con cui questi eventi
si susseguono nonché probabilmente i meccanismi di controllo sono differenti nei due sessi.

La genesi delle cellule germinali inizia nei primissimi stadi dello sviluppo embrionale intorno al settimo
giorno post coitum (dpc) nel topo (periodo pregastrulazione) e nella terza settimana nell’uomo, con la
formazione delle cellule germinali primordiali (PGCs). Tali cellule possono essere identificate
morfologicamente e tramite metodi istochimici (attivita dell’enzima fosfatasi alcalina) o anticorpi
specifici, in una regione extraembrionale alla base dell’allantoide. Recenti studi nel topo, hanno
mostrato che la linea germinale viene determinata intorno a 6.25dpc allorché in circa sei cellule
dell’epiblasto prossimale inizia ad essere espresso Blimp1, un fattore di repressione dei geni Hox
(Saitou M.et al 2005). Queste cellule, in cui subito dopo inizia ad esprimersi la proteina adesiva
Fragilis, migrano attraverso la linea primitiva nel mesoderma extraembrionale alla base dell’allantoide
dove intorno a 7.25 dpc vengono specificate in PGCs mediante I’induzione di diversi fattori di
trascrizione (Nanog, Nanos2, Sox2), la proteina adesiva E-caderina, un altro fattore di repressione
genica, Stella, ’enzima fosfatasi alcalina TNAP e il recettore tirosin chinasico c-Kit. Dopo la
migrazione prima nella parete dell’intestino primitivo posteriore e quindi nelle creste gonadiche (9-11.5
dpc), le PGCs differenziano in oogoni nelle femmine ed in prospermatogoni nei maschi. Al termine di
un periodo di intensa proliferazione che porta il numero delle cellule germinali a circa 25.000 a 13.0
dpc (Tam and Snow, 1981), gli oogoni entrano in meiosi divenendo ovociti primari. I prospermatogoni
al termine della mitosi, non iniziano la meiosi, ma entrano in una fase di quiescenza del ciclo cellulare
arrestandosi in G1/GO.

Se coltivate in presenza di alcuni fattori di crescita tuttavia, quali il ligando di c-Kit (KL), il fattore di
inibizione leucemica (LIF) e il fattore basico di crescita dei fibroblasti (bFGF), le PGCs hanno la
peculiarita di dare vita a linee di cellule staminali pluripotenti chiamate cellule germinali embrionali
(EG) ( Resnick et al, 1992, Matsui et al 1992, Durcova-Hills et al 2001). Le cellule EG sono molto
simili alle cellule embrionali staminali (ES) ( per una rassegne vedi, Donovan and De Miguel, 2003).
Entrambe 1 tipi cellulari crescono rapidamente e in modo permanente “in vitro” mantenendo le loro

caratteristiche di “self renewing” e pluripotenza.



IL CICLO CELLULARE

Il ciclo cellulare nelle cellule somatiche ¢ definito come una sequenza di transizioni che attraverso
quattro distinte fasi porta una cellula madre a dare origine a due cellule figlie. Le quattro fasi del ciclo
cellulare includono la fase S, durante la quale avviene la sintesi del DNA e la fase M, durante la quale la
cellula madre si divide nelle due cellule figlie che ereditano 1’identico genoma della madre.Tra questi
due stadi esistono due periodi intermedi o “gap”, ossia la fase G2 (S/M) e quella G1 (M/S). Si tratta di
due fasi di controllo che richiedono una serie di attivita enzimatiche sequenziali regolate in modo
complesso. Il sistema di regolazione primario che controlla la progressione nelle diverse fasi, consiste di
una subunita regolatrice, la “ciclina” e di una subunita catalitica, la “chinasi ciclina dipendente”(cdk).
Esistono sottoclassi di cicline suddivise dalla “A” alla “H” in base alla loro sequenza amminoacidica ed
alla loro comparsa durante la progressione del ciclo cellulare (Sherr 1993; Pines 1995; Roberts 1999).
Le cicline A, B e D posseggono a loro volta diverse sottoclassi.

La progressione del ciclo cellulare ¢ regolata dall’attivita dei complessi cicline e cdks. La
concentrazione delle cicline ¢ regolata dal loro livello di trascrizione e di proteolisi. La regolazione
trascrizionale puo dipendere da diversi fattori. Un esempio € rappresentato dalle cicline D la cui
espressione in generale ¢ stimolata dai fattori di crescita in assenza dei quali esse non vengono
trascritte e quelle gia presenti vengono degradate provocando I’arresto della cellula nella fase G1.

Le cdks, appartengono ad una famiglia di serine/treonine chinasi. Ad oggi sono state identificate nove
distinte cdks nei mammiferi e non per tutte si conosce la ciclina che ad essa si associa. Tutte le cdks
posseggono un dominio catalitico conservato e siti di fosforilazione che possono modulare la loro
attivita. L attivazione delle cdks, infatti non dipende solamente dalla loro espressione né esclusivamente
dalla loro associazione alla ciclina (Pines, 1995), ma ¢ finemente controllata dal tipo di fosforilazione
cui sono soggette che puod avere un effetto attivatore o inibitore. Un esempio ¢ rappresentato dal
complesso MPF formato dalla ciclica B e dalla cdkl. Questo complesso non ¢ attivo fino alla fase di
transizione G2/M pur essendo la cdkl presente durante le diverse fasi del ciclo. Cio avviene perché
durante le fasi S e G2, la cdkl, pur complessata alla ciclina B, ¢ fosforilata in tre siti specifici, due dei
quali sono inibitori. Nel momento in cui ha inizio la fase M, una proteinfosfatasi della famiglia Cdc25,
opera una defosforilazione nei siti inibitori che porta all’attivazione dell’MPF. Nel topo, i tre geni
codificanti per le Cdc25 (Cdc25A, Cdc25B, Cdc25C), sono espressi in  modo temporalmente

sovrapposto, ma sono coinvolti in pattern diversi ( Kakizuka et al. 1992; Nargi and Woodford-Thomas



1994; Wu and Wolgemuth 1995). Esiste un quarto livello di controllo dell’attivita dei complessi
cicline/cdks , rappresentato da proteine di basso peso molecolare (16kDa e 57kDa) chiamate CKlIs che
hanno il ruolo di inibire le chinasi (Sherr and Roberts, 1995, 1999). Le CKls sono suddivise in base alla
loro struttura e alle Cdks che inibiscono. Esse includono la famiglia CIP/KIP (formato da
p21CIP/WAFI1, p57kip2, p27kipl) e quella INK (formata da pl6INK4a, pl15INK4b, pl18INK4c,
pl19INK4d). Le CKIs inibiscono in modo stechiometrico i complessi ciclina/cdk, ma possono inibire
anche le cdks non complessate. La famiglia delle INK contiene particolari sequenze chiamate anchirine
e lega solo le cdk4 e cdk6, ma non le altre Cdks né le cicline D. Un’ ulteriore regolazione del complesso
cicline/cdks, ¢ rappresentato dalla loro localizzazione cellulare. Un esempio ¢ fornito dalla ciclina Bl
fosforilata che si accumula nel nucleo impedendo 1’attivazione dell’MPF fino a quando non venga
traslocata nel citoplasma di seguito ad una defosforilazione. I processi piu importanti che controllano la
progressione del ciclo cellulare attraverso le fasi G1/S, coinvolgono il pathway del Retinoblastoma
(RB1), gli inibitori pl5INK4b, p16INK4a, le cicline D ed E, CDK4 e CDK6. pRB puo regolare
negativamente la progressione del ciclo cellulare dalla fase G1 alla fase S nella sua forma defosforilata,
mentre nella sua forma fosforilata, che si ritrova in tarda fase G1, la promuove. La forma attiva
defosforilata di RB, puo legare una serie di fattori di trascrizione tra cui alcuni membri della famiglia
degli E2fs (Goodrich, D. W., 1993, Hatakeyama, M et al, 1994, Nevins, J. R. 1992, Sherr CJ 1994). La
fosforilazione di Rb nella media-tarda fase G1, permette il rilascio di una serie di fattori di trascrizione
E2fs, importanti regolatori dei geni che controllano la transizione G1/S e la successiva sintesi del DNA.
Le proteine p15INK4b e pl6INK4a legano ed inibiscono 1’attivita catalitica del complesso ciclina
D/CDK4-6 che fosforila la proteina RB1, che di seguito rilascia fattori di trascrizione come gli E2Fs
(Serrano M et al 1993,Hannon GJ 1994). Le proteine pl5INK4b e pl6INK4a regolano anche
negativamente la proliferazione cellulare mediando I’arresto del ciclo cellulare nella fase G1 (Hannon

GJ 1994, Sherr CJ 1996).

| CHECKPOINTS

Le cellule posseggono molti sistemi di controllo del ciclo cellulare chiamate “checkpoints”, attivati in
momenti diversi del ciclo e in grado di bloccarne la progressione nel caso in cui si verifichino degli
errori in qualche fase di tale processo. Uno di questi si verifica alla fine della fase S quando le cellule
monitorano I’eventuale presenza di frammenti di Okazaki sullo strand complementare durante la fase di
replicazione del DNA (incompleta duplicazione del DNA). Il meccanismo non consente la progressione

fin tanto che tali frammenti sono presenti.



Altri checkpoints hanno lo scopo di controllare 1’integrita del DNA (DNA damage). Questi si attivano
prima dell’ingresso nella fase S (G1), durante la fase S e dopo la replicazione del DNA (G2). Infine ci
sono gli “spindle checkpoints” (M checkpoints) che servono a monitorare eventuali difetti dell’attacco
delle fibre cromosomiche al cinetocore, nel qual caso provocano I’arresto in metafase fino a che non
avvenga la corretta connessione; essi verificano anche che gli allineamenti dei cromosomi siano corretti.
In generale 1 checkpoints, oltre che regolare la progressione del ciclo cellulare e attivare meccanismi di
correzione dei difetti, nel caso di danni non reparabili sono in grado di attivare vie molecolari che
portano alla morte delle cellule. Questi processi vanno sotto il nome di apoptosi cellulare da cause
intrinseche. Per la loro rilevanza per i risultati del presente lavoro che discuteremo piu avanti, nei
paragrafi seguenti tratteremo in particolare i checkpoints del DNA damage. Questi si avvalgono
dell’intervento di:

1) Proteine “sensore” del danno come il complesso Rad9-Rad1-Hus (9-1-1) e il complesso Rad-RCF
2) Proteine “mediatrici” come le proteine BRCT

3) Proteine “trasduttrici” come ATM, ATR, Chkl1 e Chk2.

4) Proteine “effettrici” come Cdc25, weel e p53 che inattivano le cdks inibendo la progressione del

ciclo cellulare e che come nel caso di p53 possono attivare I’apoptosi

DNA damage

|

Sensors
Signal Mediators

Transduction |

Transducers

|

Effectors

Repair Cell cycle arrest Apoptosis

FIG. 1



I sensori

Molti studi dai lieviti all’'uomo hanno dimostrato che Rad9, Radl, Husl (Parrilla-Castellar, 2004) e
Rad17, sono essenziali per il “signaling” del checkpoint. Sia nell’'uomo che nel lievito Rad9, Radl ed
Husl1 formano un complesso eterotrimerico (il complesso 9-1-1) la cui struttura ricorda quella del
“proliferating nucleus antigen” (PCNA) (Shiomi,Y. Et al 2002). Rad 17 interagisce con quattro “fattori
di replicazione” (RFC), Rfc2, Rfc3, Rfc4 ed RfcS per formare il complesso RFC che agisce come un
complesso attivatore ed ¢ correlato al complesso attivatore PCNA (Griffith,J.D., et al 2002; Kondo,T.et
al 1999; Green,C.M. et al. 2000; Naiki,T.et al 2000). Se il DNA ¢ danneggiato, il complesso 9-1-1 viene
reclutato al sito danneggiato sotto il controllo del complesso Rad17 (Kondo,T. et al 2001; Melo,J.A.et
al. 2001). Il complesso lega la cromatina e facilita la fosforilazione mediata dall’ Ataximia

telangiectasia (ATM) e Rad-3-related (ATR) e ataxia telangiectasia mutated (ATM).

I mediatori

Nei mammiferi ci sono quattro tipi di proteine mediatrici che contengono domini ripetuti al C-terminale
BRCA (BRCT) che interagiscono con proteine/fosfoproteine di interazione (Manke,l.A. et al 2003;
Yu,X. et al 2003). I mediatori del DNA damage checkpoint 1 (MDC1) funzionano come ponti
molecolari tra I’isoforma vy dell’ istone H2A (YH2AX) e le proteine Nijmegen breakage syndromel
(NBS1) nel complesso MRE11-Rad50-NBS1 (MRN). Diversamente dalle proteine “sensore” che si
accumulano sul sito danneggiato del DNA in modo ATM-indipendente, il reclutamento delle proteine
“mediatrici” che formano dei “foci” microscopicamente visibili dipende dalla fosforilazione dell’istone
TH2AX mediata da ATM (Mochan,T.A. et al 2004, Stucki,M. and Jackson,S.P. 2004, Lukas,C.et al
2003, Lukas,C. et al 2004) che modifica, marcandole, le regioni di cromatina che presentano aperture

dell’ordine di megadalton su doppi strands di DNA (Rogakou,E.P. et al 1999).

