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1 Introduzione 

1.1 La cellula spermatica 

1.1.1 Organizzazione e attività del nucleo 

La cellula aploide differisce nella sua ultrastruttura più intima, rappresentata dal nucleo, 

rispetto alle altre cellule somatiche diploidi. 

Il nucleo delle cellule somatiche gode di una sua indipendenza fisica dalla membrana 

cellulare, è formato dal suo envelope che contiene dei pori, dal nucleolo, da due centrioli 

e dal materiale genico, il DNA, circondato da nucleoistoni che gli garantiscono 

dimensioni, forma e funzioni specifiche. Troviamo in esso anche RNA e una serie di 

proteine con specifiche funzioni. 

Questa struttura è mantenuta per tutte le cellule somatiche ma non completamente per le 

cellule della linea germinale, che nei testicoli vanno incontro al processo di divisione 

meiotica 1. 

I due momenti più importanti della meiosi, in relazione al cambiamento dell’assetto 

nucleare, sono la seconda metà della spermatogenesi e la spermiogenesi, durante i quali 

avviene nell’ordine il blocco della trascrizione e la sostituzione di parte degli istoni nei 

nucleosomi con proteine basiche, le protamine2,1. 

Attorno al materiale genico nucleare si vengono quindi a formare delle sottili fibre, che 

avvicinandosi le une alle altre danno origine ad una massa omogenea densa, dando così 

origine all’aspetto del nucleo nella cellula spermatica matura3. 

Il nucleo, inoltre, perde la sua indipendenza dalla membrana cellulare, unendosi ad essa 

per la formazione, nel polo craniale, dell’acrosoma e nel polo caudale, della coda 1. 

 

1.1.1.1 Il blocco della trascrizione 

Una volta conclusa la formazione degli spermatidi intermedi, si assiste al blocco 

completo o silenzio trascrizionale della cellula aploide. 
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Da questo momento in poi il nucleo non trascrive più nulla e i trascritti che serviranno 

nelle fasi successive di differenziazione cellulare sono preventivamente stati stoccati sotto 

forma di mRNA e micro-RNA nucleari, per essere utilizzati durante la spermiogenesi2. 

 

1.1.1.2 Il contenuto in RNA 

Fino a pochi anni fa molti andrologi erano pienamente convinti che la cellula spermatica, 

una volta conclusa la spermiogenesi e la fase di maturazione e capacitazione, fosse 

solamente un trasportatore del corredo cromosomico maschile senza nessun’altra 

funzione tranne quelle di attivazione della cellula uovo e di donazione del centriolo 

spermatico 4. 

Recenti studi, soprattutto in campo umano, hanno dimostrato che non solo la cellula in via 

di maturazione stocca, nel momento dell’arresto della trascrizione, dei trascritti che 

verranno utilizzati nelle fasi seguenti di maturazione ma che anche nello spermatozoo 

maturo, che noi ritroviamo nell’eiaculato, ci sono dei trascritti presenti. 

Questi si ritrovano prevalentemente sotto forma di mRNA e di micro-RNA nucleari che 

possono essere considerati come delle vere e proprie “impronte” di quella che è stata 

l’attività trascrizionale della cellula prima del silenzio trascrizionale2. 

Il loro ritrovamento ha permesso di mirare a due obiettivi, ossia il loro uso a fini 

diagnostici, potendo studiare l’espressione genica di determinate proteine dal punto di 

vista quali-quantitativo e inoltre capire il loro potenziale coinvolgimento nello sviluppo 

embrionale seguente alla penetrazione dello spermatozoo nella cellula uovo, ribaltando la 

teoria che la cellula spermatica sia solamente un carrier del genoma paterno 5. 

 

1.1.2 Organizzazione del DNA nello spermatozoo dei mammiferi 

1.1.2.1 Volume nucleare e strutturazione del DNA 

Il materiale genetico, nella cellula spermatica, è organizzato in modo diverso da quello 

delle altre cellule somatiche per due motivi principali: 
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il primo legato al differente volume nucleare presente nello spermatozoo ed il secondo 

per garantire a queste cellule delle specifiche funzioni, strettamente legate al loro 

potenziale di fertilità. 

Da uno studio condotto su animali di laboratorio, è stato rilevato che se il DNA fosse 

organizzato come nelle altre cellule somatiche, avremo bisogno di un volume nucleare 

circa doppio per contenerlo 6. 

Se nella cellula somatica il materiale genetico è strutturato secondo una figura solenoide, 

in cui il DNA si avvolge attorno ad ottameridi istoni, nella cellula spermatica la figura è 

un toroide, attorno al quale si avvolge il DNA. 

Questa struttura si presenta lineare e organizzata in modo che le protamine che 

sostituiscono gli istoni durante la spermiogenesi vadano a collocarsi sulla scanalatura 

minore della doppia elica di DNA lasciando libera la scanalatura maggiore per la 

formazione di legami con le doppie eliche di DNA confinanti. 

L’unità formata dall’accoppiamento DNA-protamine è a sua volta rinforzata dalla 

formazione di ponti disolfuro, che permettono un maggiore compattamento e riduzione di 

ingombro di questa particolare struttura molecolare6. 

Un altro aspetto da ricordare è che l’elica di DNA non è superavvolta come nelle cellule 

somatiche e questo è dovuto proprio alla presenza delle protamine e alla linearità 

dell’intera struttura all’interno del nucleo spermatico. 

Il superavvolgimento dato dagli istoni permette uno srotolamento del DNA e un 

disaccoppiamento dei filamenti nel momento in cui venisse a mancare l’appaiamento tra 

le basi, cosa che non succede con le protamine che inducono solamente un semplice 

avvolgimento7,8. 

Si ricorda anche che una piccola parte di DNA nel nucleo spermatico rimane ancora 

organizzato attorno ad ottameridi istoni, nell’uomo circa il 15%. 

Nel nucleo spermatico dei mammiferi è stato dimostrato che ci sono delle porzioni di 

cromatina specificatamente associate ad istoni e altre, la maggior parte, specificatamente 

associate alle protamine e ciò implica che gli istoni sono sostituiti con le protamine 

secondo uno specifico piano che rimanda dunque a due funzioni diverse delle due forme 

in cui si ritrova organizzata la cromatina nello spermatozoo 6. 
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1.1.2.2 Le protamine 

Il termine protamine fu coniato la prima volta nel 1874 da Friederich Miescher per 

identificare delle “basi organiche” associate alla “nucleina” (attuale acido nucleico) nel 

nucleo spermatico del Salmone del Reno. 

Questa famiglia di proteine basiche caratterizza la struttura di sostegno del DNA dalla 

spermiogenesi fino al momento della penetrazione della cellula uovo da parte dello 

spermatozoo. 

Sono stati identificati fino ad oggi due gruppi principali di queste proteine, identificate 

come protamineP1 e protamineP2, queste ultime presenti solo in alcuni mammiferi 

inclusi gli equidi e l’uomo 9. 

In campo umano la protamina HP1 rappresenta il primo gruppo e le protamine HP2, HP3 

e HP4 il secondo. 

Le protamine sono caratterizzate dal contenere elevate quantità di arginina e cisteina, 

mentre il loro contenuto in istidina e tirosina varia tra gruppi 1. 

In uno studio effettuato su animali di laboratorio, il contenuto in arginina delle protamine, 

in gruppi carichi positivamente, sembra contrastare i gruppi fosfato del DNA, carichi 

negativamente6. 

In tutte le specie di mammiferi considerate, l’analisi della sequenza aminoacidica delle P1 

risulta formata da una catena di 50 aminoacidi, con un core centrale ricco in arginina che 

si presume essere quello che si lega al DNA. Il gruppo delle P2 contiene invece dai 54-63 

aminoacidi e contiene un elevato tenore in istidina e uno minore in tirosina rispetto alle 

P1. 