I trasduttori

ATM e ATR

Nei mammiferi i segnali recepiti dai “sensori” sono rapidamente trasdotti da ATM ed ATR. Entrambe
sono proteine molto grandi (350kDa e303kDa rispettivamente) che presentano una omologia con la
fosfoinositide 3 chinasi (PIKK) e fosforilano un gran numero di substrati. Nell’'uomo mutazioni di
ATM causano |’ ataxia talagiectesia, una rara malattia autosomale recessiva, compatibile con la

sopravvivenza, suggerendo che ATM, pur importante, non sia essenziale per il normale svolgimento del



ciclo cellulare ed il differenziamento (Shiloh,Y. and Kastan,M.B. 2001). L attivita chinasica basale di
ATM ¢ minima, ma puo essere stimolata “in vivo” da agenti che inducono double strand breaks (DSBs).
ATM attivata fosforila molte proteine tra cui BRCAT1 (Cortez,D. et al 1999), NBS1 (Lim,D.S. 2000),
Chk2 e p53 (Banin,S. et al. 1998, Canman,C.E. 1998) cosi come se stessa (Bakkenist,C.J. and
Kastan,M.B. 2003). Recentemente 1’identificazione di un sito di fosforilazione (Ser 1981) su ATM
indotto da un danno ha rivelato un nuovo meccanismo di regolazione di ATM (Bakkenist,C.J. and
Kastan,M.B. 2003). In condizioni normali ATM esiste sotto forma di omodimero in cui il dominio
chinasico ¢ fisicamente inibito dallo stretto contatto intermolecolare con una proteina sita intorno alla
Ser1981. I DSBs causano un cambio conformazionale di ATM che stimolano la chinasi ad
autofosforilare la Ser1981 causando la dissociazione dell’omodimero. L’attivita chinasica di ATM ¢
anche regolata dal legame a MRE11 che aumenta la sua capacita di fosforilare i substrati “in vitro”
(Lee,J.H. and Paull, T.T. 2004). Poich¢ ATM non ¢ in grado di essere reclutato nei DSBs si pensa che il
complesso MRE11-Rad50-NBS1 (MRN) favorisca I’accumulo di ATM in questi siti (Kitagawa,R et al
2004, Uziel,T. et al 2003, Carson,C.T. et al 2003, Horejsi,Z. et al 2004).

ATR ¢ stato scoperto nel genoma umano come un omologo di ATM e di SpRad3 (da qui il nome di
ATR) (Cimprich,K.A. et al 1996). Diversamente da ATM, la mancanza di ATR nel topo causa letalita
embrionale, mentre una sua mutazione causa una sua parziale perdita di funzione che comporta la
comparsa di un disordine autosomale recessivo che prende il nome di sindrome di Seckel
(O'Driscoll,M. 2003). Come ATM, ATR ¢ in grado di fosforilare residui di serina e treonina, ma
diversamente da quest’ultimo, non si rilevano cambiamenti misurabili della sua attivita chinasica in
conseguenza di un danno al DNA, suggerendo che ATR possa normalmente svolgere un’ attivita
chinasica e che il suo ruolo nello specifico sia correlato alla sua localizzazione nella cellula. Nell’uomo
ATR esiste sotto forma di un complesso stabile con ATRIP, un potenziale partner regolativo (Cortez,D
2001, Unsal-Kacmaz,K. and Sancar,A. 2004). Poiché¢ RPA, una ssDNA binding protein, stimola “in
vitro” il legame di ATRIP all’ssDNA (Zou,L. and Elledge,S.J. 2003), ¢ possibile che il complesso
ATR-ATRIP sia reclutato sui siti del DNA danneggiato grazie al legame di ATRIP all’RPA.

Una volta che ATR attivato ¢ traslocato sui foci di replicazione del DNA, puo fosforilare ed attivare
Chk1. Questo modello sarebbe anche consistente con 1’osservazione che Chk1 ¢ essenziale per la
vitalita embrionale (Takai,H 2000; Liu,Q. 2000). ATR sembra comunque essere una chinasi
multifunzionale che svolge molteplici ruoli nella regolazione di molti eventi tra la fase S e quella M.
Le “checkpoint kinases” Chk1 e Cds (Chk2) sono considerate chinasi essenziali dell’arresto del ciclo
cellulare che si verifica in G2/M in risposta ad un danno al DNA e/o per incompleta replicazione del
DNA (Walworth,N 1993; Murakami,H. and Okayama,H. 1995) come mostrato dallo studio dei topi
Chk1-deficienti (Takai,H. 2000; Liu,Q. 2000). Chk1 ¢ fosforilato in Ser317/345 in risposta al danno al



DNA. Questa fosforilazione manca in assenza di ATR (Liu,Q. 2000) ed ¢ marcatamente inibita nelle
cellule con una ridotta quantita di Rad17 (Zou,L 2002) o mancanti di Hus1 (Weiss,R.S 2002). Topi
Chk1-deficienti muoiono a stadi embrionali precoci presentando delle grosse anormalita nei nuclei
(Takai,H. 2000; Liu,Q 2000), suggerendo che, come ATR, Chkl giochi un ruolo importante per il ciclo
cellulare. Coerentemente con questa osservazione, la mancanza di Chkl1 porta ad un prematuro inizio

della mitosi attraverso la defosforilazione di Cdc2 in Tyr15 (Chen,M.S 2003).

FIG. 2

Recenti sudi effettuati su ovociti di “Xenopus”, hanno dimostrato che Chk1, ma non Chk2, ¢ in grado di
fosforilare la famiglia delle Cdc25 ed inibire la loro attivita fosfatasica impedendo I’interazione tra le
Cdc25 ed i complessi ciclina/Cdk. Poiché Chk1 e non Chk2 ¢ indispensabile per 1’arresto del ciclo
cellulare in risposta ad uno stress genotossico, questa fosforilazione potrebbe essere importante per il
“signaling” del checkpoint. Diversamente da Chk1, Chk2 non ¢ indispensabile per lo sviluppo prenatale
(Hirao,A 2000, Takai,H 2002). Dato che Chk2 viene attivato dalla fosforilazione in treonina 68 in modo
ATM dipendente, si deduce che esso ¢ implicato nel signaling del danno DNA. Analisi biochimiche
rivelano che Chk?2 attivato fosforila Cdc25A, Cdc25C, BRCA1 e p53. Lo studio di topi Chk2-deficienti
rivela che questo enzima ¢ coinvolto principalmente nell” apoptosi p53-dipendente, ma non nell’arresto
in G2/M causato da DNA damage (Takai,H, 2002). La funzione di ATM-Chk2 nel checkpoint della fase
S riguardante il DNA damage ¢ comunque importante, poiché la fosforilazione di Cdc25A da inizio alla

sua ubiquitinizzazione e degradazione (Falck,J. 2001). Nelle cellule mancanti di Chk2 si osserva la non



indispensabilita di quest’ultima nel checkpoint della fase S, pertanto possiamo ritenere che non ¢ ancora

del tutto chiaro il suo ruolo nella fase di arresto del ciclo cellulare a seguito di un danno al DNA.

Gli effettori

p53

La proteina p53 gioca un ruolo centrale nella decisione di una cellula di arrestare il ciclo cellulare o
andare incontro ad apoptosi a seguito di stress, incluso il danno al DNA, I’ipossia e I’attivazione di
oncogeni (Green SL 1998, Prives,C 1999, Vousden,K.H. 2000). La quantita e I’attivita trascrizionale di
p53 ¢ regolata da modificazioni post-traduzionali come la fosforilazione 1’acetilazione, e I’interazione
con le proteine SUMO (sumorilazione) ¢ Nedd8 (neddarilazione) (Appella,E 2001). Nelle cellule
normali, 1 livelli della proteina p53 sono bassi a causa della ubiquitinizzazione mediata da Mdm?2 e la
degradazione via proteosomica. Mdm?2 regola 1’attivita di p53 anche facilitando il suo esporto nucleare
(Liang,S.H. and Clarke,M.F. 2001). A seguito di un danno al DNA, p53 viene fosforilata in diversi siti
del suo dominio transattivatore incluse Ser 15 e 20 (Chehab,N.H. 1999). ATM ed ATR fosforilano p53
nella Serl5 (Banin,S 1998, Canman,C.E. 1998) e ci0 porta all’inibizione dell’ interazione di p5S3 con
Mdm?2 (Shieh,S.Y. 1997). Mdm2 viene fosforilata da ATM riducendo la sua capacita di promuovere il
trasporto nucleo-citoplasmatico e la conseguente degradazione di p53 (Maya,R 2001). Il ruolo di p53 ¢
altrettanto importante nell’arresto in G1 in risposta al danno al DNA. L’obiettivo trascrizionale chiave
di p53 ¢ P’inibitore p21Cdk (p21CKI) (el-Deiry,W.S 1993) che inibisce I’attivita della CyclinaE-Cdk2
inibendo la transizione G1/S (Harper,J.W. 1993). P21 CKI lega anche il complesso CiclinaD-Cdk4
inibendo in questo modo la fosforilazione di Rb e quindi sopprimendo il pathway RB/E2F.
Recentemente anche la degradazione della ciclina D1 si ¢ dimostrata importante nell’inizio dell’arresto
in G1 a seguito di un danno al DNA (Agami,R. and Bernards,R. 2000). La quantita ridotta della ciclina
D1 porta alla diminuzione della quantita del complesso CyclinaD1-Cdk4, portando alla ridistribuzione
di p21CKI sulla CiclinaE-Cdk2 e alla inibizione di quest’ultimo complesso (Agami,R. and Bernards,R.
2000, Yu,Q., Geng,Y. and Sicinski,P. 2001). Ad ogni modo la risposta ¢ indipendente da ATM-p53.
Questa osservazione insieme a quella che 1 topi tripli Knockout delle cicline D1, D2, D3 mostrano
apparentemente un normale ciclo cellulare senza significativi difetti nelle risposte ai checkpoints
(Kozar,K et al 2004), rendono evidente che non ¢ ancora del tutto chiaro il meccanismo secondo il

quale p53 regola I’inizio dell’arresto nella fase G1 in risposta al DNA damage.

10



La famiglia delle fosfatasi Cdc25

Nell’uomo e nel topo esistono tre fosfotirosine fosfatasi, Cdc25A, Cdc25B, Cdc25C che agiscono
defosforilando le Cdks agendo sulle chinasi e regolando direttamente le transizioni del ciclo cellulare.
Diversi studi hanno dimostrato che la fosforilazione delle Cdc25 tramite Chkl1 crea dei legami per le
proteine 14-3-3 e downregola la loro attivita fosfatasica in molti modi incluso quello dell” inibizione
diretta (Blasina,A 1999, Uto,K 2004, Lopez-Girona,A 2001) escludendo le proteine dal nucleo
(Peng,C.Y 1997, Furnari,B. 1999, Graves,P.R 2000) ed iniziando la loro degradazione proteolitica
(Falck,J.2001, Kastan,M.B. 2001). Per esempio in presenza di DNA danneggiato durante la

progressione della fase S, ATR-Chkl1 attivato, fosforila Cdc25A causando la sua ubiquitinizzazione e

degradazione. La Cdc25A downregolata sopprime I’attivazione di Cdk2 che blocca il legame di Cdc45,

la proteina richiesta per I’inizio della replicazione del DNA sulla cromatina (Arata,Y 2000).
Inizialmente si pensava che Cdc25C fosse 1’effettore maggiore della risposta al danno al DNA nella
fase G2/M, ma recenti studi mostrano che sia le cellule mancanti di Cdc25A che quelle mancanti di
Cdc25B, hanno un normale checkpoint della fase G2/M (Chen,M.S 2001, Lincoln,A.J 2002),
suggerendo che anche Cdc25A abbia un ruolo come effettore nel checkpoint G2/M. Inoltre

I’inattivazione di Cdc25A comporta I’accumulo di Cdc2 fosforilata in Tyrl5 e I’arresto mitotico
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CELLULE EMBRIONALI STAMINALI

Le cellule embrionali staminali (ES) sono state originariamente derivate dalle cellule dell’embrione di
topo pre-impianto allo stadio di blastocisti. (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Le cellule ES
possono essere mantenute indefinitamente in coltura come una popolazione cellulare omogenea e
indifferenziata e presentano molte proprieta comuni con le cellule dell’ICM, inclusa I’espressione di
marker di pluripotenza come Oct4 e Nanog o anche di markers piu specifici come Rex1. Le ES sono in
grado di contribuire alla formazione di tutti i tessuti dell’embrione, ad eccezione del trofoblasto, se
reintrodotte in una blastocisti di topo (Bradley et. al 1984). In coltura esse formano aggregati cellulari
chiamati “corpi ebrioidi” (EBs) da cui, utilizzando protocolli diversi, possono essere ottenuti un gran
numero di tipi cellulari rappresentativi dei tre foglietti embrionali primari, ectoderma, endoderma e
mesoderma (Doetschman et. al 1985, Lake J 2000). Le ES differiscono dalle cellule da cui derivano per
la loro richiesta di citochine. Il mantenimento del loro stato pluripotente richiede infatti I’attivazione di
una subunita recettoriale gp130 che ¢ normalmente attivata dalla presenza di membri della famiglia
delle citochine IL-6 nel mezzo di coltura ( vedi rassegna di Rathjen and Rathjen 2001). In particolare, le
ES murine necessitano, per il self-renewal, della presenza nel mezzo di coltura del Leukemia Inhibitor
Factor (LIF) e di Bone Morphogenetic proteins (BMPs). Il LIF lega direttamente il suo recettore
(LIFR) che contiene un lungo dominio citoplasmatico omologo alla gp130. Il complesso LIF/LIFR va
poi a reclutare la gp130 formando un complesso trimerico (Zhang et al 1997). Diversamente dal LIFR,
I’IL-6 si lega ad un recettore che manca di un significativo dominio intracellulare e che ¢ dipendente
dalla dimerizzazione della gp130 per poter mediare il suo signaling. Le ES non esprimono il recettore
per I’IL-6, ma la forma solubile dell’IL6R insieme all’IL6 consentono alle ES di propagare in uno stato
indifferenziato (Yoshida et al 1994). Cio indica che la presenza del LIFR non ¢ assolutamente
necessaria € puo essere sostituita da un’altra gp130. Dopo la dimerizzazione della gp130 si ha la tirosin-
fosforilazione, la dimerizzazione ed il trasporto nucleare di un trasduttore del segnale ed attivatore
trascrizionale, STAT3 (Niwa et al 1998). Diversi studi dimostrano che la sola attivazione di STAT3 ¢
sufficiente per il selfrenewal (Matsuda et al 1999). Si ¢ poi visto che la presenza addizionale di siero

consente ugualmente di mantenere lo stadio indifferenziato stabilendo che STAT3 non ¢ strettamente
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necessario per il selfrenewal (Ying et al 2003). Oltre a fattori estrinseci, fattori trascrizionali intrinseci
sono necessari per mantenere lo stato indifferenziato delle cellule ES. Questi includono i fattori di
trascrizione Oct4, una proteina omeodominio membro della famiglia POU e Nanog. Oct4 ¢ espresso
negli ovociti maturi e negli embrioni precoci e scompare prima della segregazione della ICM dal
trofoblasto (Pesce and Scholer 2001). Successivamente Oct4 torna ad essere espresso nell” ICM
(Palmieri et al 1994). L’espressione di Oct4 ¢ mantenuta nell’epiblasto degli embrioni pre- e
postimpianto prima che inizi ad essere ristretta alle PGCs migratorie. Un adeguato livello di espressione
di Oct4 ¢ richiesto per il mantenimento della pluripotenza delle ES, difatti quando i suoi livelli vengono
aumentati a piu del 50% dei valori normali, una buona parte delle cellule ES differenzia esprimendo
markers di origine endodermica e mesodermica. In assenza di LIF nel mezzo di coltura, I’espressione
di Oct4 lentamente diminuisce e le ES differenziano in vari tipi cellulari a secondo dei protocolli di
coltura. E’ probabile che Oct4 non sia sufficiente da solo per mantenere la pluripotenza e che altri
fattori di trascrizione agiscano in combinazione e sinergicamente ad Oct4. Tra questi vogliamo
ricordare FoxD3, Sox2 e Nanog. Anche se I’interazione con Oct4 ¢ stata dimostrata (Guo et al 2002),
non ci sono evidenze dirette che FoxD3 sia coinvolto nel mantenimento della pluripotenza. Per quanto
riguarda Sox2, ¢ dimostrato che questo fattore di trascrizione, che presenta un dominio di legame al
DNA, agisce su molti geni target di Oct4 (Niwa 2001). Un caso ben studiato ¢ quello dell’ enhancer di
FGF4 in cui Sox2 e Oct4 si legano a siti adiacenti promuovendone la trascrizione in modo sinergico
(Ambrosetti et al 2000). Come Oct4, Nanog ¢ una proteina che contiene omeodomini ¢ la sua
espressione € ristretta a pochi tipi cellulari che esprimono Oct4, incluso le cellule ES. Nanog non ¢
presente negli ovociti maturi. La sua espressione inizia allo stadio di morula, aumenta nella blastocisti
precoce per poi diminuire prima dell’impianto (Chambers et al 2003; Mitsui et al 2003). A partire da
7.5 dpc, Nanog ¢ espresso nelle PGCs e la sua espressione rimane in tali cellule fino al completamento
della colonizzazione della gonade. Numerose evidenze sperimentali indicano che Nanog agisce
indipendentemente al signaling stimolato dal LIF attraverso gp130/STAT3, nel mantenimento della
capacita di “self renewing” delle cellule staminali (Chambers et al 2003). Per rassegne recenti sui
meccanismi molecolari che controllano il “self renewing” e la pluripotenza delle cellule ES rimandiamo
alla rassegna di Sun Y. Et al 2006.

Vogliamo infine brevemente menzionare, perché rilevanti per alcuni dei risultati ottenuti nel presente
studio, un’ultima proprieta delle cellule ES, nonché delle loro strette parenti le cellule EG, quella di
generare teratomi e/o teratocarcinomi quando trapiantate sottocute o nella capsula testicolare. Risultati
recenti indicano che tale proprieta dipende almeno in parte dall’elevata espressione nelle cellule ES del
gene, Ras-like, chiamato Eras (Takahashi et al., 2003). Eras codifica per una proteina della famiglia

delle G-protein che possiede un dominio CAAX conservato e localizzato nella membrana plasmatica.

13



Questo gene ¢ costitutivamente attivo nelle ES e la sua espressione forzata fa aumentare I’incidenza dei
tumori derivati da tali cellule. Eras lega ed attiva PI3K ed insieme a questa chinasi favorisce la
proliferazione e la tumorigenicita delle ES. Si ¢ visto che cellule ES in cui Eras ¢ stato deleto, formano

teratomi piu piccoli ed hanno una ridotta capacita proliferativa.

CELLULE GERMINALI PRIMORDIALI

Le cellule germinali primordiali (PGCs) sono i precursori embrionali dei gameti. In tutti gli organismi,
le PGCs si formano lontano dal sito di sviluppo delle gonadi dove poi migrano per dare vita alle cellule
germinali maschili (prospermatogoni) e femminili (oogoni/ovociti). Fino a pochi anni orsono, nel topo
le PGCs venivano identificate al giorno embrionale 7.5 (7.5dpc) come un piccolo gruppo di circa 40
cellule positive per I’attivita enzimatica della fosfatasi alcalina (TNAP) site alla base dell’allantoide
(Ginsburg et al., 1990). In tutte le specie di mammifero studiate, incluso I'uomo, I’attivita TNAP ha
permesso di localizzare le PGCs in equivalenti siti extraembrionali e di seguirne gli spostamenti fino
all’interno della gonade in sviluppo (Cook et al 1993). Negli ultimi anni nel topo, sono stati identificati
numerosi altri markers delle PGCs pre-gonadiche, quali Oct4, Nanog, Nanos2, Esg-1, Fragilis, Stella e
Blimp-1. Grazie allo studio dell’espressione di Blimp-1 e Stella, si ¢ potuto stabilire che i precursori
delle PGCs originano circa 24h prima della loro localizzazione nel mesoderma extraembrionale, da
circa 6 cellule dell’epiblasto prossimale che stimolate da fattori di crescita della famiglia BMPs (in
particolare BMP-4 e BMP-6), esprimono fattori di trascrizione quali Blimp-1 e proteine che legano
RNA messaggeri (es. Stella), che reprimono ’espressione di geni chiave per il differenziamento delle
cellule dell’epiblasto nelle diverse linee di cellule somatiche. A partire dal giorno E9.0, le PGCs

migrano nell’intestino posteriore e tra 9.0 € 9.5 dpc, iniziano a colonizzare le creste gonadiche.
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Durante la migrazione e per 1-2 giorni dopo la colonizzazione delle creste gonadiche, le PGCs
proliferano mitoticamente ed in circa otto cicli di replicazione della durata di circa 16 h (Tam and Snow
1981), aumentano da circa 50-100 a circa 20,000 a 13.5 dpc . I tempi di duplicazione sono di circa 7h
per i precursori delle PGCs e il ruolo putativo di Fragilis durante la formazione delle PGCs potrebbe
essere quello di rallentare il ciclo nelle PGCs nascenti fino a che non vengano prodottoi fattori anti-
proliferativi. E’ stato osservato che la proliferazione delle PGCs ¢ strettamente dipendente dalla
presenza di diversi fattori di crescita necessari da una parte a prevenire 1’apoptosi e dall’altra a stimolare
la proliferazione. Ad esempio 1’osservazione che le PGCs in coltura in assenza delle circostanti cellule
somatiche vadano incontro ad apoptosi (Pesce et al, 1993; Pesce and De Felici 1994), lascia supporre
che alcuni fattori, come KL ed il LIF, agiscano prevenendo 1’apoptosi delle PGCs (Pesce et al 1993).
Studi su sistemi di coltura ( De Felici 2000, De Felici 2001), mostrano che 1’interazione tra il recettore
tirosin chinasico kit ed il suo ligando Steel Factor (anche noto come KL), la cui assenza ¢ causa di
sterilita oltre che anemia e mancanza di melanociti, ¢ richiesta per la sopravvivenza e la proliferazione
delle PGCs. Dopo la fase proliferativa, si osserva una distinzione morfogenetica tra le gonadi maschili e
quelle femminili intorno ai 12-12.5dpc. Relativamente pochi geni sembrano essere connessi con il
differenziamento sessuale iniziale delle gonadi, ( Merchant-Larois and Moreno-Mendoza 2001), tra
questi un ruolo chiave ¢ svolto da sry posto sul cromosoma Y (Koopman et al 1990). L’esatto pathway
attraverso cui I’sry influenza la determinazione del sesso non ¢ stato ancora del tutto chiaro ed ¢
probabilmente il risultato combinato dell’espressione genica e di interazioni cellulari. Dopo il

differenziamento, le cellule germinali maschili entrano in arresto mitotico GO/G1che si mantiene fino
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alla nascita. Per quanto riguarda le cellule germinali femminili, queste entrano nella profase meiotica
Recentemente ¢ stato identificato il gene stra8 (Menke et al, 2003) che sembra essere un marker precoce
del differenziamento delle cellule germinali femminili. Questo gene appare up-regolato nelle cellule
germinali delle gonadi XX prima dell’ingresso in meiosi probabilmente dalla stimolazione dell’acido
retinoico prodotto dal limitrofo mesonefro (Koubova J et al 2006), mentre ¢ espresso a livelli molto piu
bassi nelle cellule germinali embrionali maschili. Cio in associazione all’up-regolazione del gene

meiotico Dmc1 ed alla down-regolazione di Oct3/4.
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CELLULE GERMINALI EMBRIONALI

Le cellule germinali primordiali, possono dare luogo a due tipi di cellule staminali pluripotenti. In vivo,
le PGCs possono formare cellule di carcinoma embrionali (EC), cellule staminali pluripotenti dei tumori
testicolari. In vitro se coltivate in presenza di uno specifico cocktail di fattori di crescita (LIF, bFGF,
KL) si trasformano in cellule germinali embrionali (cellule EG) che si ¢ dimostrato essere una
popolazione di cellule staminali (Matsui et al 1992, Resnick et al 1992). Il bFGF sembra agire come un
mitogeno in coltura e puo essere sostituito dalla forscolina o dall’acido retinoico, mentre il LIF o OSM

o I’IL-6, possono tutti attivare il pathway della gp130, inibendo il differenziamento e promuovendo la
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formazione di colonie (Koshimizu et al 1996).11 KL sembrerebbe svolgere contemporaneamente
un’azione antiapoptotica e mitogenica sulle PGC (Runyan C 2006) Linee di cellule EG possono essere
ottenute da PGCs premigratorie (8-8.5 dpc), migratorie (9,5 dpc) e postmigratorie (11,5-12,5 dpc)
(Matsui et al 1992, Resnick et al 1992), e da vari ceppi di topo (Durcova-Hills et al 2001). In ogni caso
le cellule che si ottengono sono in grado di proliferare indefinitamente in coltura e di generare corpi
embrioidi nei quali si sviluppano una varieta di tipi cellulari diversi. Se iniettate all’interno delle
blastocisti, le EG colonizzano tutti i lineages cellulari dell’embrione in sviluppo incluso, ma non
preferenzialmente, la linea germinale ( Stewart et al 1994). Tuttavia alcune chimere che si ottengono
utilizzando cellule EG derivate da 11.5 e 12.5 dpc hanno mostrato anormalita nella crescita e nello
sviluppo dell’apparato scheletrico ( Labosky et al 1994, Tada et al 1998).Tali anomalie sono
probabilmente dovute alla cancellazione della metilazione dei geni soggetti al processo dell’imprinting

che si verifica nelle PGCs a partire da 10.5 dpc.

Caratteristiche del ciclo cellulare delle cellule ES e EG

Diversamente dalla maggior parte delle cellule somatiche proliferanti, le cellule ES di topo

passano la maggior parte del tempo, circa il 75%, in fase S e sembrano proliferare indipendentemente
dalla stimolazione con citochine (Savatier et al., 2002). Si ritiene inoltre che il ciclo cellulare delle
cellule ES di topo non sia regolato a livello del checkpoint tra le fasi G1/S . In particolare, anche se
queste cellule esprimono sia Rb che Rbp-107 (ma non Rpb-103), seppur a bassi livelli, il pathway di Rb
non ¢ attivo (Robanus-Maandag et al. 1998; LeCouter et al. 1996). Si ritiene anche che le cellule ES
manchino della regolazione mediata dalle cicline Ds e cdk 4 e 6 (Savatier et al. 1996 and 2002;
Jirmanova et al. 2002; Burdon et al. 2002). Un’altra caratteristica del ciclo cellulare delle cellule ES , ¢
che i complessi Cdk2- A2/E1 sono costitutivamente attivi , mentre Cdc2-ciclinaB sembra essere 1’unica
attivita Cdk ad essere regolata durante il ciclo cellulare (Stead et al. 2002). Infine, la mancanza degli
inibitori delle Cdks, come p21“"*', p27"! e p16™** cosi come la non sensibilita all’inibitore del
complesso ciclina D3-Cdk6, p16™** (Stead et al. 2002; Faast et al. 2004), sembra contribuire
all’assenza di un checkpoint tra le fasi G1/S nelle cellule ES di topo.

Le caratteristiche del ciclo cellulare delle EG sono sovrapponibili a quelle delle cellule ES (McLaren A.
2001)
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BASE RAZIONALE E SCOPO DEL LAVORO

Il ciclo cellulare nelle PGCs presenta aspetti particolari che richiedono probabilmente meccanismi di
controllo unici. Difatti tali meccanismi devono assicurare allo stesso tempo I’espansione della
popolazione germinale, il mantenimento potenziale della totipotenza differenziativa intrinseca alla linea
germinale e il passaggio dal ciclo mitotico a quello meiotico in maniera dipendente dal sesso. Come
sopra riportato la proliferazione mitotica delle PGCs di topo dura circa sette giorni e dopo il primo
giorno in cui il ciclo cellulare nei precursori delle PGCs ¢ molto rapido (circa 7 ore), assume una durata
media di circa 16 ore. Le informazioni attualmente in nostro possesso indicano che la proliferazione
mitotica delle PGCs viene mantenuta, come nelle cellule somatiche, dalla stimolazione combinata di
fattori di crescita antiapoptotici € mitogenici. Tali fattori, tuttavia, agiscono su cellule che esprimono
fattori di trascrizione quali Blimp-1 e proteine che legano RNA messaggeri (Stella e Vasa) che
inibiscono il differenziamento in lineage somatici, e fattori di trascrizione che assicurano il
mantenimento della pluripotenza differenziativi quali Oct-4, Sox2 e Nanog. A queste particolari
condizioni si aggiunge ’elevata attivita di demetilazione del DNA che porta alla cancellazione
dell’imprinting genomico nelle PGCs e partire da 10.5 dpc. Mentre 1’elevata espressione di fattori di
trascrizione per il mantenimento delle pluripotenza nonché I’espressione di alcune proteine e
oligosaccaridi di membrana (TNAP, SSEA-1/TG-1, E-cad, gp130) ¢ comune alle PGCs e alle cellule
ES, quest’ultime non esprimono fattori di repressione di attivita genica quali Blimp-1 e Vasa né vanno
incontro a cancellazione dell’imprinting. E’ possibile che le suddette caratteristiche rendano il controllo
del ciclo cellulare mitotico delle PGCs particolarmente sensibile a deregolazione e soggetto a
modificazioni che ne causano la trasformazione in cellule EC e EG. Allo stesso tempo, il ciclo mitotico
delle PGCs puo essere modificato in ciclo meiotico. Tale modificazione sembra verificarsi di norma
nella fase G1 di uno degli ultimi cicli mitotici delle PGCs (Swain A, 2006) sotto 1’azione dell’acido
retinoico, considerato il principale induttore della meiosi nell’ovaio fetale (Swain A. 2006).