Nelle protamine P1 si è visto che nella porzione amino-terminale si ritrova la specifica 

sequenza alanina-arginina-tirosina-arginina-cisteina, che potrebbe rappresentare il sito di 

fosforilazione della proteina. La fosforilazione risulta essere molto importante per il 

legame tra protamina e molecola di DNA e altrettanto importante risulta essere la 

defosforilazione, che permette invece un maggior compattamento della struttura DNA-

protamine1. 
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1.2 Andrologia equina: stato dell’arte 

Con l’avanzare di nuove tecniche biomolecolari, anche il settore della Riproduzione 

veterinaria, in campo equino, si apre a nuove frontiere che permetteranno una maggiore 

efficacia nella valutazione e certificazione del materiale biologico commercializzato. 

Fino ad oggi si è prestata, giustamente, moltissima attenzione al management riproduttivo 

delle fattrici e allo studio dei problemi di fertilità in questi soggetti, in quanto, 

specialmente nel settore dei cavalli da sella, si vede una popolazione di fattrici con età 

media superiore ai 12 anni e con elevata frequenza di patologie endometriali. 

Motivi commerciali hanno ad oggi rallentato la selezione dei riproduttori maschi sulla 

base della loro fertilità, privilegiando la loro popolarità ed è per questo che la gestione 

riproduttiva dello stallone è rimasta leggermente più indietro dal punto di vista delle 

metodologie rivolte alla valutazione della fertilità, nello specifico a livello dello studio del 

materiale seminale; la valutazione del seme secondo i parametri di concentrazione, 

motilità e morfologia in aggiunta ad un approfondito esame fisico del soggetto 

rimangono ancora oggi i capisaldi dell’andrologia in campo equino10. 

Esistono, in relazione a questi parametri, delle indicazioni sulle caratteristiche minime 

della dose fecondante commercializzata ma ad oggi restano solo raccomandazioni che 

non pregiudicano la commercializzazione di materiale seminale scadente. 

Sorge quindi la necessità di aprire i confini a nuove tecniche in grado di dare valutazioni 

sempre più univoche e certe sul materiale seminale. 

 

1.2.1 Esame fisico dello stallone 

Per ottenere materiale seminale di buona qualità non si può in modo alcuno sottovalutare 

lo stato di salute generale del soggetto, che deve costantemente essere gestito nel modo 

migliore, per ciò che riguarda parametri basilari, quali pulizia, benessere e corretta 

alimentazione e parametri clinici, che vanno monitorati periodicamente. 

L’esame fisico si completa con l’esame obiettivo particolare del sistema riproduttore 

maschile. Si valutano con attenzione il prepuzio, il glande, il processo uretrale e lo scroto 
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per poi passare a strutture più interne quali gli anelli inguinali esterno ed interno, 

percepibili con l’esplorazione rettale e le ghiandole accessorie. 

In questo ci viene in aiuto anche la diagnostica per immagini, con l’ecografia11. 

Durante queste valutazioni si devono sempre osservare dei punti critici, che potrebbero 

presentare traumi e la cui igiene quotidiana deve essere un presupposto per ottenere un 

eiaculato di elevata qualità microbiologica e poter garantire la massima fertilità11. 

Non meno secondaria è la valutazione della presenza di entrambi i testicoli nello scroto, 

della loro dimensione e consistenza; se variati, questi parametri, sono indicativi di 

patologie testicolari. La dimensione testicolare nello stallone, valutata ecograficamente,è 

correlata con la DSO (produzione giornaliera e rilascio di sperma), a sostegno 

dell’importanza della valutazione particolare del testicolo12. 

 

 

1.2.2 Valutazioni di routine del seme di stallone 

Il materiale seminale in commercio, viene routinariamente valutato sulla base delle 

seguenti caratteristiche: 

1.2.2.1 Concentrazione del materiale seminale 

Il numero totale di spermatozoi nell’eiaculato viene stimato con le seguenti metodiche: 

1. Al microscopio ottico con camera di conta; 

2. Allo spettrofotometro; 

3. Con il computer-assistedspermatozoalanalysis (CASA) e con l’analizzatore 

computerizzato di immagini; 

4. Con la citometria di flusso, che consente, dopo marcatura del seme con Iodio 

propidio sia la valutazione della concentrazione dell’eiaculato, che la stima della 

funzionalità spermatica, essendo una sonda che si lega al DNA 13. 

Le camere di conta e lo spettrofotometro sono quelli maggiormente utilizzati nei centri 

stalloni, anche per la loro convenienza economica. Con il primo si parte dal seme diluito 

1:100 che si carica nell’emocitometro e dopo un’attesa di 5’ si procede alla lettura con 

microscopio ottico, con il secondo si deve possedere l’apparecchiatura spettrofotometrica, 

che se ben settata, con lettura duplicata all’emocitometro, fornisce risultati attendibili 11. 
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La citofluorimetria di flusso apre certamente nuovi orizzonti ma al momento risulta 

ancora troppo onerosa per essere economicamente ammortizzabile dai centri di 

produzione di materiale seminale equino.  

 

1.2.2.2 Motilità del materiale seminale 

Questo è un parametro che viene sempre valutato, sia sul seme tal quale, che addizionato 

all’extender, mezzo che viene utilizzato di routine per sostenere a livello energetico gli 

spermatozoi e fornire loro un sistema tampone e limitare la crescita batterica. 

Il seme tal quale permette la valutazione della motilità spermatica nei fluidi secreti dalle 

ghiandole accessorie, però gli spermi, in questo veicolo, tendono ad agglutinare sul 

vetrino e dare problemi di visualizzazione. A questo si ovvia con l’aggiunta dell’extender, 

che però può dare dei problemi, tendendo ad aumentare inizialmente la motilità o, in 

alcuni soggetti, di dare il tipico andamento circolare degli spermatozoi. 

Questo parametro si può valutare sia con il microscopio a contrasto di fase che con 

strumenti computerizzati, meglio conosciuti con la definizione inglese di computer-

assisted-spermatozoal-analysis (CASA). La valutazione al microscopio ha una grande 

attendibilità, a patto che sia fatta da personale con anni di esperienza e resta comunque 

una valutazione soggettiva 10. 

I mezzi computerizzati, che abbiamo definito con l’acronimo inglese CASA, fecero la 

loro prima comparsa alla terza conferenza internazionale sullo spermatozoo, nel 1978. 

Da quel momento in poi sono stati fatti molti progressi, fino alle più recenti tecnologie 

per la valutazione della motilità spermatica, rappresentate dal CellSoftsystem e dall’ 

HTM-S (Hamilton-S) 14. 

Questi strumenti computerizzati, in particolare quest’ultimo, trovano un largo impiego nei 

centri stalloni per la valutazione degli spermi motili e progressivamente motili (spermi 

con una motilità più alta rispetto ai livelli soglia e con andamento rettilineo), parametri 

considerati indici importanti nella fertilità generale del soggetto 10. 

Pur fornendo una misurazione oggettiva, non sono esenti da deficit, in primo luogo 

perché valutano la sola motilità, senza associarla ad altri parametri come la morfologia e 

in alcuni casi questo è molto negativo in quanto alcuni spermi con motilità elevate ma 
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morfologia scarsa hanno una bassissima fertilità. Rimane quindi un dato singolo, senza 

correlazioni, che devono essere fatte con altre metodiche e ulteriore impiego di tempo. 

In secondo luogo moltissimi laboratori tendono a mantenere le impostazioni standard del 

macchinario, fornite dalla ditta, senza contestualizzarle nella realtà specifica dell’azienda 

e questo è molto negativo, in quanto il dato fornito non può essere considerato come un 

“gold standard” perché non esiste una standardizzazione di com’è la motilità dello sperma 

nel tragitto che fa dall’epididimo alla cellula uovo, motilità tra l’altro influenzata dalla 

tipologia di preparazione del seme specifica di ciascun laboratorio. 

Il passo avanti da farsi, per questa tecnologia, sarebbe quello di poter associare, 

contemporaneamente alla lettura della motilità, una lettura morfologica; inoltre sarebbe 

importante che nel tempo questi sistemi avessero rivelato dei collegamenti, identificabili 

con variazioni di motilità, tra espressione biochimica e stato genomico e proteico della 

cellula, aspetti che si stanno affrontando con l’avvento dell’era genomica14. 