Come riassunto nei paragrafi precedenti, il controllo del ciclo celulare avviene a diversi livelli
trascrizionali e post-trascrizionali. Nel nostro lavoro, impiegando metodologie di isolamento e coltura di
cellule germinali delle gonadi di embrioni murini a diversi stadi di sviluppo messe a punto nel nostro
laboratorio, abbiamo iniziato a caratterizzare 1’espressione in tali cellule di un gruppo significativo di
geni (96) coinvolti nel controllo del ciclo cellulare mitotico delle cellule somatiche, utilizzando per la

prima volta una tecnologia di analisi di c-DNA microarray su popolazioni purificate di PGCs, ovociti
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primari in profase meiotica I e prospermatogoni in GO. Allo stesso tempo, 1’espressione degli stessi geni
¢ stata analizzata per confronto in cellule ES, EG e fibroblasti embrionali. Lo scopo principale di questo
studio ¢ stato quello di eseguire un’analisi comparativa dei livelli di espressione dei c-DNA per 1 geni
esaminati nelle diverse popolazioni cellulari e ottenere quindi indicazioni per futuri studi che avranno
lo scopo di confermare a livello proteico e funzionale le differenze rilevate in rapporto alle somiglianze

e differenze tra PGCs, ES e EG e tra PGCs mitotiche e ovociti meiotici o prospermatogoni.
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MATERIALI E METODI

Isolamento delle cellule germinali

Le PGCs sono state isolate e purificate dalle gonadi indifferenziate di embrioni di topi CD-1 di 11.5 dpc
secondo il metodo descritto in Pesce and De Felici (1995). Brevemente, le creste gonadiche (30-40 per
esperimento) sono state prelevate in mezzo di coltura M2 e trasferite in tubi Eppendorf da 1,5 ml
contenenti 0,5 ml di M2 contenente 0,25% tripsina e ImM EDTA. Dopo 2-3 minuti di incubazione a
temperatura ambiente la soluzione enzimatica ¢ stata rimossa e le gonadi lavate con M2 contenente 20-
30 pg/ml DNase (tipo I Calbiochem). Le gonadi sono state lasciate in 0,1 ml di mezzo e dissociate.
meccanicamente fino ad ottenere una sospensione di cellule monodisperse. A seguito dell’aggiunta di
ulteriori 0,2 ml di mezzo e dell’anticorpo anti TG-1 ( diluizione 1:300), la sospensione cellulare ¢ stata
lasciata per 45 minuti a 4°C in agitazione continua. Trascorso questo intervallo di tempo, la
sospensione di cellule ¢ stata incubata per ulteriori 15 minuti nelle stesse condizioni, ma con 1’aggiunta
di 10 pl di microbeads magnetiche ricoperte con un anticorpo monoclonale anti mouse IgM (Milteny
Biotec). La sospensione cellulare ¢ stata quindi portata a 0,5 ml con M2 e fatta passare attraverso una
colonna inserita in un campo magnetico. Le cellule TG-1 positive, ossia le PGCs, rimaste nella colonna
sono state quindi eluite con 1 ml di mezzo flussato attraverso la colonna. In ogni sospensione cellulare
¢ stata quindi controllata la percentuale di PGCs mediante la reazione per I’enzima fosfatasi alcalina. La
purezza delle popolazioni cellulari ¢ stata verificata anche tramite RT-PCR utilizzando primers per il
gene VASA specifico per le PGCs e KL specifico per le cellule somatiche.

Per quanto riguarda le cellule germinali di 14.5 dpc (ovociti meiotici e prospermatogoni) queste sono
state ottenute dalla disgregazione enzimatica di ovaie e testicoli di embrioni prodotti dall’incrocio di
femmine CD1 con maschi transgenici esprimenti GFP sotto il promotore del gene OCT-4 (APE-
GOF18) ( gentilmente forniti dal Dr. Hans Schéler) espresso specificamente nella linea germinale. Tale
sospensione cellulare ¢ stata centrifugata a 1000 rpm per 10 min. Il pellet ¢ stato risospeso e sottoposto
a sorting utilizzando FACSVantage SE. Per ogni esperimento sono stati utilizzati circa 40 testicoli e 40
ovaie. Le cellule sortate sono state centrifugate a 1000 rpm e il pellet utilizzato per 1’estrazione
del’RNA. Campioni di cellule sono stati osservati al microscopio ottico dopo colorazione con Hoechst
per la valutazione morfologica del grado di purezza delle cellule germinali. La purezza delle
popolazioni sortate ¢ stata valutata anche tramite RT-PCR utilizzando primers per il gene SCP-3

specifico per gli ovociti e Nanos3 specifico per i prospermatogoni.
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Coltura delle PGCs e delle linee cellulari ES, EG e STO

Le PGCs ottenute da embrioni di topi CD-1 di 11.5 dpc, sono state coltivate secondo il metodo
descritto in Farini et al. 2005. La linea cellulare D3 di ES murine (Doetschmann et al., 1985) proveniva
dall' American Type Culture Collection (ATTC, USA); mentre le EG sono state prodotte nel nostro
laboratorio (Moe-Behrens et al., 2003). Le cellule EG ed ES sono state cresciute in uno stato
indifferenziato su di un feeder-layer di fibroblasti embrionali di topo (MEFs) inattivati con mitomicina
C e derivati da embrioni di topo CD-1 di 12.5 dpc (Wobus et al., 1984), in DMEM , 15% heat-
inactivated fetal calf serum (FCS, selected batches ES cell tested), 2mM L-glutamina, 50 uM di -
mercaptoetanolo, 100nM di amminoacidi non essenziali, 50U/ml di penicillina e 50 pg/ml di
streptomicina (tutti Invitrogen). Le ES e le EG sono state piastrate sul feeder-layer di MEF e coltivate a
37° C in presenza del 5% CO, in un incubatore per colture di tessuti umidificato. Le cellule non ancora
a confluenza sono state tripsinizzate , pellettate a 500 rpm per tre min e ripiastrate su un nuovo feeder-
layer di MEF alle diluizioni 1:2-3. Per rimuovere le MEF, le cellule sono state risospese nel mezzo di
coltura in un tubo Falcon da 50 ml dopo tripsinizzazione e gentilmente disaggregate meccanicamente.
La sospensione cellulare ¢ stata poi piastrata su una piastra gelatinata per 15-30 min in incubatore.
Durante questo periodo di tempo, le MEF si attaccano alla piastra mentre le ES ¢ le EG restano in
sospensione. Ripetendo questa procedura per due volte, il supernatante conteneva circa il 98% di ES o
EG che sono state poi utilizzate per I’estrazione dell’RNA.

La linea cellulare STO (fibroblasti embrionali) ¢ stata cresciuta secondo comuni protocolli in accordo

con le procedure consigliate dalle ATCC.

cDNA microarray

L’RNA totale ¢ stato estratto dai vari tipi cellulari tramite I’RNeasy Quiagen microkit secondo le
istruzioni del kit. Una volta purificato la qualita dell’RNA ¢ stata valutata tramite spettrofotomentria a
260 e 280 nm usando il Nanodrop (NanoDrop Technologies). Approssimativamente sono state
necessarie 50,000-100,000 PGCs per ottenere 1 pg di RNA totale che ¢ stato poi utilizzato per il
successivo step di amplificazione e preparazione dei probes. La stessa quantita di RNA ¢ stata utilizzata
per le cellule ES ed EG. L amplificazione dell’RNA ¢ stata condotta utilizzando I’ AmpoLabeling-LPR
Kit (SuperArray Inc, L-03) e aggiungendo contemporaneamente la Biotina 16-dUTP (Roche, 1-093-
070). Questa procedura, che utilizza primers specifici per i geni presenti sulle membrane di ibridazione,
permette di ottenere probes marcati con biotina di “second strand “ cDNA in quantita proporzionali a

quelle di mRNA presenti nel campione iniziale anche se queste sono molto piccole.
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Per quanto riguarda gli ovociti e i prospermatogoni a causa del limitato numero di cellule ottenute dagli
esperimenti di sorting, si ¢ eseguito un primo ciclo di amplificazione dell’RNA partendo da circa 25 ng
di RNA totale utilizzando il TargetAmp 1-Round Aminoallyl-aRNA Amplification kit 101 (Epicentre)
secondo le istruzioni. Con questo metodo 'RNA Poly A" dell’RNA totale viene retrotrascritto in un
primo strand di cDNA tramite 1’utilizzo di oligo(dT) sintetici contenenti la sequenza promotrice
dell’RNA polimerasi T7 al 5’ terminale. L’ibrido cDNA/RNA prodotto nel primo step viene quindi
digerito in piccoli frammenti di RNA utilizzando ’RNase H. I frammenti di RNA servono a condurre
la sintesi del secondo strand di cDNA. Il prodotto di reazione ¢ quindi un cDNA che contiene un
promotore della trascrizione T7 posto in un orientamento che permette di generare elevate quantita di
RNA antisenso (aRNA) durante la successiva reazione di trascrizione in cui il canonico UTP ¢
parzialmente sostituito dal 5-(3-aminoallyl)-UTP. L’aRNA cosi ottenuto viene infine purificato
utilizzando colonne dell’RNeasy Quiagen microkit. In questa serie di esperimenti, questa procedura di
amplificazione ¢ stata effettuata anche su campioni di RNA estratti da PGCs di 11.5 dpc. La successiva
marcatura degli aRNA (100ng) ¢ stata eseguita utilizzando I’AmpoLabeling LPR Kit come sopra
descritto.

Le membrane utilizzate erano le “Cell Cycle GEArray'™ Q Series” (SuperArray Inc., MM-001). Prima
dell’ibridazione la membrana ¢ stata incubata con una soluzione contenente il GEAhyb Hybridization
Solution e 100pg/mL di DNA denaturato di Salmon Sperm (Invitrogen/GIBCO) a 60 °C in agitazione
continua per due ore. Successivamente la soluzione ¢ stata sostituita con un tampone di ibridazione
contenente i cDNA marcati che ¢ stato incubato nelle stesse condizioni per circa 16 ore. Le membrane
sono state quindi lavate due volte per 15 min con 2 x SSC/1% SDS e altre due volte per 15 min con 0.1
x SSC/0.5% SDS a 60°C in agitazione continua. Il segnale ¢ stato rilevato tramite chemiluminescenza
mediante I’incubazione della membrana con alkaline phosphatase-conjugated streptavidin e CDP-Star

substrate.

Analisi dei Microarray

Le membrane sono state prima acquisite con lo ScanJet scanner (Hewlett Packard) e gli spots di
ibridazione (4 per ogni cDNA) quantificati usando il software di analisi densitometrica ScanAnalyze. Il
background di ogni membrana ¢ stato sottratto dalla media dei valori dei tetraspots di cDNA e i valori
normalizzati per il segnale del gene housekeeping “GAPDH” la cui intensita su ogni membrana era
portata allo stesso valore di grigio usando il software PhotoShop. Gli esperimenti di microarray sono

stati eseguiti tre volte con nuove membrane e RNA isolato da campioni cellulari diversi.

22



L’analisi statistica ¢ stata effettuata tramite 1’analisi della varianza (ANOVA), secondo il metodo “post
hoc” di Tukey, usando un P-value < 0.05. I valori dei “fold changes” sono stati espressi come il log,

delle medie dei rapporti tra 1 livelli di cDNA per ogni gene.

RT-PCR e Real time PCR
La metodica dell’RT-PCR ¢ stata utilizzata per verificare il grado di purezza delle sospensioni di cellule
germinali mediante ’analisi di espressione di specifici geni. Per le PGCs e le cellule somatiche ottenute
dalle creste gonadiche di 11.5 dpc sono stati utilizzati i primers per i geni VASA e KL espressi
rispettivamente dalle PGCs e dalle cellule somatiche. A 100ng di c-DNA ottenuti da ogni campione
sono stati aggiunti 1X di PCR buffer, 1,5 mM MgCI2, 2.5 U Taq DNA Polimerasi, 0,5 uM di ogni
primer specifico, 0,2 mM di ogni ANTP e acqua distillata fino ad un volume finale di 25 pl.. Come
controllo ¢ stato utilizzato il gene housekeeping HPRT. Le sequenze degli oligo sono riportate nella
Tab.2. I campioni sono stati posti nel termocilcatore ed incubati per 3° a 94 °C , quindi sono stati
effettuati 35 cicli composti da: 94 °C per 45 secondi, 58 °C per 30 secondi, 72 °C per 45 secondi. Dopo
una ulteriore incubazione a 72 °C per 10 minuti i campioni sono stati lasciati a 4 °C e quindi corsi su
gel di agarosio all’1% in TBE.

La stessa procedura ¢ stata effettuata per verificare la purezza delle popolazioni ovocitarie e
prospermatogoniali. In questo caso abbiamo utilizzato 100 ng di aRNA e primers per il gene SCP3 per
gli ovociti e Nanos3 per i prospermatogoni.