 

1.2.2.3 Morfologia del materiale seminale 

La morfologia viene valutata al microscopio a contrasto di fase oppure al microscopio a 

contrasto interferenziale e in base al laboratorio di analisi i campioni vengono sottoposti a 

colorazione citologica normale (Wright’s, Giemsa, ematossilina-eosina) oppure fissando 

il campione in formalina senza colorarlo, metodo, quest’ultimo, che riduce di molto la 

presenza di artefatti 11,10. 

Le variazioni morfologiche sono classificate come primarie, secondarie e terziarie. 

Sono considerate primarie le modificazioni che avvengono in sede testicolare, secondarie 

quelle che avvengono nel tragitto a livello dei deferenti e terziarie quelle da errata 

gestione dei campioni.  

Oggigiorno si preferisce valutare la tipologia e la quantità di variazioni morfologiche 

presenti in un numero determinato di spermi senza associarle ad una categoria specifica, 

in quanto una singola variazione può essere di origine primaria, secondaria o terziaria. 

Tra le malformazioni più frequenti si annoverano le teste spermatiche staccate, le code 

piegate e le gocce protoplasmatiche prossimali. 

Solitamente la morfologia è correlata positivamente alla motilità progressiva, anche se, 

come abbiamo già ricordato prima, spermi con buona/elevata motilità possono essere 
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infertili e inoltre dobbiamo ricordare che spermi morfologicamente anormali non 

influenzano negativamente quelli normali10. 

 

1.2.3 Nuovi orizzonti  

Con l’avvento dell’era genomica si sono aperte delle nuove opportunità per lo studio del 

materiale seminale, grazie alla possibilità di valutare delle strutture considerate 

“nascoste” all’occhio del ricercatore. 

 

1.2.3.1 Valutazione della cromatina 

Lo spermatozoo maturo, come già si ricordava nel corso del primo capitolo, presenta una 

cromatina molto condensata, dovuta alla presenza delle protamine 6. 

Nel 1980 fa la sua prima comparsa, con Evenson, il Saggio per la valutazione della 

cromatina spermatica (SCSA) che valuta, dopo denaturazione della cromatina con acido, i 

danni presenti al DNA grazie all’impiego dell’arancio di acridina, colorante citologico. 

La lettura viene svolta grazie alla citometria di flusso, mezzo ottico che permette la 

valutazione di cellule, fluenti in un mezzo liquido. 

Le affezioni cui può andare incontro il DNA si situano sia nelle molecole mono filamento 

che doppio filamento e inoltre a livello dei nucleosidi. 

Questa tecnica è molto importante e lo sarà ancora di più nel futuro, in associazione alle 

nuove scoperte sui marker genetici, in quanto spesso non ci sono correlazioni tra danni 

al DNA da deficit di struttura cromatica e valutazioni di routine sul seme, quali carenze di 

motilità e morfologia10. 

 

1.2.3.2 I markers genetici, quadro generale 

La fertilità dello stallone ha un notevole impatto economico e per dare risposte sempre 

più certe riguardo il profilo del materiale seminale commercializzato, la ricerca in 

riproduzione equina si è unita in sinergia con ricerche in umana e su animali da 

laboratorio, scoprendo una grande varietà di potenziali marcatori genetici che daranno la 



10 
 

possibilità di identificare soggetti ipofertili e patologie della riproduzione, con grande 

attendibilità di risultati. 

Tra i geni in studio, come potenziali marcatori legati alla problematica 

dell’intersessualità, abbiamo il gene SRY collegato a problemi di sviluppo dell’apparato 

genitale e il gene AR per i recettori degli androgeni. 

Ci sono moltissimi studi riguardanti anomalie autosomiche, quali trisomie o delezioni, 

riguardanti ampie porzioni di cromosoma. 

Si pone molta attenzione allo studio sui potenziali marcatori genetici collegati al 

criptorchidismo, problematica sempre più presente in andrologia equina. 

Questi geni sono l’INSL3 (gene che codifica per l’Insulin-likefactor 3) e quello che 

codifica per il suo recettore, l’LGR815. 

Anche gli estrogeni giocano un grande ruolo nello sviluppo dell’apparato genitale 

maschile e nello sviluppo spermatico. Lo studio di Parlevliet et al. dimostra la presenza di 

recettori per gli estrogeni ESR1 e ESR2 a livello epididimale 16. 

In uno studio incrociato in umana 17, si è visto come delle variazioni nei geni codificanti i 

recettori sopra menzionati abbiano influenze su concentrazione spermatica e 

criptorchidismo. 

Sono stati svolti studi anche sulla relaxina e i suoi geni, l’RLN e i tre geni non allelici 

RLN 1-2-3. La relaxina è coinvolta nello sviluppo dell’apparato riproduttore maschile, 

nella crescita della prostata e nella motilità spermatica. 

Sono stati oggetto di studio i geni che controllano l’espressione degli ormoni essenziali 

per la riproduzione e i loro recettori, quali il GNRH, l’FSH e l’LH. 

Attenzione è stata riservata all’Inibina, all’Activina e alla Follistatina, quest’ultima 

inibisce la secrezione di FSH legandosi all’activina. La concentrazione di inibina sembra 

invece essere collegata con la maturazione testicolare e con la fertilità in generale. 

I geni coinvolti, quali l’INHA, INHBA e l’INHBB per l’alfa e beta inibina e l’ACTN, 

l’ACTB e l’ACTG per l’alfa e beta actina potranno divenire markers molto importanti 

per la valutazione di problematiche di fertilità nello stallone15. 

Sono presenti numerosi studi anche sulla Prolattina e il suo gene, il PRL e il gene 

codificante il suo recettore, il PRLR. Da uno studio di GERLACH et al, la 
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concentrazione di prolattina circolante è influenzata dalle ore di luce, ed è massima 

durante il periodo riproduttivo. 

La spermatogenesi è stata a fondo studiata per capire quali geni siano coinvolti nel suo 

controllo e che cosa possa turbare la sua regolare funzionalità. 

La proteina associata alla spermatogenesi, la SPATA1 e quindi la sua espressione genica, 

sono coinvolte nella morfologia e dimensioni delle teste spermatiche. 

La proteina CRISP3 è molto importante per la protezione degli spermatozoi nel loro 

tragitto nelle vie maschili ma ancor più per evitare che vengano eliminati dai neutrofili 

polimorfonucleati, una volta arrivati in utero. 

Altro gene molto importante è l’ACE (gene per l’enzima di conversione 

dell’angiotensina), le cui proteine sono localizzate a livello epidimale, negli spermatidi in 

formazione e negli spermatozoi maturi. Studi su animali da laboratorio, con delezione di 

detto gene, hanno dimostrato deficit di motilità spermatica e incapacità degli spermi di 

legarsi alla zona pellucida dell’ovocita18. 

Sono presenti molti geni e proteine, ad essi collegati, che regolano l’interazione tra lo 

spermatozoo e la zona pellucida. Tra di esse si ricordano la ZAN (proteina di membrana 

dello spermatozoo, coinvolta nel legame con la zona pellucida), l’ACR (acrosina) e la 

SP38, quest’ultima partecipa al legame tra lo spermatozoo e la cellula uovo, una volta 

avvenuta la reazione acrosomale. 

La famiglia di geni ADAM è coinvolta invece nell’interazione tra spermatozoo e 

cellula uovo, assieme al gene PLCz il cui prodotto è coinvolto nell’oscillazione del Ca
2+ 

a livello dell’ovocita e una sua carenza nello stallone porta ad ipofertilità, cosa che 

permette di pensare ad un suo ruolo come specifico marcatore genico di fertilità 15. 

Molti geni target e loro proteine sono coinvolti anche nella motilità spermatica, tra 

questi si ricordano il gruppo dei geni CATSPER, che codificano per proteine trans-

membrana, il gene per l’adenilato-ciclasi (SAC) che regola una serie di segnali coinvolti 

nella motilità, la PROTEINA-CHINASI A e infine il GAPDHS (gliceraldeide-3-fosfato 

deidrogenasi), che ha un ruolo specifico nel metabolismo spermatico 19. 

Altra famiglia di geni target è rappresentata dalle protamine, questa famiglia di 

nucleoproteine basiche, per ricordare quanto già precedentemente detto, ha grande 

influenza sulla fertilità dei soggetti in riproduzione, espletando almeno tre funzioni molto 
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importanti; danno infatti stabilità al DNA spermatico condensando la cromatina in una 

struttura compatta 20, assicurano motilità e quindi capacità di movimento coordinato nelle 

vie femminili e il raggiungimento rapido della cellula uovo e forniscono protezione al 

DNA da parte di agenti quali nucleasi o agenti mutageni provenienti dall’ambiente intra 

ed extra cellulare. 

Altre funzioni molto importanti da ricordare sono la possibilità che aree di genoma 

compattate da queste proteine non siano disponibili subito, dopo la fertilizzazione, 

all’ingresso nella fase attiva di trascrizione e che quindi ci sia una regolazione 

dell’imprinting paterno alla futura generazione; inoltre può esserci una competizione di 

queste proteine verso fattori di trascrizione specifici e infine potrebbero svolgere un ruolo 

di controllo durante la spermatogenesi 21. 

L’informazione genetica, per questa famiglia di proteine, risiede in due geni, il PRM1 e il 

PRM2, anche se recentemente si è evidenziata la presenza di un quarto gene, il prm3, la 

cui appartenenza funzionale alle protamine rimane in discussione 21. 

 

1.3Markers genetici e fertilità 

 

Nell’ambito delle nuove frontiere dell’analisi genomica, sono stati scoperti e studiati 

alcuni markers, specificamente coinvolti nella motilità e nella capacitazione spermatica 

e di conseguenza nella fertilità generale del soggetto 10. 

1.3.1 Il gene Sam68 

Gli studi che fanno riferimento a questo specifico gene sono quasi esclusivamente basati 

su prove in animali di laboratorio, i quali sono stati resi silenti al loco specifico del gene 

Sam 68 (topi knockout) per vedere quali effetti si creano in assenza della proteina da esso 

codificata e confrontando infine i risultati con quelli provenienti da soggetti “normali” o 

meglio wild-type. 

Questo gene e la proteina specifica che esso codifica, fanno parte della famiglia delle 

proteine STAR, acronimo che significa proteine che attivano la traduzione dei trascritti di 
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RNA; queste proteine a loro volta possono essere inserite nella famiglia delle RBPs 

(proteine che legano l’RNA) 22. 

La funzione specifica di questo gene e soprattutto della proteina da esso codificata, 

riguarda la regolazione della traduzione dell’mRNA, effettuata grazie al legame di questa 

proteina con uno specifico dominio all’interno del trascritto; in questo modo avviene una 

regolazione temporale dell’espressione di un particolare trascritto, durante la maturazione 

spermatica.    

La famiglia delle STAR comprende geni e di conseguenza rispettive proteine, che sono 

stati studiati nei crostacei (Artemia salina), nei nematodi (Caenorhabditiselegans), negli 

insetti (Drosophilamelanogaster) e nei mammiferi, come già ricordato, soprattutto nel 

topo (Musmusculus). 

Per quanto riguarda i mammiferi, oltre al gene Sam68 di nostro interesse, si ricordano il 

QUAKING (QKI), l’SLM-1 e l’SLM-2 (facenti parte della sottofamiglia del Sam68, 

inumana chiamati T-STAR) e l’SF123. 

Le proteine codificate da questi geni si legano all’mRNA, per il controllo della sua 

trascrizione, grazie alla presenza nella loro struttura di particolari domini che permettono 

loro di legarsi alla suddetta molecola; sono caratterizzate infatti da un dominio molto 

lungo, di circa 200 amminoacidi, indicato con l’acronimo hnRNP KH e da altri due 

domini nominati NK e CK, molto conservati tra i generi, di 80 e 30 aminoacidi 

rispettivamente 23. 

Sembra che questi geni, compreso il Sam68 di interesse, non siano solamente coinvolti 

nella regolazione traduzionale degli mRNA target ma abbiano anche una funzione di 

trasmissione di segnali all’interno della cellula. 

1.3.1.1 Sam68: marker di fertilità 

Anche per il gene Sam68 esiste una ulteriore suddivisione, infatti ritroviamo una 

sottofamiglia composta dal gene codificante per il Sam68 (SRC-associated in mitosis) e 

altri due geni con le rispettive proteine, che sono l’SLM-1 e l’SLM-2; mentre il Sam68 lo 

si ritrova in tutte le cellule e gli apparati dell’organismo e risulta il più studiato, l’SLM-1 

e 2 li si ritrovano solamente in specifici organi e cellule22,24. 
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La proteina codificata dal gene Sam68 ha molteplici ruoli, dimostrati in molti studi, che 

vanno dal controllo del ciclo cellulare e dell’apoptosi25, al coinvolgimento nella crescita 

delle cellule tumorali prostatiche e delle ghiandole mammarie26,27, al controllo sullo 

sviluppo delle cellule del sistema nervoso28 e infine un controllo sullo sviluppo 

dell’organismo dal punto di vista metabolico e osseo 29. 

Il trascritto proteico delle Sam68 risulta anche essere notevolmente modificato nelle fasi 

post-trascrizionali, da reazioni di acetilazione, metilazione e fosforilazione di serina, 

treonina o tirosina in risposta a particolari segnali o modificazioni all’interno della 

cellula22. 

Della sottofamiglia Sam68 di cui si è accennato sopra, si prende ora in considerazione 

solo la Sam68 che oltre ad essere la più studiata tra le suddette proteine, risulta essere 

anche direttamente coinvolta nella fertilità dei soggetti. 

Questo gene e il suo trascritto, dagli studi eseguiti, in particolare di proteomica, è attivo 

durante particolari fasi della spermatogenesi e in particolare si ritrova elevata presenza 

della proteina da esso codificata nelle fasi che vanno dagli spermatidi secondari (tardo 

pachitene) fino agli spermatidi rotondi. 

Per capire il ruolo che il gene Sam68 e il suo trascritto hanno nel controllo post-

trascrizionale degli mRNA, sono stati effettuati studi su alcuni mRNA target, nello 

specifico 11, uno dei quali era sovra espresso e i rimanenti erano sotto espressi. 

Grazie all’aggiunta di oligo d-T ai campioni, sono stati individuati gli mRNA con le loro 

estremità di poly-A e le proteine ad essi collegate, tra cui l’elevato legame con la Sam68, 

per alcuni di questi. 

Per valutare infine la specificità di legame tra la proteina Sam68 e particolari mRNA, 

sono stati eseguiti studi di coimmunoprecipitazione e si è visto che solo particolari 

trascritti sono i targets della Sam68; tra i non targets rientra anche il trascritto per la 

Prm2, di cui si è parlato nel precedente capitolo30. 

Tra gli mRNA target, oggetto di studio, è stato preso in considerazione anche quello 

responsabile della produzione di una particolare proteina assonemmale, direttamente 

coinvolta nella motilità spermatica, la SPAG1631. 
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La suddetta proteina assonemmale, molto importante per la formazione di spermatozoi 

motili e quindi, fertili, viene espressa durante la spermatogenesi e l’inizio della 

spermiogenesi, due momenti in cui l’espressione del gene Sam68 risulta più attiva. 

Da uno studio condotto, si è visto, grazie ad analisi di RT-PCR, che nei topi knockout 

che non esprimevano il gene Sam68, si aveva un grande accumulo di trascritti della 

proteina SPAG16, che non veniva quindi espressa; da qui si capisce come il gene Sam68 

sia direttamente coinvolto nella sua espressione e come una sua deficienza causi problemi 

di fertilità.  

 

1.3.2 Il gene LDHC 

Il gene LDHC codifica per una specifica proteina enzimatica testicolare, la LDH-C4; 

l’enzima che viene a crearsi è un isoenzima, ossia una particolare variante molecolare 

enzimatica, che viene considerata come marker di buona o scarsa funzionalità cellulare 32. 