La metodologia Real Time PCR ¢ stata utilizzata per verificare le differenze rilevate dalle analisi delle
membrane di cDNA. I geni i cui livelli di cDNA risultavano significativamente diversi sono stati
analizzati mediante Real-time PCR usando il Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG completo di
ROX seguendo le istruzioni del kit (Invitrogen, 11744-100). Brevemente, 2 ng di cDNA ottenuti
dall’amplificazione con I’AmpoLabeling LPR Kit di ciascun campione precedentemente utilizzato per
I’ibridazione, sono stai uniti a 0.2 uM di primers forward e reverse (vedi Tabella 1) in presenza dei
reagenti contenuti nei kit utilizzati per le Real Time PCR. 40 pl di questa soluzione sono stati posti in

strip di tubi da 0.2 ml e corsi nell” ABI PRISM 7000 Detection System (Lab Centraal B.V.). Il
programma dei cicli era composto da tre steps: 50 °C per due minuti, 95 °C per due minuti, quindi 45
ciclidi 95 °C 15 sec, 54 °C per 30sec e 72 °C 30 sec. I risultati sono stati analizzati come segue: ogni
valore ¢ stato normalizzato per il suo gene housekeeping (18S), i livelli di espressione per le cellule ES
ed EG sono stati poi normalizzati per quelli delle PGCs il cui valore ¢ stato assunto come paria 1. Il

rapporto dei valori espresso come log, ¢ stato quindi utilizzato per ottenere la comparazione finale.
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Citofluorimetria

Per studiare la distribuzione del ciclo cellulare, PGCs purificate con sorting immunomagnetico, cellule
ES, ovociti e prospermatogoni ottenuti dal FACS sono stati lavati con PBS e sospesi in PBS/90%
EtOH. Dopo un’incubazione overnight a 4 °C , le cellule sono state lavate e risospese in PBS/RNase
(2mg/ml) ed incubate a 37° C. Sono stati quindi aggiunti 10 ug/ml di ioduro di propidio (PI) ad ogni
campione e dopo un’incubazione di 30 min a 37 °C , le cellule sono state lavate e risospese in 250 pl

di PBS ed infine analizzate tramite il FACS“™" flow cytometer (Becton Dickinson, Germany).
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RISULTATI

Confronto dell’espressione di cDNA di geni del ciclo cellulare nelle PGCs, cellule ES ed EG

La verifica della purezza delle popolazioni frazionate di PGCs mediante sorting immunomagnetico con
APase, ha indicato una percentuale di PGCs variabile tra 1’80 e il 90%. Allo stesso tempo 1’analisi per
RT-PCR dell’espressione dei geni Mvh (VASA) e Kl (vedi Materiali e Metodi) ha confermato 1’elevato
grado di purezza di queste popolazioni.

Preliminarmente allo studio dell’espressione dei cDNA dei geni del ciclo cellulare nelle tre popolazioni
studiate, abbiamo eseguito un’analisi del ciclo cellulare delle PGCs e delle ES tramite la
citofluorimentria (Fig. 5A-B). I risultati ottenuti nelle cellule ES sono compatibili con quanto gia noto
in letteratura. Difatti esse mostrano una distribuzione delle fasi del ciclo caratterizzata dalla presenza di
circa il 56% delle cellule in fase G2/M, il 30% delle cellule sono risultate in G1, il 12.97 % in S. Per
quanto riguarda le PGCs esse mostrano una distribuzione nelle fasi del ciclo tipico di cellule somatiche
mitotiche con circa il 52,7% di cellule in G1, i1 17,99% in S, il 28,98% in G2/M.

Prima di analizzare e comparare I’espressione genica dei tre tipi cellulari, abbiamo anche voluto
verificare se nei nostri arrays i livelli dei cDNA delle cellule ES fossero compatibili con le
caratteristiche peculiari del ciclo cellulare di tali cellule. E’ noto, ad esempio, che le cellule ES
trascorrono la maggior parte del ciclo cellulare nella fase S e sono deficitarie dei meccanismi di
controllo che normalmente regolano la transizione della fase G1 nella fase S. Difatti anche se Rb e Rpb-
107 sono espressi a bassi livelli, il pathway regolato da Rb in questa fase ¢ inattivo. Un’altra
caratteristica che queste cellule presentano ¢ la bassa espressione delle cicline D e ’assenza di
regolazione mediata da queste ultime quando si legano alle Cdks. Alla mancata regolazione della fase di
transizione G1/S, contribuiscono molto I’assenza degli inibitori p21<'"', p27**" ¢ la non sensibilita del
complesso Cdk6-cyclin D3 all’azione inibitoria di p16™** (Stead et al. 2002; Faast et al. 2004).

Per quel che concerne i 38 geni della fase G1, presenti nel nostro array, una prima osservazione ¢ che
nelle cellule ES solamente 19/38 dei relativi cDNArisultano espressi a livelli >10% del gene
housekeeping Gapdh (Fig. 6). Inoltre in tali cellule i trascritti di Rb e quelli delle cicline D sono assenti
o presenti a bassi livelli in accordo con i dati di letteratura. Sempre relativamente alla fase G1, possiamo

inoltre osservare che: a) tra le Cdks, i cDNA di Cdk2L, Cdk4 sono espressi ad alti livelli mentre Cdk6 ¢
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espresso ad un livello pit basso; b) dei sei geni della famiglia E2fs essenziali per la regolazione della
progressione della fase G1/S, sono risultati espressi solo i trascritti di E2f4 e, ad un livello piu basso,
E2f1; ¢) gli unici inibitori delle Cdks, che mostrano livelli significativi di espressione sono p21 e p15.
Dr’altra parte nelle cellule STO (Fig. 7), utililizzate come modello di cellule somatiche embrionali
proliferanti, si rileva che il numero dei trascritti della fase G1> 10% Gapdh ¢ di 22/38 cDNA, i livelli di
espressione delle cicline D (in particolare cicline D1 e D2) e di Rb sono piu elevati delle cellule ES e
I’espressione dei geni inibitori delle Cdks, fatta eccezione per p19, ¢ mediamente piu elevata.
Considerando 1 geni che controllano la replicazione del DNA (fase S) e la transizione G2/M, recenti
risultati indicano elevati livelli di trascritti nelle cellule ES per Mcms, Cdc6, Pcna, Cyclin A2, CyclinB1,
Cdk1 (Cdc?2) e Cdc45 (Fujii-Yamamoto et al, 2005). Fatta eccezione per un membro della famiglia delle
Mcm (Mcm4), tutti gli mRNAs per tali geni mostrano una significativa ed elevata espressione nelle
membrane delle cellule ES, generalmente piu alta rispetto a quello delle cellule STO (Figs. 6-7). Per
quanto riguarda infine le vie molecolari responsabili dell’arresto nella fase G1 a seguito di un danno al
DNA, in accordo con le nozioni che nelle ES tali vie sono poco attive e/o inefficienti, dall’analisi dei
1CipL

nostri arrays, € risultato che 1 trascritti sia di p5S3 che di p2 sono espressi in tali cellule a bassi livelli,

mentre 1 trascritti di p27Kipl sono assenti ( Fig.6, dati non mostrati). Virtualmente assente ¢ anche
risultato ’'mRNA di Atm, mentre i trascritti di Cdc25a, Cdk2, Chk2 (Rad53) sono presenti a livelli
relativamente elevati (Fig.6). Per quel che riguarda le STO, ¢ risultato che i trascritti di p53 ed Atm
sono presenti a bassi livelli in modo simile alle ES, mentre 1 livelli di espressione degli mRNAs per
altri geni relativi al DNA damage/p53/Atm quali Ubelx, Chk2 ¢ Mrella, sono significativamente piu
alti nelle ES (Fig.7).

I risultati relativi alle cellule ES, sono stati anche comparati con quelli recentemente pubblicati da Ginis
et al. (2004). Questi autori hanno utilizzato le medesime membrane di cDNA array per sudiare il ciclo
cellulare delle cellule ES D3, ma senza effettuare lo step di amplificazione del’RNA da noi utilizzati
come raccomandato dal protocollo. Nel complesso il profilo di espressione dei trascritti dei geni
analizzati appare sostanzialmente simile in entrambe le analisi. Solamente quattro geni (Ciclina D3,
Gadd45, Mdm2 ed Mcm4) su 42 che nelle nostre membrane sono risultati espressi a livelli molto bassi o
assenti, hanno mostrato significativi livelli di trascritti nello studio di Ginis, mentre quattro geni
(Ubelx, Cdc45L, Mad2L1 e Chk) su 20 che sono espressi ad elevati livelli nei nostri array, risultavano
invece assenti o espressi a bassi livelli nella precedente analisi.

I risultati comparativi dei profili di espressione dei cDNA dei 96 geni analizzati nelle cellule PGCs, ES
e EG, con I’esclusione di quelli espressi in tutte e tre le popolazioni a livelli < 10% del gene

housekeeping GAPDH, sono mostrati in Fig. 6 sottoforma di box plots. I geni sono stati suddivisi in

quattro classi, le prime tre contenenti geni espressi in prevalentemente in G1, S, G2/M e una quarta con
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geni coinvolti nel controllo dei danni al DNA (DNA damage/p53/Atm pathways). Una rappresentazione
delle membrane ibridizzate, ¢ mostrata nella Fig. 8. I fold changes tra i geni analizzati e comparati che
hanno mostrato livelli di mRNA significativamente differenti tra le cellule ES, EG e PGCs sono
riportati nella Tabella 2.

Un’ osservazione generale ¢ che il maggior numero di trascritti della fase G1 si osserva nelle PGCs
(26/38) rispetto alle EG (20/38) ed alle ES (19/38). Tra questi, i trascritti della Ciclina D3, p57kip2, Rb
e Tcebll (Skpl-like) sono espressi a livelli significativamente piu elevati nelle PGCs rispetto alle EG e
nelle ES. I primi tre geni giocano un ruolo chiave nella regolazione della progressione della fase G1
dipendente dai fattori di crescita e il fatto che questi trascritti siano piu elevati nelle PGCs ¢ in linea con
quanto ¢ noto sulla dipendenza della loro proliferazione dai fattori di crescita (per una review vedi De
Felici et al. 2004). Interessante ¢ 1’osservazione che tra i geni delle cicline D, la D3 sembra
caratterizzare la PGCs, mentre la D1 ¢ piu abbondante nelle cellule EG.

Se analizziamo I’espressione di geni che sono coinvolti nella formazione dei complessi di
ubiquitinizzazione come I’SCF (Skp1-Cull-F-Box protein) che media la degradazione delle proteine
coinvolte nella progressione del ciclo cellulare soprattutto nella fase G1, possiamo osservare che gli
mRNA di molti membri di tale complesso, quali Cullin 1,2,3 Cul4a e Cul4b sono espressi nelle PGCs a
livelli relativamente elevati. Il pathway di ubiquitinazione sembra piuttosto attivo anche nelle ES e nelle
EG, anche se in queste cellule, i trascritti di alcuni geni coinvolti nel pathway sono espressi a bassi
livelli o sono assenti (Cul4b nelle ES e Culda e Skp2 nelle EG, Fig.6). Similmente i livelli di mRNA di
Nedd8, codificante per una proteina “Ubiquitin-like” capace di regolare positivamente 1’attivita delle
culline (Osaka et al.1998), apparivano piu elevati nelle PGCs che nelle ES o EG, anche se le differenze
non erano statisticamente significative (Fig.6). Infine rileviamo che mentre I’ mRNA dell’ubiquitina C
era assente e quello di Ubl1 (SUMO-1) risultava ugualmente espresso nei tre tipi cellulari (Fig.6), gli
mRNAs di Ubelx e di Ube3a (E6-AP) risultavano significativamente piu espressi, il primo nelle PGCs
e ’ultimo nelle ES e nelle EG (Fig. 6-9A). A tale proposito ¢ interessante osservare che in generale
elevati livelli di trascritti per i membri del complesso SCF come Cull e Cul2 e Nedd8, caratterizzino le
tre popolazioni cellulari staminali rispetto alle cellule STO, mentre la presenza di elevati livelli di
ubiquitina C caratterizza queste ultime (Fig.7).

Tra i venti geni della fase S analizzati, solamente 1 trascritti della ciclina G1 sono risultati
significativamente diversi nelle tre popolazioni, piu elevati nelle EG e nelle ES rispetto alle PGCs
(Fig.6). Nel complesso il 50% (fase S) ed il 70-80% (G2/M) dei geni di queste fasi sono espressi nelle
tre popolazioni cellulari, confermando un’elevata attivita proliferativa di tali cellule.

Un numero relativamente basso di geni del pathways del DNA damage/p53/Atm, 12/26 nelle PGCs e
nelle EG e 11/26 nelle ES (Fig.6) hanno mostrato livelli di trascritti maggiori del 10% di GAPDH. Tra
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questi gli mRNA di Ubelx ed Atm risultavano piu elevati nelle PGCs rispetto alle EG ed alle ES,
mentre, come riportato precedentemente, Ube3a ¢ risultato piu elevato in queste ultime. Con sorpresa
nelle cellule EG abbiamo rilevato livelli estremamente elevati di mRNA per Timp3. I livelli di questo
gene apparivano molto bassi nelle PGCs e nelle STO ed appena rilevabili nelle ES. (Figs. 6-7 e Tabella
2). Da sottolineare che il cDNA di Timp3 era anche 1’unico tra quelli presenti nell’array ad avere livelli
di espressione significativamente diversi tra le cellule EG ed ES.

Le differenze risultate statisticamente significative nei livelli di cDNA nelle PGCs ES ed EG, sono state
confermate tramite SYBR Real Time PCR, fatta eccezione per Tcebll (Skpl-like), i cui livelli di mRNA
sono risultati altamente variabili tra i1 diversi campioni (fig.9A e non mostrato).

Oltre ai geni presenti sulle membrane della Superarray, abbiamo analizzato mediante Real Time PCR
due geni importanti nella regolazione della proliferazione delle cellule ES, c-myc e un nuovo membro
della famiglia ras chiamato Eras (Takahashi et al, 2003).