 

1.3.2.1 I geni della famiglia LDH e le loro proteine 

A causa di mutazioni geniche che si sono sviluppate nel tempo, da un ancestrale gene 

LDH si sono successivamente venuti a creare tre geni distinti, che si identificano con gli 

acronimi LDHA, LDHB e LDHC, che codificano tre distinte isoforme enzimatiche. 

Le ricerche filogenetiche portano a considerare uno sviluppo dei geni LDHA e LDHB 

dalla duplicazione, durante l’evoluzione dei vertebrati, del gene ancestrale LDH 33; il gene 

LDHC sembra invece provenire, sempre da analisi filogenetiche, dalla duplicazione del 

gene LDHB nei pesci e nei columbiformi e dalla duplicazione del gene LDHA, durante 

l’evoluzione dei mammiferi 34. 

Le isoforme enzimatiche codificate da questi geni si ritrovano nei tessuti in base alle 

caratteristiche metaboliche di quest’ultimi; infatti l’isoforma LDHA la si ritrova in quei 

tessuti caratterizzati anche da metabolismo anaerobio, situazione che ritroviamo nel 

muscolo scheletrico, che spesso lavora in debito di ossigeno, la isoforma LDHB la si 

ritrova invece molto più espressa nei tessuti con metabolismo strettamente aerobio, come 

il cuore. 
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L’isoforma LDHC la ritroviamo in sede testicolare e nello specifico spermatica, in 

quanto proprio queste cellule sono caratterizzate da metabolismo glicolitico anaerobio, 

soprattutto in certe fasi della loro maturazione 35; la localizzazione fisica dell’enzima è la 

parte principale del flagello spermatico e il citoplasma36. 

 

1.3.2.2 Controllo trascrizionale del gene LDHC 

A livello testicolare, dove il gene LDHC si ritrova più espresso, abbiamo la presenza di 

2844 molecole di trascritti su un milione di trascritto (Unigene Mn 16563) mentre la 

presenza dell’isoforma LDHA si attesta sulle 584 molecole di trascritti su un milione 

(Unigene Mn 29324)32. 

Durante la spermatogenesi, l’isoenzima LDH-C4 è prodotto dalla fase di tardo 

pachitene, passando per la fase degli spermatidi rotondi, per concludersi con presenza a 

livello degli spermatozoi37; inoltre il trascritto del gene LDHC, l’LDH-C4 è il più attivo 

negli spermatozoi 35. 

Il gene LDHC è controllato nella sua espressione a livello spermatico e ci sono tre zone 

geniche, con specifiche caratteristiche, che sono state di recente oggetto di studio per 

valutarne la loro reale funzione di regolazione e per valutare anche una loro implicazione 

nell’espressione tessuto-specifica del suddetto gene 32. 

Queste regioni geniche sono rappresentate da una sequenza palindroma (PA) situata nella 

regione promotrice del gene, di 31-bp (bp: paia di basi) e in più, sempre nella regione 

promotrice del gene di 100-bp, si ritrovano regioni contenenti GC box e sequenze 

palindrome TGACG nominate CRE (fattore attivato dal cAMP). 

In uno studio sul topo, grazie alla nuovissima tecnica dell’elettroporazione, si è visto che 

l’introduzione di sequenze transgeniche mutate della PA, non ha affatto influito 

sull’espressione dell’LDHC testicolare e in più questa sequenza non è coinvolta nella 

regolazione tessuto-specifica del gene. 

Attraverso la medesima tecnica, si è visto da questo studio, che un GC box mutato ha 

causato una riduzione del 73% dell’attività genica, quindi il controllo da parte di questa 

regione, se non strettamente collegato al mantenimento di un livello basale di attività 

genica e di tessuto-specificità, comunque promuove l’attività genica. 
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Per quanto concerne invece la CRE, sembra, sempre dal medesimo studio, sia la più 

importante regione di regolazione e causa di tessuto specificità; infatti pare ci sia una 

stretta correlazione tra i livelli di FSH testicolari e il cAMP e di conseguenza l’azione 

delle CREM o delle CREB (proteine che si legano alla CRE per l’attivazione) grazie al 

loro attivatore ACT. Nelle fasi che precedono le cellule in pachitene, dove non viene 

rilevata presenza di ACT, pare sia coinvolto un altro fattore, l’FHL4 38. 

 

1.3.2.3 Controllo traduzionale e mRNA 

Pare sia presente anche un controllo post-trascrizionale per questo gene; uno studio ha 

dimostrato come la molecola del suo trascritto, presente in notevoli quantità nelle cellule 

germinali, sia resa molto stabile dalla presenza di lunghe code di poly-A 39; un altro studio 

dimostra come la stabilità di questa molecola potrebbe essere causata dalla presenza di 

sequenze AU all’estremità 3’ non codificante (3’UTR) 40. 

Potrebbe esserci un controllo epigenetico, dovuto alla presenza di RNA non codificanti, 

identificati come microRNA32. 

Per valutare l’entità di espressione genica e la presenza di trascritti di mRNA per il gene 

in oggetto, uno studio ha usato dei topi knockout per il gene LDHC e li ha confrontati con 

topi wild-type e con genotipi eterozigoti. 

I risultati ottenuti dagli estratti testicolari dei suddetti soggetti, riportano, per i topi 

knockout, livelli del trascritto, ottenuto mediante real-time RT-PCR, pari al 5.6% di 

quelli dei topi wild-type e per il genotipo eterozigote pari al 60% rispetto ai wild-type36. 

Un ulteriore studio ha invece valutato la quantità di trascritti per il gene LDHC, sempre su 

animali da laboratorio, nelle cellule spermatiche durante le varie fasi di sviluppo; si è 

visto dallo studio, che il trascritto del suddetto gene è completamente assente nelle fasi di 

spermatogonio A e B, per avere un elevato incremento a livello degli spermatociti in 

tardo pachitene e degli spermatidi rotondi; lo studio ha rivelato anche che la presenza del 

trascritto a livello di spermatidi in allungamento decresce di molto 41. 
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1.3.2.4 Funzione dell’isoenzima LDH-C4 e conseguenze di una carenza 

La funzione dell’enzima, grazie alla sua azione di conversione del piruvato in lattato, 

con la conseguente ossidazione/riduzione del NADH a NAD
+
, gioca un ruolo di primo 

piano nel metabolismo anaerobio caratteristico dello spermatozoo 42. 

Uno studio recente ha cercato di saggiare i vari ruoli che l’LDH-C4 ha nel metabolismo 

delle cellule germinali e valutarne, grazie all’utilizzo di topi knockout per il gene LDHC, 

confrontati con topi wild-type ed eterozigoti, le conseguenze di una sua perdita o carenza; 

da questo studio emerge una riduzione dell’utilizzo del glucosio da parte dei soggetti 

knockout rispetto agli eterozigoti e ai wild-type, con una diminuzione dell’ATP 

disponibile, però non risultano esserci variazioni significative sulla fosforilazione 

ossidativa, sul rapporto NADH:NAD
+
 e inoltre le cellule germinali dei knockout 

sembrano essere in grado di utilizzare il glucosio; quindi dallo studio risulta una affezione 

alla glicolisi dove abbiamo carenza di espressione genica, mentre gli altri risultati 

discordanti possono essere spiegati con l’intervento di altre componenti enzimatiche 

affini (per esempio da parte dell’LDHA, sempre presente in piccole quantità nelle cellule 

germinali e responsabile di un 17.5% di attività), da differenze di cinetica tra le due 

isoforme e la considerazione dell’esistenza di fattori che potrebbero essere sufficienti, in 

misura minore a portare a termine il processo glicolitico 43. 

Per quanto concerne la spermatogenesi, da studi effettuati sempre sul topo, non ci sono 

evidenti variazioni della stessa, a conferma che il gene LDHC non è direttamente 

coinvolto nel processo 36. 

La fertilità, invece, è gravemente affetta, da studi sempre sul topo, con 1, massimo 3 

cuccioli in soli due parti; nello studio sono stati accoppiati 11 topi knockout con 44 

femmine wild-type36,32. 