Un ulteriore pathway regolatorio suggerito per la regolazione della proliferazione delle cellule ES,
infatti, include I’attivazione di c-myc (Davis and Bradley, 1993; MacLean-Hunter et al., 1994).
L’attivazione di c-myc, piu che il pathway ras-raf-erk , puo essere critico nella regolazione del ciclo
cellulare, poiché I’over-espressione di c-myc puo rendere la proliferazione cellulare indipendente del
controllo delle citochine esercitato in G1 (Shirogane et al., 1999). Infatti, c-myc puo stimolare
direttamente la trascrizione dei geni che codificano per la cilcina E e cdc25a per generare la chinasi

Cdk2-CiclinaE (Bartek and Lukas, 2001).

Eras ¢ espresso specificamente nelle cellule ES di topo e la sua over-espressione ¢ sufficiente a
mantenere la proliferazione cellulare e soprattutto ad indurre le trasformazioni delle cellule ES in cellule
tumorigeniche maligne (Takahashi et al., 2003).

Tramite Real time PCR abbiamo riscontrato che il trascritto di c-myc era presente a livelli simili in tutti
e tre 1 tipi cellulari esaminati, mentre per Eras i livelli di mRNA riscontrati nelle EG erano 1000 volte
superiori rispetto alle PGCs (Fig 9B). Le ES hanno mostrato livelli di espressione per Eras intermedi tra

gli altri due tipi cellulari (circa 10 volte superiore alle PGCs).

La coltura delle PGCs in presenza di LIF, KL e bFGF causa aumento dei livelli di espressione del

trascritto di Timp3

Allo scopo di verificare se la coltura delle PGCs in condizioni che ne causano la trasformazione in
cellule EG si accompagna ad un aumento dell’espressione di Timp3 che come precedentemente
riportato appare, nei nostri esperimenti di cDNA array, molto abbondante nelle cellule EG, abbiamo

coltivato PGCs ottenute da embrioni di 11.5 dpc in presenza di 500 U LIF, 50ng/ml KL e 5ng/ml bFGF
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nel sistema di coltura descritto in Farini et al., (2005) per 48 ore. I risultati mostrati in Fig. 9C, indicano

che 1 livelli di espressione di tale trascritto vengono marcatamente aumentati dopo 48 ore di coltura.

Confronto PGCs, prospermatogoni e ovociti

Le osservazioni morfologiche delle cellule sortate al FACS (Fig 14) e le analisi RT per Scp3 e Nanos3
(non mostrato), indicavano che le cellule GFP positive (high e low) isolate dai testicoli e dalle ovaie di
embrioni di 14.5 dpc, possedevano le caratteristiche dei prospermatogoni e degli ovociti.

Le analisi citofluorimetriche confermavano inoltre che mentre la maggior parte dei prospermatogoni (>
80%) si trovava in fase G0/G1, gran parte degli ovociti (circa il 70%) mostravano un contenuto di DNA
4N tipico di cellule meiotiche.

Per quanto riguarda I’amplificazione degli mRNA eseguite in questa seconda serie di esperimenti,
queste non modificano in maniera significativa il profilo di espressione dei cDNA delle PGCs riportato
nel confronto con cellule ES e EG.

Considereremo I’espressione dei 96 cDNA presenti nell’array, raggruppandoli, come per la precedente
comparazione, in quattro classi (G1, S, G2/M e DNA damage/ATM/p53) ed escludendo dall’analisi 1
cDNA che mostravano livelli di espressione <10% del gene housekeeping Gapd in tutte e tre le
popolazioni cellulari.

Analizzando I’espressione dei cDNA dei 38 geni della fase G1 presenti nell’array, undici (Cdc7/1,
Cdc37, Cdk5r, Cdk6, p57, p19, E2f2, E2f6, Skip-2, Rbl1 e Rbl2) sono risultati espressi a livelli < 10%
Gapd.

Una prima osservazione ¢ che nei prospermatogoni, i livelli di cDNA degli inibitori delle CDKs, in
particolare di p16INK4a, risultano aumentati, mentre quelli delle culline e di Skip-1, proteine del
complesso di ubiquitinazione SCF, del fattore di trascrizione E2f4 ¢ della ciclina E1, generalmente
coinvolti nell’attivazione/repressione di geni che mediano il passaggio G1/S, appaiono in diminuzione
rispetto alle PGCs (Fig 10a). Tuttavia, di queste variazioni sono risultate statisticamente significative e
confermate dall’analisi real time RT-PCR (Fig 11), solamente quelle relative a p16 e E2f4. Per quanto
riguarda le altre cicline della fase G1 (cicline D e ciclina E2), le CDKs (Cdk2L e Cdk4) e altri membri
di complessi di ubiquitinazione (Skip-1, Nedd8 e Cksl), i relativi livelli di cDNA non hanno mostrato
variazioni statisticamente significative rispetto alle PGCs (Fig 10a). Da rilevare che, sebbene negli
arrays i livelli di espressione di Rb nei prospermatogoni risultino significativamente piu elevati rispetto
alle PGCs (42+ 8 vs 10+6) (Fig 10a), I’analisi per real time non ha confermato queste differenze (non

mostrato).
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Piu complessa appare la comparazione dei livelli di cDNA negli ovociti rispetto alle PGCs e ai
prospermatogoni. Anche negli ovociti, i livelli dei trascritti degli inibitori delle CDKs risultano in
aumento, in special modo statisticamente significativi rispetto alle PGCs quelli relativi a p16 e p21. 1
trascritti delle cicline D e delle CDKs non mostrano differenze statisticamente significative tra le tre
popolazioni. Da notare il mantenimento di elevati livelli di espressione della Cdk2L, chinasi essenziale
per la meiosi (Ortega et al., 2003) e la tendenza all’abbassamento dei livelli di cDNA della Cdk4 negli
ovociti (media+ SE = 55 + 28) sia rispetto alle PGCs (100 +5) che ai prospermatogoni (106 + 16) (Fig
10a). Mentre negli ovociti, a differenza che nei prospermatogoni, i livelli di cDNA della ciclina E1 non
sembrano diminuire rispetto alle PGCs, quelli della ciclina E2 aumentano significativamente rispetto ad
entrambe le popolazioni (Fig 10a), come confermato dall’analisi real time (Fig 11). Per quanto riguarda,
i complessi di ubiquitinazione, i livelli di cDNA delle culline in generale (in particolare delle culline 1,
3 e 4b) e di Cksl (necessario per I’ ubiquitinazione di p27) rimangono elevati negli ovociti come nelle
PGCs e superiori (sebbene non in modo statisticamente significativo) a quelli presenti nei
prospermatogoni. Le quantita dei trascritti di Skip-1 ¢ Nedd8 risultano piu elevate negli ovociti
(rispettivamente 64 +27 e 45+ 7) rispetto sia alle PGCs (42+ 21 e 18+ 6) che ai prospermatogoni (39+
22 e 22+9), con differenza statisticamente significativa per Nedd8 per ovociti vs PGCs e al limite della
significativita (P = 0.09) per ovociti Vs prospermatogoni. Dei sei fattori di trascrizione della famiglia
E2f, che svolgono un ruolo chiave nella repressione di geni che controllano il passaggio G1/S, negli
ovociti risultano espressi a livelli relativamente elevati E2f1, E2f4 ed E2f5. Da rilevare che i livelli di
cDNA di E2f5 risultano statisticamente piu elevati sia di quelli presenti nelle PGCs che nei
prospermatogoni (Fig 10a) , come confermato dall’analisi real time (Fig 11). Infine, in analogia con
quanto osservato nei prospermatogoni, sebbene negli arrays i livelli di trascritti per Rb risultino
significativamente piu elevati negli ovociti rispetto alle PGCs (51 +£3 vs 10+6) (Fig 10a), la real time
non ha confermato questa differenza (non mostrato).

Nove geni (ciclina AL, ciclina G1, cddc25b, Cdk7, Mcmd, Mcmd2, Mcmd4, Mcmd6 e Mcmd?7) su venti
della fase S hanno mostrato espressione <10% di Gapd. Per quanto riguarda i trascritti degli altri undici
geni analizzati, nei prospermatogoni, cinque (ciclina A2, Cdc6, Cdc45L, Ki67 e Mcmd5) hanno
mostrato una tendenziale diminuzione di espressione rispetto alle PGCs, quattro (ciclina C, ciclina G2,
ciclina H e cdc25a) un aumento e due (Pcna e Cdk8) nessuna evidente variazione (Fig 10b). L’analisi
statistica rivelava una differenza al limite della significativita (P = 0.095) solamente per I’aumentata
espressione della cicline G2 ed H; la real time confermava un maggior numero di trascritti per entrambe
le cicline nei prospermatogoni rispetto alle PGCs (Fig 11).

Per quanto riguarda gli ovociti, dei cinque geni rilevati in tendenziale diminuzione nei prospermatogoni

tre (ciclina A2, Cdc6 ¢ Mcmd5) mostravano un analoga tendenza, mentre Cdc45L appariva in aumento ¢
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Ki67 non variava rispetto alle PGCs. Tutti e quattro i geni in aumento nei prospermatogoni, apparivano
piu espressi anche negli ovociti rispetto alle PGCs. La differenza di espressione negli ovociti risultava
statisticamente significativa per le cicline A2, C, G2 ed H rispetto alle PGCs, ma solo per la ciclina C
rispetto ai prospermatogoni (Fig 10b). Queste differenze erano confermate dalla real time (Fig 11).
Anche negli ovociti i livelli dei trascritti per Pcna e Cdk8 non risultavano diversi da quelli trovati nella
PGCs. Da rilevare infine che nelle tre popolazioni esaminate, dei sei geni della famiglia Mcm, che
codificano per proteine essenziali per la duplicazione del DNA, quello di gran lunga piu espresso
risultava Mcmd5 (Cdc46).

Dei dodici cDNA dei geni della fase G2/M presenti nell’array, solamente quelli della ciclina F
risultavano <10% Gapd. Nei prospermatogoni, dei trascritti degli altri undici geni esaminati, sei (ciclina
B2, Cdc2a, Cdc20, Foxm1, Prcl e 14-3-3) mostravano una diminuzione non statisticamente
significativa, mentre quelli dei rimanenti cinque (ciclina B1, Cdc16, Rbx1, Rbx2 e Mad 2/1) restavano
inalterati rispetto alle PGCs (Fig 10c). Negli ovociti si rilevava un andamento di espressione per tali
trascritti simile ai prospermatogoni con qualche differenza, non statisticamente significativa,
relativamente a Foxm1 (un fattore di trascrizione della famiglia delle fork head) e Prcl (una proteina
coinvolta nella citochinesi) che non mostravano alcuna tendenza alla diminuzione (Fig 10c).

I livelli di dieci su ventisei cDNA di geni del gruppo DNA damage/p53/ATM (Apafl, Atm, Bax, Brcal,
Nbn, Rad9, Timp3, p53, p63 ¢ Sumo-1) erano espressi a livelli >10% Gapd. Per quanto riguarda i
prospermatogoni, degli altri geni di questo gruppo, sette (Chk1, Gadd45, Mdm2, Rad17, Rad 50, Rad 51
e Ube3a) non mostravano alcun evidente cambiamento dei livelli di trascritti rispetto alle PGCs, mentre
per cinque (c-abl, bcl2, Husl, Ikba, Ubc e Ubelx) si rilevava un tendenziale aumento e per tre (Mrella,
Rad 53 e Rpa) i livelli di espressione apparivano piu bassi (Fig 10d). Tali differenze risultavano,
tuttavia non statisticamente significative o al limite della significativita (P=0.06) per Rpa, un gene che
codifica per una proteina coinvolta nella duplicazione, ricombinazione e riparo del DNA (Guo S. et al,
20006).

Negli ovociti, i livelli di sei trascritti di questo gruppo di geni (Mdm2, Rad17, Rad50, c-abl, Husl e
Ubelx) non hanno mostrato cambiamenti rispetto alle PGCs, né differenze significative rispetto ai
prospermatogoni. Per altri sei geni (Chk1, Gadd45, Rad51, Ube3a, Mrella e bcl2), i livelli di cDNA
apparivano aumentati sia rispetto alle PGCs che ai prospermatogoni. Analogamente che nei
prospermatogoni, i cDNA per Rad 53 e Rpa risultavano in diminuzione. Tuttavia, I’analisi statistica di
tali variazioni indicava che solamente 1’aumento dei trascritti di Rad 51 era da ritenersi significativo sia
rispetto alle PGCs che ai prospermatogoni. Anche la real time confermava un piu alto livello di trascritti

di Rad51 negli ovociti rispetto agli altri due tipi cellulari (Fig 11).
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DISCUSSIONE
Espressione di cDNA di geni del ciclo cellulare nelle PGCs, cellule ES ed EG

Nell’embrione di topo le cellule germinali primordiali (PGCs), i precursori dei gameti, migrano e
proliferano fino a che, una volta colonizzate le creste gonadiche, raggiungono il numero di 25,000 (13.5
dpc) per embrione (Tam and Snow, 1981). Nei maschi, le PGCs entrano in una fase di arresto mitotico
(GO) e differenziano in prospermatogoni o gonociti, mentre nelle femmine le PGCs smettono di
dividersi mitoticamente ed entrano in profase meiotica diventando ovociti primari. In vivo le PGCs
sono in grado di generare cellule staminali pluripotenti di tumore testicolare (teratoma e
teratocarcinoma) chiamate cellule di carcinoma embrionale (EC). In coltura in presenza di LIF, bFGF e
KL, possono trasformarsi in una linea di cellule staminali pluripotenti chiamate cellule germinali
embrionali (EG) (per una review, vedi Donovan and Gearhart, 2001). Le cellule EG sono molto simili
alle cellule embrionali staminali (ES) e crescono rapidamente in vitro mantenendo le loro caratteristiche
di cellule pluripotenti nonché le loro proprieta tumorigeniche (Matsui et al., 1992; Stewart et al., 1994).
Inoltre, le EG e le ES mostrano simili caratteristiche nella distribuzione delle fasi del ciclo cellulare
(Rohwedel et al., 1996).

Anche le PGCs mostrano diverse caratteristiche che le rendono simili alle cellule staminali
indifferenziate. Come le EG e le ES, infatti, presentano un’ elevata attivita dell’enzima fosfatasi alcalina
(Ginsburg et al., 1990), esprimono ’antigene embrionale stadio specifico SSEA-1(Solter and Knowles,
1978), e presentano livelli di espressione di geni chiave della pluripotenza differenziativa come Oct-4,
Sox9, Nanog ed 9+ (Western et al., 2005). Tuttavia sono da verificare somiglianze e diversita tra il ciclo
cellulare delle PGCs e quello delle cellule ES e EG e rimangono in gran parte sconosciuti 1 meccanismi
molecolari che regolano il ciclo cellulare delle PGCs probabilmente cruciali per il loro differenziamento
in senso maschile o femminile e la trasformazione in cellule EC ed EG. Ad eccezione di alcuni geni la
cui assenza compromette la normale proliferazione delle PGCs soprattutto nelle prime fasi dello
sviluppo (Zfx, Luoh et al., 1997; Mvh, Tanaka et al., 2000; Fancc, Nadler and Braun, 2000; Pog,
Agoulnik et al., 2002; Pinl, Atchison et al., 2003; Pten, Kimura et al., 2003, Moe-Behrens et al., 2003),
ad oggi non ci sono informazioni sull’espressione nelle PGCs di geni conosciuti controllare il ciclo
cellulare mitotico in cellule somatiche. Recenti analisi si sono concentrate sull’espressione in PGCs di
topo di geni che controllano il loro processo di formazione o hanno cercato di conoscere il profilo

genico generale di tali cellule (Abe et al., 1998; Molyneaux et al., 2004; Yabuta et al., 2006).
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Nel presente lavoro, dopo aver verificato le caratteristiche del ciclo cellulare delle cellule ES e delle
PGC:s al citofluorimetro, abbiamo utilizzato un cDNA array contenente 96 geni coinvolti nel ciclo
cellulare, con lo scopo di identificare geni che controllano il ciclo cellulare delle PGCs nel periodo
terminale della loro fase proliferativa all’interno della gonade ancora indifferenziata e di confrontare i
livelli di espressione dei trascritti di questi geni con quelli delle cellule ES ed EG.

I risultati ottenuti indicano che nonostante le somiglianze nell’espressione di geni e di markers di
staminalita tra le cellule PGCs e le ES, EG, il ciclo cellulare di queste popolazioni cellulari € con ogni
probabilita diversamente regolato. In particolare i nostri dati suggeriscono che le PGCs, similmente alle
cellule somatiche mitotiche, presentano un maggiore controllo della fase G1 rispetto alle cellule EG ed
ES. L’espressione nelle PGCs dei trascritti di alcuni geni quali Ciclina D3, Rb di p57kip2 ¢ compatibile
con la regolazione della fase G1/S basata sulla dipendenza dell’attivita proliferativa dalle citochine ben
dimostrato in questo tipo di cellule.Tuttavia, quando analizzata nel suo complesso, 1’espressione dei 96
geni analizzati nelle PGCs sembra essere piu vicina a quella delle EG e delle ES piuttosto che quella
che si osserva nelle cellule STO considerate come modello di cellule somatiche embrionali proliferanti.
Riteniamo che queste caratteristiche del ciclo cellulare delle PGCs intermedie tra quelle di normali
cellule somatiche proliferanti e cellule staminali, siano in qualche modo correlate con la loro unica
capacita di riacquistare prontamente, pur essendo cellule facenti parte di uno specifico lineage cellulare,
caratteristiche di self renewing e multipotenza differenziativa di cellule staminali. Particolarmente
interessante a nostro parere, 1’elevata espressione di Eras e Timp3 nelle linee di cellule EG da noi
utilizzate. Oltre che essere gli unici geni tra quelli da noi analizzati, i cui livelli di espressione di cDNA
sono risultati diversi tra le ES e EG, ¢ possibile ipotizzare che essi siano coinvolti nel processo di
trasformazione delle PGCs in cellule ES o EC, i cui meccanismi molecolari rimangono ancora in gran
parte sconosciuti. | risultati ottenuti nella coltura di PGCs in presenza dei fattori che ne causano la
trasformazione in cellule EG e che mostano un marcato aumento del trascritto per Timp3, sembra essere

in linea con tale ipotesi.

Confronto PGCs, prospermatogoni e ovociti

Il passaggio dal ciclo mitotico a quello meiotico o I'uscita temporanea dal ciclo mitotico, caratterizza il
differenziamento delle PGCs in ovociti o prospermatogoni. Fin dai primi anni settanta, si sono
confrontate due ipotesi per spiegare tali processi che nel topo si verificano pressoché
contemporaneamente nell’ovaio e nel testicolo tra 12.5 e 13.5 dpc. Una prima ipotesi sostiene che al
termine di un certo numero di cicli mitotici, le PGCs spontaneamente iniziano la meiosi nell’ovaio

fetale ove non subiscono I’influenza inibitoria di un fattore chiamato MPS che verrebbe prodotto nel
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testicolo fetale. La seconda ipotesi afferma invece che 1’ingresso in meiosi sarebbe stimolato da una
sostanza presente nell’ovaio chiamata MIS, assente nel testicolo. Mentre c¢i sono pochi dubbi che
I’ambiente testicolare nell’embrione non consente 1’ingresso in meiosi delle PGCs, rimaneva causa di
discussione se ci0 avvenisse per la presenza di un inibitore o per I’assenza di una sostanza che induce la
meiosi. Recentemente due lavori (Koubova J, 2006; Bowles J et al, 2006) hanno portato prove
convincenti che I’acido retinoico, prodotto dal vicino mesonefro, svolge nell’ovaio il ruolo di MIS e che
nel testicolo I’enzima CYP26BI1, prodotto dalle cellule somatiche, degrada 1’acido retinoico impedendo
I’attivazione del processo meiotico. E’ stato anche provato di recente (Swain A., 2006) che la decisione
di entrare in meiosi viene presa dalle PGCs nella fase G1 del ciclo cellulare. Ci sono, tuttavia, ad oggi
pochissimi dati disponibili sul meccanismo di blocco della proliferazione delle PGCs e se € come
questo si correlato con I’ingresso in meiosi. Certamente la stimolazione di tirosin chinasi da parte di
alcuni fattori di crescita quali KL e FGF2 ¢ in grado di stimolare la proliferazione delle PGCs. Allo
stesso tempo ’attivita di PKA ¢ coinvolta nella stimolazione del loro ciclo cellulare, quella di Pinl nella
progressione del ciclo cellulare delle PGCs (Atchison, F.W et al, 2003) mentre quella della fosfatasi
lipidica Pten svolge probabilmente un ruolo inibitorio (Moe-Behrens et al, 2003).

Come sopra riportato lo scopo del confronto tra le membrane di cDNA ottenute da PGCs, ovociti e
prospermatogoni riportato nel presente lavoro, ¢ quello di evidenziare differenze di espressione di
cDNA che possono portare all’identificazione di geni che controllano il passaggio tra ciclo mitotico e
meiotico nelle cellule germinali femminili e il blocco proliferativo che si verifica nei prospermatogoni.
Negli ultimi anni numerosi lavori, per quel che ci risulta undici, utilizzando diverse metodologie di
analisi di espressione genica, hanno studiato 1’espressione di geni nelle gonadi di embrioni di topo a
diversi stadi di sviluppo. Tuttavia, con I’eccezione di due (Urven et al., 1993; Molyneaux et al., 2004,
vedi piu avanti), tutti questi lavori hanno utilizzato gonadi intere (Nordvist and Tohonene, 1997,
Grimmond et al., 2000; Small et al., 2004; Boume et al., 2004; Menke and Page, 2002; Olesen et al.,
2006), testicoli privi di cellule germinali (O’Shoughnessy et al., 2004) o le sole cellule somatiche (Nef
et al., 2005; Beverdam and Koopman, 2006). Nel loro complesso questi studi hanno analizzato
I’espressione globale di geni delle gonadi embrionali avendo come scopo princiaple 1’identificazione
dei meccanismi molecolari responsabili del differenziamento sessuale delle creste gonadiche. Poiché ¢
largamente accettato che tale processo ¢ guidato dalla componente somatica della gonade, grazie a
questi lavori un numero crescente di geni espressi in queste popolazioni cellulari ¢ stato identificato.
Urven e coll., (1993), hanno prodotto una libreria di cDNA da cellule germinali purificate da gonadi di
12.5 dpc, senza distinzione di sesso, ne alcuna comparazione con cellule germinali di altri stadi
differenziativi. Nel lavoro di Molyneaux et al. (2004), gli autori hanno utilizzato popolazioni purificate

di cellule germinali isolate da embrioni di topo di 10.5 dpc e gonadi di 12.5 dpc, senza per altro fare
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distinzione di sesso. Lo scopo di questo lavoro era di identificare geni coinvolti nella migrazione delle
PGCs e nei primi eventi differenziativi che si verificano nelle PGCs subito dopo il loro arrivo nelle
gonadi e nessuna attenzione ¢ stata data ai geni del ciclo cellulare.

In generale, le informazioni disponibili su geni espressi nelle cellule germinali embrionali, riguardano
prevalentemente quelli espressi nelle PGCs in relazione alla loro formazione (Blimpl, Dppa3, Fragilis)
e alla loro staminalita (Oct4, Nanog e Sox2) e quelli espressi negli ovociti con un ruolo nella meiosi
(quali Scpl, Scp3, Spoll, Dmcl ed altri). L espressione genica nei prospermatogoni € stata poco
caratterizzata e solo alcuni geni sono stati identificati quali ad esempio Mvh, Nanos3, Oct4, Gcnal,
Tex101, Stat3 e Cd9.

Poiché rilevanti per alcuni dei risultati riportati nel presente lavoro, dobbiamo menzionare alcune
informazioni disponibili su geni espressi negli ovociti e nei prospermatogoni in relazione ai processi
apoptotici che si verificano in entrambi 1 tipi cellulari. Ad esempio, la piu elevata espressione di BexL
negli ovociti rispetto ai prospermatogoni e eguale espressione di Bax in entrambi i tipi cellulari (Kasai
et al., 2003), ’espressione di p63 in ovociti in dictiato e la sua importanza nel proteggerli da danni al
DNA (Suh et al., 2006), ’'importanza della caspasi 2 quale effettrice principale dell’apoptosi negli
ovociti fetali e postatali (Bergeron et al., 1998; Hanoux et al., 2006) e 1’espressione del recettore di Fas
e della proteina cFlip nei prospermatogoni (Giampietri et al., 2006).

Da questa analisi si evince che non esistono in pratica informazioni sull’espressione di geni che
controllano il ciclo cellulare nelle cellule germinali delle gonadi embrionali. Come sopra riportato, il
controllo del ciclo cellulare in tali cellule presenta aspetti unici e peculiari. Difatti, dopo diversi cicli di
proliferazione mitotica (circa sette nelle PGCs di topo), nell’ovaio le PGCs entrano in meiosi, in cui un
ciclo replicativo di sintesi di DNA, caratterizzato da una piu lunga durata (circa 11 ore) rispetto a quello
della mitosi, ¢ seguito da una prolungata fase G2 conosciuta come profase I. Nel testicolo invece, i
prospermatogoni escono temporaneamente dal ciclo (nel topo per circa 5-.6 giorni) rimanendo nella fase
G1/GO.

Daun primo esame complessivo del nostro studio risulta che nel passaggio da PGCs ad ovociti o
prospermatogoni, il numero dei cDNA 1 cui livelli superano il 10% di Gapd aumenta da 45/96 nelle
PGCs a 56 negli ovociti e 58 nei prospermatogoni. Escludendo i cDNA che in tutte e tre le popolazione
mostravano un’espressione <10% Gapd, nei prospermatogoni, undici cDNA (c-abl, ciclina D1, ciclina
D2, ciclina G2, ciclina H, Cdc25a, p27, p57, p16, Rb, Ubc) mostravano un apparente aumento (> 15)
dei livelli di espressione rispetto alle PGCs e otto (ciclina B2, P55cdc, Cdc2, Cdc6, cullina3, E2f4,
Ki67, Rpa) un’apparente (<15) diminuzione. Negli ovociti diciannove cDNA (bcl2, ciclina C, Ccnel,
Ccne2, ciclinaG2, ciclina H, p21, p27, p57, p16, p15, p18, cullinadb, E2f5, Gadd45, Nedd8, Rad51, Rb,
Skipl) mostravano un apparente aumento rispetto alle PGCs e sei (ciclina A2, P55cdc, cdc6, Cdk4,

35



cullin3, 14-3-3) un’apparente diminuzione. Tuttavia, 1’analisi statistica indicava che tali variazioni
erano da ritenersi significative solamente per ciclina G2, ciclina H, p16, Rb, E2f4 e Rpa nei
prospermatogoni e ciclina C, Ccne2, ciclina G2, ciclina H, p21, p16, E2f5, Nedd8, Rad51, Rb e ciclina
A2 negli ovociti. Quando il confronto era effettuato tra ovociti e prospermatogoni, i cDNA di ciclina
E2, Nedd8, E2f5, ciclina C e Rad51 risultavano significativamente piu elevati negli ovociti, mentre
I’espressione di tutti gli altri trascritti appariva a livelli simili. Le analisi per real time RT-PCR
confermavano sostanzialmente le differenze statisticamente significative degli arrays con I’eccezione di
Rb.