La motilità e la capacitazione sono gravemente affette; da studi eseguiti, la presenza del 

gene LDHC è essenziale per la fosforilazione della tirosina, meccanismo coinvolto nella 

capacitazione spermatica e i soggetti con deficit al gene non erano in grado di fertilizzare 

la cellula uovo e se ciò riusciva ad avvenire era solamente dovuto alla rimozione 

meccanica della zona pellucida (con un 29% di oociti fecondati)44. 

La motilità, sempre dallo stesso studio, non sembrava all’inizio gravemente affetta ma 

con il passare del tempo i soggetti knockout mostravano una motilità progressiva 
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diminuita e una mancanza di iperattivazione della motilità, caratteristiche che non 

permettono alle cellule spermatiche di risalire le vie genitali femminili 36. 

 

1.3.3 Il gene SP22 

1.3.3.1 La proteina SP22 

Questo gene e la proteina di membrana da esso espressa, si ritrovano a livello delle 

cellule germinali, come dimostrato da studi sul topo, in umana e sul toro e nello specifico 

la proteina SP22 si ritrova, nella maggior parte delle specie, topograficamente parlando, a 

livello del margine ventrale della linea equatoriale della testa della cellula spermatica45. 

Da uno studio recente sugli spermatozoi di stallone, si è visto come la maggior parte delle 

cellule spermatiche mostra un’elevata concentrazione della proteina SP22 all’apice della 

regione equatoriale e acrosomale46,47; lo stesso studio ha dimostrato un’affinità tintoriale 

per la proteina SP22, negli spermatozoi ottenuti da prelievi autunnali e la spiegazione 

potrebbe risiedere nel fatto che queste cellule si sono formate durante la fase di picco del 

periodo riproduttivo e hanno accumulato molta proteina rispetto a quelle estive, che si 

sono formate alla fine del periodo primaverile; ciò indirizza verso il ruolo di questo gene 

nella fertilità dei soggetti 46. 

Da uno studio sul topo, analisi di northernblotting, hanno rivelato la presenza di trascritti 

(mRNA) del gene SP22 a livello di vari organi, anche se la maggior quantità si ritrova a 

livello testicolare e inoltre si ritrova un trascritto di 1.5-kb, solo nel testicolo, che sembra 

coincidere inoltre con la formazione degli spermatociti della fase di pachitene e con gli 

spermatidi rotondi45,48; anche nel testicolo di stallone si ritrova questo particolare 

trascritto di 1.5-kb e inoltre la coda dell’epididimo è quella più ricca in SP22 mRNA49. 

 

1.3.3.2 Alterazioni nell’espressione della SP22 e sua ipotetica funzione 

Per valutare gli effetti di una mancata espressione della suddetta proteina, sono state 

utilizzate, per la conduzione di studi, delle sostanze chimiche che vanno ad inficiare sulla 

spermiogenesi, nel topo, nel coniglio e in umana. 
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Nello studio sul coniglio, l’esposizione spermatica all’acido dibromoacetico, ha ridotto 

l’espressione della SP22 e inoltre si è ridotta di molto la percentuale di concepimento 50. 

Negli studi sui topi, in cui si è simulata l’esposizione spermatica agli acidi 

dibromoacetico e bromocloracetico, si è vista una diminuzione della fertilità dose-

dipendente, saggiata con inseminazioni artificiali in utero in cui si valuta l’impianto 

embrionale al nono giorno, confrontato con il numero di corpi lutei presenti; negli stessi 

studi si è visto come la quantità di proteina fosse notevolmente diminuita, grazie 

all’utilizzo dell’elettroforesi su gel 51,52. 

La proteina SP22, anche per la sua localizzazione a livello spermatico, sembra, sia 

coinvolta nell’interazione spermatozoo-zona pellucida, in uno studio si è incubato un 

anticorpo anti-SP22 con lo sperma di ratto, 5 min prima che questo venisse impiegato 

nell’inseminazione artificiale delle femmine e si è vista una riduzione dose-dipendente 

della percentuale di fertilizzazione 48. 

Questo studio, svolto grazie all’utilizzo di anticorpi, precorre quello che potrebbe essere il 

futuro dell’uso di questo marker per la valutazione della fertilità sia in campo veterinario 

che umano 48; inoltre il fatto che questa proteina sia largamente espressa e conservata tra 

le varie specie, farebbe pensare ad un suo ruolo molto importante nella fisiologia della 

riproduzione 45. 

Nello stallone, uno studio ha rivelato anche un’alterazione nella localizzazione della 

proteina SP22 nella cellula spermatica, a seguito del processo di congelamento del 

materiale seminale, la cui importanza biologica deve a tutt’oggi essere dimostrata e si 

potrebbe pensare ad una deficienza di protezione da parte dei plasma extenders utilizzati 

o dei crioprotettori47. 
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2 Obiettivi dello studio 

 

A livello clinico è già ampiamente verificato che i parametri di motilità sono condizione 

necessaria ma non sufficiente a garantire l’efficienza del materiale seminale e si cercano 

costantemente nuove metodiche analitiche che consentano di offrire garanzie sempre 

maggiori a livello commerciale. 

Questo lavoro si propone di indagare se esistano, come già dimostrato in altre specie, 

marker genomici che possano integrare le valutazioni di routine sul materiale seminale 

equino e che ne consentano una valutazione sempre più oggettiva, standardizzata e 

completa. 

Gli obiettivi del presente studio sono: 

 Estrazione dell’RNA da spermatozoi adulti eiaculati; 

 

 Quantificazione dei livelli di trascritti mediante real-time RT-PCR dei geni 

Sam68, l’LDHC e l’SP22 che da precedenti studi in altre specie risultano 

correlati alla motilità e alla capacitazione spermatica; 

 

 Dimostrare l’esistenza di una variabilità nell’espressione dei suddetti geni, in 11 

stalloni adulti, in attività riproduttiva, precedentemente categorizzati; 

 

 Stimare l’utilità di questi geni come biomarkers di fertilità negli stalloni. 
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3 Materiali e metodi 

 

3.1 Prelievo del materiale seminale 

Il materiale seminale è stato raccolto da 11 stalloni di razza Trotter (6/11) ed Holstein 

(5/11), in attività riproduttiva, di età compresa tra i 5 ed i 13 anni. La disponibilità è stata 

accordata da cinque centri stalloni del nord Italia. L’eiaculato è stato raccolto con salto su 

manichino mediante vagina artificiale modello Missouri, nel periodo aprile – luglio 

dell’anno 2013 e sono state effettuate 3 ripetizioni per ogni soggetto a distanza di 48 ore 

tra un prelievo ed il successivo. 

I soggetti sono stati categorizzati in tre gruppi, rispettivamente dei fertilissimi, dei 

mediamente fertili e degli ipofertili; la percentuale di gravidanza, calcolata sulla media 

di tre stagioni riproduttive successive con termine il 30 di settembre, si attesta >70% per i 

fertilissimi, tra il 50 e il 70% per i mediamente fertili e <50% per gli ipofertili.  

 

3.2 Analisi sul materiale seminale 

Dopo essere stato prelevato, il seme è stato filtrato e mantenuto alla temperatura di 37°C 

mediante bagnomaria. Sono stati valutati i parametri di motilità mediante CASA, sia sul 

tal quale che dopo diluizione 1:4, entro 5 minuti dal prelievo. I campioni sono dunque 

stati divisi in 3 aliquote da 4 ml e conservati a -80°C fino allo svolgimento delle 

successive valutazioni 

La temperatura di -80°C, garantisce  l’inattivazione delle RNAasi, che andrebbero a lisare 

l’mRNA di interesse per lo studio 53. 

 

3.3 Estrazione dell’mRNA 

Per l’estrazione delle molecole di RNA totale dai campioni, si è partiti da una quantità di 

2ml di materiale spermatico, dopo averlo scongelato, lasciandolo a temperatura ambiente, 

sotto cappa biologica per almeno 10-15’. Il campione è stato trasferito in una provetta da 

centrifuga da 15 mL (BD Falcon) e centrifugato per 10’ a 1500 rpm a temperatura 

ambiente, al fine di concentrare il materiale spermatico. Dopo l’eliminazione del 
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surnatante per mezzo di una pompa a vuoto, il campione concentrato è stato risospeso in 1 

mL di D-PBS (EURO-CLONE). Il materiale seminale è stato quindi sottoposto ad un 

procedimento di purificazione: in una nuova provetta da 15 mL, a cui sono stati aggiunti 3 

mL di EQUIPURE™ 40% Top Layer (Nidacom International AB,Mölndal, Sweden), 

preriscaldati a 37°C sui quali è stato delicatamente adagiato il campione. Il preparato è 

stato centrifugato per 30’ a 1500 rpm a temperatura ambiente. 