Mentre, il mantenimento di livelli elevati di cDNA per diversi geni che promuovono la progressione del
ciclo in cellule mitotiche sia nei prospermatogoni che negli ovociti nello stadio di differenziamento
analizzato puo sembrare non in linea all’ingresso in GO/G1 nei primi e in meiosi nei secondi, diverse
spiegazioni possono essere avanzate. In primo luogo, nei testicoli e nelle ovaie, la fase di proliferazione
mitotica delle cellule germinali non ¢ ancora completamente esaurita a 14.5 dpc (Hilsher, 1983;
McClennan et al., 2003), la vita media di alcuni trascritti puo essere relativamente lunga e i sistemi di
ubiquitinazione rappresentati nei nostri arrays da ben quindici cDNA rimanere attivi anche in GO e in
meiosi. Inoltre ¢ ben documentato I’importante ruolo che in meiosi svolgono alcune cicline, CDKs e
proteine coinvolte nella duplicazione e riparazione del DNA (vedi le rassegne, Wolgemuth et al., 2002;
Cohen et al., 2007). Infine ¢ possibile, che una piccola parte dei livelli di espressione dei cDNA sia
dovuta alla contaminazione di cellule somatiche che soprattutto nei testicoli in questa fase si trovano in
attiva proliferazione mitotica.

Possiamo speculare che alcuni dei significativi cambiamenti dei livelli di cDNA rilevati tra PGCs e
ovociti e prospermatogoni siano correlabili al blocco del ciclo mitotico che si verifica in entrambi 1 tipi
cellulari. A questo riguardo appare particolarmente interessante 1’aumento dei livelli dei cDNA per la
ciclina G e degli inibitori delle Cdks quali p16 e p21. La ciclina G2 ¢ infatti una ciclina non
convenzionale espressa a livelli elevati in cellule postmitotiche; a differenza delle altre cicline che
promuovono la progressione del ciclo mitotico, essa blocca il ciclo mitotico in G1. In alcuni tipi
cellulari ¢ stato dimostrato che la ciclina G2 si associa con la fosfatasi PP2A che defosforila Rb (Bennin
et al., 2002). Inoltre la sua aumentata espressione sembra dipendere da un membro della famiglia delle
fork heads Foxo3a che ¢ attivo in assenza di fosforilazione da parte di Akt. Poiché nelle PGCs la via
PI3K/Akt ¢ attivata dal recettore c-Kit e tale recettore non viene piu espresso negli ovociti e nei
prospermatogoni, si puo ipotizzare che ’inattivazione di tale via sia coinvolta nell’aumentata
espressione della ciclina G2 e nel blocco mitotico. A questo contribuisce probabilmente anche
I’aumento dei trascritti di pL6INK4 e p21Wafl. Il primo blocca I’attivita delle Cdk4/6, mentre il

secondo inibisce ’attivita di pressoché tutti i complessi Cdks/cicline. Da notare che p21 ¢ espresso ad
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elevati livelli in cellule meiotiche quali gli spermatociti in pachitene (West and Lahdetie, 1997). Anche
I’aumento dei trascritti per Rb, puo essere interpretato nell’ottica del blocco del ciclo mitotico. Difatti
elevati livelli di Rb sono notoriamente correlati all’arresto del ciclo in GO/G1. Infine 1’abbassamento nei
prospermatogoni dei livelli di trascritti per Rpa, un gene che codifica per una proteina coinvolta nella
duplicazione, ricombinazione e riparo del DNA (Zou L, 2003) del fattore di trascrizione E2f4,
necessario per 1’attivazione di geni che controllano il passaggio G1/S e 1’aumento negli ovociti di E2f5,
un fattore di trascrizione che legandosi a Rb reprime geni che controllano il passaggio G1/S, nonché la
diminuzione dei trascritti della ciclina A2, sono in linea con la fine della fase di proliferazione mitotica.
Per quanto riguarda I’aumento significativo dei livelli di cinque trascritti rilevato negli ovociti, quattro
sia rispetto alle PGCs che ai prospermatogoni (ciclina E2, Nedd8, ciclina C ¢ Rad51) e uno solo rispetto
alle PGCs (ciclina H), ¢ possibile che esso sia legato all’ingresso in meiosi. Le tre cicline di cui
risultano aumentati i livelli di cDNA, una della fase G1, la ciclina E2 e due della fase S, ciclinaC e H
possono difatti avere un ruolo nella meiosi. L’ablazione di ciclina E2, causa arresto della meiosi nelle
cellule germinali maschili, anche se le femmine rimangono fertili (Geng et al., 2003). L’elevata
espressione dei trascritti di ciclina E1, da noi rilevata negli ovociti, potrebbe compensare tale
mancanza. Nel lievito, Ume3p/Srb11p (omologo di ciclina C) ¢ necessario per ’uscita dalla mitosi e
I’ingresso in meiosi (Cooper and Strich, 2002). Da rilevare che la ciclina C puo avere un’attivita
chinasica indipendente dalla sua associazione con CDKs e che nelle cellule mitotiche i suoi partners
preferenziali sono Cdk3 e Cdk8 in associazione con i quali essa pud promuove 1’uscita da GO (Ren and
Rollins, 2004). L abbondanza dei trascritti per ciclina H e del suo partner Cdk7 negli spermatociti di
topo, ha fatto avanzare I’ipotesi che nella meiosi questo complesso sia necessario per attivare
Cdk2/Ciclina A1 (Matt Kim et al., 2000), la cui attivita ¢ essenziale per la progressione meiotica nelle
cellule germinali maschili. A tale proposito ¢ difficile spiegare I’analogo aumento dei trascritti per la
ciclina H rilevato nei prospermatogoni. Nelle cellule mitotiche tale ciclina si associa con la Cdk7
formando un complesso CAK in grado di fosforilare e attivare i complessi Ciclina/CDK (in particolare
Cdk2/Ciclina E). Poiché i trascritti della Cdk7 nei nostri arrays sono presenti a livelli molto bassi in tutti
e tre 1 tipi cellulari analizzati, ¢ possibile che in questa fase la ciclina H sia inattiva e venga accumulata
nei prospermatogoni al fine di consentire la reversibilita del blocco in GO. L’aumento dei livelli di
cDNA per Nedd8 e Rad51 negli ovociti sono pure spiegabile in relazione alla meiosi. In C. elegans
I’associazione di NeddS8, una proteina simile all’ubiquitina, alla cullina 3 (la cullina piu espressa nei
nostri arrays degli ovociti) del complesso SCF ¢ necessaria per la degradazione della proteina MEI-
1/catanina, che media la depolimerizzazione dei microtubuli, nella transizione mitosi-meiosi (Pintard et
al., 2003). Rad51 ¢ una delle proteine piu importanti coinvolte nel riparo e nella ricombinazione del

DNA durante la meiosi (Ashley et al., 1995).
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Un’ultima osservazione riguarda i trascritti per geni coinvolti nel danno al DNA e nell’apoptosi. Oltre
che per Radb1, i trascritti per alcuni importanti geni di questo gruppo, come Atm, se pur espressi a
livelli <10% Gapd, o con variazioni non statisticamente significative rispetto alle PGCs e ai
prospermatogoni, come bcl2, Gadd45a e Chkl, risultavano in aumento negli ovociti. Altri trascritti per
geni coinvolti nei i processi apoptotici che si verificheranno negli ovociti piu avanti nella meiosi, quali

Bax e p63 (vedi sopra), non mostravano in questo stadio significativi livelli di espressione.
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CONCLUSIONI

I1 nostro lavoro ¢ il primo ad affrontare uno studio mirato nelle cellule germinali embrionali su un
gruppo di geni significativo e rappresentativo tra quelli coinvolti nel ciclo cellulare in cellule somatiche.
Pur sottolineando il fatto che i livelli di controllo del ciclo cellulare sono molteplici e complessi e che la
trascrizione di specifici geni rappresenta solo uno dei livelli di controllo di tale processo, alcuni risultati
meritano a nostro parere di essere ulteriormente approfonditi. Nel complesso le analisi comparate dei
cDNA arrays hanno da una parte evidenziato somiglianze e differenze nel ciclo cellulare tra PGCs,
cellule ES e cellule EG e dall’altra fornito indicazioni su alcuni meccanismi molecolari relativi al ciclo
cellulare che potrebbero essere responsabili del blocco mitotico nelle cellule germinali embrionali e il
passaggio al ciclo meiotico negli ovociti.

Per quanto riguarda il primo tipo di confronto, si ¢ potuto rilevare che relativamente ai geni analizzati le
PGCs presentano un ciclo cellulare che da una parte le rende simili a normali cellule somatiche
proliferanti, in particolare per la presenza di una fase G1 soggetta a regolazione, dall’atra le rende piu
affini nel complesso di espressione genica alle cellule staminali alle quali sono accomunate per diverse
altre caratteristiche genomiche. Da rilevare in tale ambito le notevoli diversita di espressione dei cDNA
per Eras e Timp-3 tra le PGCs e le cellule EG che possono rappresentare oggetto di ulteriori studi
relativi ai meccanismi alla base della trasformazione delle PGCs in cellule EG o EC. Nel confronto
PGCs verso prospermatogoni € ovociti € prospermatogoni verso ovociti, le osservazioni piu interessanti
a nostro parere, riguardano I’espressione relativamente elevata sia nei prospermatogoni che negli
ovociti della ciclina G2 e degli inibitori delle CDKs p16 e p21, che rende queste proteine candidate per
un ruolo nel blocco mitotico che si verifica in questi due tipi cellulari, e gli aumentati livelli di trascritti
per ciclina C e ciclina H, due cicline che potrebbero avere un ruolo importante nel passaggio da mitosi

a meiosi negli ovociti.
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Tabella 1

Sequenze degli oligonucleotidi utilizzati nella real time RT-PCR.

Name Fw/Rw | Accession sequence

number
Timp3 Fw NM_OT1595 caactccgacatcgtgatce
Timp3 Rw NM_OT1595 tgaggccacaaagactttca
Atm Fw NM_007499 gaaagccaagtetctgatge
Atm Rw NM_007499 aggaaaaagccagaggcaat
Skipl Fw NM_0T1543 gggcagcttgaagttaacca
Skipl Rw NM_011543 cccactccaaaaccacaaac
Eras Fw NM_I81548 atgcaccagatctccagagg
Eras Rw NM_181548 tggccacttccttccagtag
p57kip2 | Fw NM_009876 gtcgaggagaaggacgagga
p57kip2 | Rw NM_009876 gaagaagtcgttcgeattgg
UbelX Fw NM_009457 aggagttgcagagtgccaat
UbelX Rw NM_009457 tgctgtcatcatccttctca
Ube3a Fw NM_173010 actggtccggcetagagatg
Ube3a Rw NM_I73010 acccaggactatgccaatca
Rb Fw NM_009029 caggcctcctaccttgteac
Rb Rw NM_009029 tgtcccaaatgattcaccaa
CyclinG1 | Fw NM_009831 aatgaaggtacaggcgaage
CyclinG1 | Rw NM_009831 tgcagaaattgaaaggcagt
c-myc Fw NM_010849 cagcgactctgaagaagagc
c-myc Rw NM_010849 gttgtgctggtgagtggaga
CycDl1 Fw NM_007631 gctgcaaatggaactgettc
CycDI Rw NM_007631 agggtggottggaaatgaac
CyclinD3 | Fw NM_007632 atgctggaggtgtgtgagga
CyclinD3 | Rw NM_007632 ccacagectggtecgtatag
18S Rw X36974 gcagcaactttaatatacgctattgg
18S Fw X56974 gaggccccgtaattggaatgag
VASA Fw D14859. ccaaaagtgacatatataccc
VASA Rw D14859. ttggttgatcagttgtcgagt
KL Fw BCO11322 cagcttgactactcttctggacaa
KL Rw BCo11322 ttcttcttccagtataaggetcca
CcnE2 Fw NM_009830 aagacgcagccgtttacaag
CcnE2 Rw NM_009830 taatgcaagggctgattcct
E2f5 Fw NM_007892 aagcggctgcagataccttg
E2f5 Rw NM_007892 ccacaacttctgctggtcaa
CenC Fw NM_016746 accacctccaaacagtgaag
CenC Rw NM_016746 ttcatttgcatctgettcca
CenH Fw NM_023243 tctgttgtgggtacagettg
CenH Rw NM_023243 atctgttccagtgecctete
Nedd8 Fw NM_008683 acagacaaggtggagcgaat
Nedd$ Rw NM_008683 tttcttcactgcecaagace
CenG2 Fw NM_007635 aggtgaaaccgaaacacctg
CenG2 Rw NM_007635 atgtcagacgctgtgcattt
plélnk Fw NM_009877 aactcgaggagagccatctg
pl6Ink Rw NM_009877 ggggtacgaccgaaagagtt
Rad 51 Fw NM_011234 tcacggttagagcagtgtgg
Rad 51 Rw NM_011234 gtggtgaaacccattggaac
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Tabella 2

Volte di espressione nelle PGC dei trascritti la cui abbondanza differisce significativamente comparata
alle cellule ES e EG nell’analisi di microarray. Per ogni gene ¢€ riportato il log, del rapporto tra i livelli

di espressione.

PGC/ES | PGC/EG

CyclinD3 2.70 1.40
CyclinD1 -0.50 -1.60
Rb 3.0 1.89
Skipl 0.75 1.05
pS7kip2 1.89 2.33
CyclinGl -1.42 -1.60
Ubelx 1.24 1.8

Atm 3.16 2.09
Ube3a -1.0 -0.45
Timp3 248 -8.0

Volte di espressione nelle PGC dei trascritti la cui abbondanza differisce significativamente comparata
agli ovociti e 1 prospermatogoni di 14.5 dpc nell’analisi di microarray. Per ogni gene ¢ riportato il log,
del rapporto tra i livelli di espressione.

P/F P/M F/M
Nedd8 0,18 0,57 0,25
RADS51 0,80 0,92 0,76
Skp2 0,89 0,91 0,5
Cyclin C 0,86 0,72 0,22
Cyclin D1 0,92 0,95 0,64
Rb 0,86 0,84 0,44
E2F-5 0,92 0,34 0,22
Cyclin H 0,94 0,93 0,47
Cyclin G2 0,85 0,87 0,5
p21wafl/p21cip 0,65 0,5 0,4
Cyclin E2 1,23 1,4 0,3
Cyclin A2 0,39 0,41 0,5
pl16INK4a 0,71 0,69 0,47
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