Questo trattamento permette di ottenere, a fine centrifugazione, tre strati separati 

all’interno della provetta; avremo sul fondo lo sperma puro, sopra la soluzione di 

EQUIPURE™ e nell’ultimo strato spermi immaturi, cellule somatiche e batteri 53. 

Si procede poi con l’eliminazione del surnatante, ed a un nuovo ciclo di centrifugazione 

per 10’ a 3500 rpm e alla ulteriore rimozione del surnatante. 

La preparazione dei campione procede con altri 2  lavaggi con 10 mL di D-PBS, 

eseguendo, tra un lavaggio e il successivo, centrifugazioni di 10’ a 1500 rpma 

temperatura ambiente. 

La rottura delle cellule è stata effettuata mediante l’uso del TRIzol (Invitrogen 

Corporation, Carlsbad, CA, USA), che permette di ottenere la massima quantità di RNA 

ottenibile dal campione in esame; si aggiunge quindi 1mL di reagente, conservato a 4°C, 

al composto e si lisano le cellule spipettando il campione per almeno venti o trenta volte. 

Alla fine di questa fase molto delicata, per permettere una migliore azione del reagente, il 

campione viene messo in un bagnetto a 37°C per 30’ vortexando ogni 5’. 

Da questo momento, il passaggio successivo è quello dell’ estrazione dell’RNA totale 

dal campione. 

Al campione vengono aggiunti 200 μl di Cloroformio e viene vortexato per 15’’; il 

campione viene successivamente lasciato a temperatura ambiente per 2-3’. 

Si centrifuga poi il campione in stanza fredda, a 4°C, per 15’ a 12000 rpm; alla fine della 

centrifugazione si otterranno tre fasi distinte, una fase, alla cima della provetta, limpida, 

in cui si ritrova l’RNA, una intermedia bianca e infine, sul fondo, una fase rossa di 

materiale organico. Viene ora prelevato il surnatante limpido ottenuto nella fase 

precedente, di circa 600 μl, e posto in una nuova provetta; ad esso vengono aggiunti 600 

μl di Etanolo al 70% e il campione viene vortexato. 
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Vengono prelevati quindi 600 μl del preparato così ottenuto e trasferiti in una RNeasy 

Mini spin column, dotata di membrane, posta in una provetta da 2 mL; il preparato viene 

centrifugato per 15’’ a 10000 rpm e l’eluato viene eliminato. Si ricarica quindi la 

colonnina con i restanti 600 μl di soluzione contenente l’RNA e si centrifuga come 

descritto sopra. 

Si aggiungono ora al preparato, che si ritrova nella RNeasy Mini spin column, posta 

all’interno della provetta da 2 mL, 500 μl di Buffer RPE (RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, 

Quiagen), precedentemente preparato con l’aggiunta di Etanolo 70%, per il lavaggio della 

membrana; il tutto viene centrifugato per 15’’a 10000 rpm e alla fine viene eliminato 

l’eluato. 

Utilizzando sempre la medesima provetta, si aggiungono alla RNeasy column altri 500 μl 

di Buffer RPE e si centrifuga il tutto per 2’ a 10000 rpm; questo passaggio garantisce 

un’asciugatura ottimale della membrana in cui si ritrova l’RNA e assicura l’asportazione 

di tutto l’Etanolo presente, che potrebbe interferire con le successive analisi; il fluido di 

fondo e la provetta vengono ora eliminati. 

In una nuova provetta da 2 mL, si pone la RNeasy column ottenuta, e si centrifuga il tutto 

per 1’, alla massima velocità, per evitare che possano essere presenti eventuali residui di 

reagenti utilizzati. 

Alla fine della centrifugazione, si elimina la provetta e la RNeasy column viene posta in 

una nuova provetta da 2 mL e al preparato si aggiungono 30μl di RNase free-water; per 

permettere la separazione dell’RNA dalla membrana, si opera una centrifugazione per 1’ 

a 10000 rpm; la stessa operazione viene eseguita una seconda volta, o aggiungendo il 

medesimo volume di RNase free-water o utilizzando l’mRNA ottenuto dal precedente 

lavaggio, se fosse necessaria una maggiore concentrazione dello stesso 54. 

 

3.4 Quantificazione dell’RNA estratto 

Per la quantificazione dell’RNA è stato utilizzato uno spettrofotometro NanoDrop ND-

1000 (ThermoScientific, Wilmington, DE, USA); sono stati estratti dai campioni di seme, 

dai 500 ai 1500 ng di RNA. 
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3.5 La RT-PCR 

Con l’acronimo RT-PCR si intende “reazione a catena della polimerasi con 

retrotrascrizione”, ossia a partire da una molecola di mRNA, estratto seguendo il 

precedente protocollo descritto, si mira all’ottenimento di una molecola a doppia elica di 

cDNA o molecola di DNA complementare all’mRNA.  

 

Il Kit utilizzato in laboratorio è della Invitrogen™ che utilizza un enzima, per la creazione 

del cDNA, isolato da Escherichia coli, che esprime a livello plasmidico una porzione del 

gene pol della Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) 55,56. 

I componenti del kit sono l’enzima M-MLV RT, 5X First-Strand Buffer (250 mM Tris-

HCL, 375 mM KCL, 15 mM MgCl2) e 0.1 M di DTT; il kit viene conservato a -20°C. 

Per un volume totale di reazione di 20μL si utilizzano o 1 ng-5 μg di RNA totale oppure 

1-500 ng di mRNA. 

Si utilizza un tubino da 200 uL nucleasi-free (per non danneggiare le molecole di RNA) e 

si mescolano: 

 1 μL di Oligo (dT)12-18 (500μg/mL), che si lega alle code di poly-A che 

caratterizzano la molecola di mRNA; 

 185 ng di RNA totale precedentemente estratto; 

 1 μL di dNTP Mix (Kit Invitrogen™) 10 mM; 

 H2O distillata nuclasi-free fino al volume di 12μL; 

Questo preparato viene riscaldato, a 65°C, in un termo-ciclatore BIOER 

(LifePro(48/96/384/G))  per 5’ e infine trasferito velocemente in ghiaccio. 

Il preparato viene centrifugato brevemente per raccogliere tutto il composto sul fondo del 

tubino e successivamente si aggiungono: 

 4 μL di 5X First-Strand Buffer; 

 2 μL di DTT 0.1 M, che rende lineari le molecole di RNA, che tenderebbero a 

formare strutture ad ansa o “loop” ; 

 1 μL di RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen™ )      

(40 U/μL); 
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La mix così preparata viene delicatamente mescolata, con attenzione in quanto la 

molecola di RNA è molto instabile e incubata a 37°C per 2’, sempre nel termo-ciclatore. 

Si procede poi con l’aggiunta di 1μL di M-MLV RT (200 U/μL) e si mescola, spipettando 

con delicatezza. 

A questo punto si procede con l’incubazione a 37°C per 50’. La reazione enzimatica 

viene inattivata incubando a 70°C per 15 min. 

A conclusione del processo, si può utilizzare il cDNA ottenuto per il successivo  

passaggio 57. 

3.7 La real-time PCR  

La real-time PCR è il processo mediante il quale il cDNA, ottenuto nella precedente 

lavorazione, viene amplificato grazie alla reazione a catena della polimerasi e 

specificamente quantificato; grazie all’utilizzo di sequenze primer specifiche per i geni 

LDHC, Sam68 ed SP22, si andranno ad amplificare, all’interno delle molecole di cDNA 

ottenute, solo le regioni di nostro interesse e quindi si quantificherà l’espressione genica 

delle stesse. 

La real-time PCR è stata eseguita con l’uso del kit FastStart SYBR Green Master 

dell’azienda ROCHE; il kit è pronto all’uso e contiene la totalità dei reagenti necessari, 

eccettuate le sequenze primer specifiche e il cDNA; il kit viene conservato ad una 

temperatura di  -15°C fino a  -25°C e lontano da fonti di luce. 

Si inizia l’ultima fase di processazione del campione, utilizzando un tubino da 100 μL in 

cui si prepara una mix per avere un volume finale di reazione pari a 15 μL e si 

aggiungono nell’ordine: 

 7.50μL di FastStart SYBR Green Master (2X); il colorante fluorescente SYBR 

Green in esso contenuto si lega alle doppie eliche di amplificato di cDNA iniziale 

e fornirà alla macchina di lettura un segnale, tanto più intenso, quanto maggiore 

sarà l’espressione dei geni in esame; 

 O.45μL di Primer FOR (10 μM) ad una concentrazione finale di 300 nM; 

 0.45 μL di Primer REV (10 μM) ad una concentrazione finale di 300 nM; 

 5.10 μL di H2O RNase-DNasefree (GIBCO); 

Al termine si avrà, per questa mix, un volume finale di 13.5 μL. 
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Prima dell’aggiunta del cDNA, ottenuto precedentemente, si mescola delicatamente la 

mix e la si spinna. 

Si aggiungono infine 1.5 μL di cDNA (alle opportune diluizioni) e si mescola il preparato 

con delicatezza 58. 

Il CICLO DI PCR viene così a strutturarsi58: 

 1 ciclo di holding alla temperatura di 95°C per 10’, che serve per attivare la DNA 

polimerasi contentuta nella Master Mix; 

 40 cicli così suddivisi: 

i) denaturazione alla temperatura di 95°C per 15’’; 

ii) fase di annealing alla temperatura di 60°C per 20’’; 

iii) fase di allungamento alla temperatura di 72°C per 30’’; 

 1 ciclo di melting; 

 a partire da una temperatura di 65°C fino ai 95°C con innalzamenti di 1°C ogni 

5’’; questo passaggio serve per valutare la presenza di eventuali amplificati 

aspecifici . 

Primers utilizzati per la valutazione dell’espressione genica:  

 

Gene 

 

primer FOR (5’  3’)  

 

primer REV (5’  3’) 

Lunghezza 

amplificato 

LDHC CAATCATTCCTGCCATAGTCCA 

 
ACCCACTTAGCTTCCAGACC 

 
102 

SP22 GCTGTCATACTACCCATGTCCG 

 
AGGGTGGACGACATAGCTG 

 
94 

SAM68 TGCACTCCATGAAAAGCTCA TTCGTCCAGCTGCAGTG 152 

Actin- beta (HK) 

 

CTCCCAGCACGATGAAGA 

 
GTACTCCTGCTTGCTGATCC 

 
125 

Glyceraldehyde-3-
phosphatedehydrogenase 

(HK) 

 

CACCAATCACCCAGCAAGAG 

 
GGTCTGAGATGGAAACTGTGG 

 
116 

  

Tabella I. Elenco dei primers utilizzati per la valutazione dell’espressione dei geni 

LDHC, Sam68 ed SP22; con l’acronimo HK si intende identificare i geni housekeeping.  
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4 Risultati 

 

Stallone Concmil /ml %mot %pms 

1 291 73 52 

2 405 93 55 

3 172 88 85 

4 236 91 80 

5 360 84 38 

6 265 74 28 

7 310 95 42 

8 183 61 19 

9 210 36 18 

10 197 64 21 

11 244 56 23 

 

Tabella II. Valori di concentrazione, motilità e motilità progressiva degli stalloni 

esaminati; i dati si intendono come media dei valori di n.3 prelievi. 

 

Per conseguire questi risultati, tutti i dati ottenuti sono stati normalizzati nei confronti dei 

geni HK (geni housekeeping), ossia geni che sono costitutivamente espressi in tutte le 

cellule di un organismo, sia che esse si ritrovino in uno stato fisiologico che patologico; 

inoltre, per una migliore interpretazione dei grafici, gli istogrammi partono dal valore di 

espressione 1, così la visualizzazione di un risultato negativo appare più chiara al lettore. 

Il gruppo dei fertilissimi è stato scelto come riferimento verso il quale misurare le 

espressioni geniche degli altri due gruppi, ossia quello degli ipofertili e dei mediamente 

fertili; inoltre è stato scelto come valore soglia per la sovra espressione del gene il valore 

2, rappresentato nei grafici in ordinata e come valore soglia per la sotto espressione del 

gene, il valore di 0.5, sempre in ordinata, nei grafici rappresentati. 
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4.1 Espressione del gene Sam68 

Dall’analisi di real-time RT-PCR, effettuata sugli 11 campioni di sperma di stalloni 

categorizzati, come precedentemente descritto, emerge chiaramente una presenza 

importante di trascritto nei campioni di materiale seminale dei soggetti categorizzati come 

ipofertili e, al contrario, una diminuzione dello stesso a livello delle categorie dei soggetti 

mediamente fertili e fertilissimi (Grafico 1). 

 

 

 

Grafico 1. Espressione del gene Sam68 nei soggetti studiati;  

R* indica quante volte il gene SAM68 è espresso nel seme di stallone mediamente fertile 

o ipofertile rispetto al seme di stallone fertilissimo 

R* = media di [(espressione gene target/ geni HK in seme MF o IF ) / (espressione gene 

target/ geni HK in seme F)] 

 

Nello specifico si denota una sovra espressione, in media, del gene in oggetto, nello 

stallone 8, 10 e 11 del gruppo degli ipofertili rispetto ai fertilissimi; si evince una 

espressione discreta, in media, nei soggetti 5, 6 e 7 del gruppo dei mediamente fertili e 

una espressione bassa,in media e senza essere sottoespressa, nel gruppo dei soggetti 

fertilissimi. 

Si è infine valutata la correlazione tra l’espressione del gene in oggetto e la motilità 

progressiva espressa dai vari gruppi di stalloni considerati; per il gruppo dei fertilissimi 

questa è negativa (-0.911), per il gruppo dei mediamente fertili si presenta negativa (-

0.999) e per il gruppo degli ipofertili leggermente positiva (0.375) (Tabella V). 
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SAM68 

SAM68/media 
HK vs St.1 vs St.2 vs St.3 vs St.4 

 

fertilissimi                                   
% grav. > 70 

Stallone 1 1,05 1,10 1,15 0,92 0,85 
 Stallone 2 1,09 1,16 1,20 0,96 0,89 
 Stallone 3 0,95 1,00 1,04 0,83 0,77 
 Stallone 4 0,91 0,96 1,00 0,80 0,75 
 

mediamente fertili                                      
% grav. 50-70 

Stallone 5 1,14 1,20 1,25 1,00 0,93 
 Stallone 6 1,22 1,29 1,34 1,07 1,00 
 Stallone 7 1,11 1,17 1,21 0,97 0,90 
 

ipofertili                                        
% grav. < 50 

Stallone 8 2,77 2,92 3,03 2,43 2,26 
 Stallone 9 0,88 0,93 0,97 0,77 0,72 
 Stallone 10 3,40 3,60 3,73 2,99 2,78 
 Stallone 11 2,03 2,15 2,23 1,79 1,66 
 

        Tabella V. Valori di espressione del gene Sam68 nei gruppi considerati. 

 

Il gene Sam68, come precedentemente visto da studi in animali da laboratorio22, è 

espresso negli stadi immaturi delle cellule della linea germinale a livello degli spermatidi 

secondari in tardo pachitene e negli spermatidi rotondi. Questa particolare 

localizzazione per l’espressione genica è stata valutata anche nello studio del 2005 di 

Paronetto, dove si sono prelevati estratti testicolari in varie fasi di sviluppo e si sono 

eseguite prove di Northernblot, evidenziando un netto calo di trascritto con la 

maturazione testicolare59. 

Il risultato del nostro studio suggerisce che analogo meccanismo si verifichi anche negli 

spermatozoi di stallone, considerando che i soggetti fertilissimi e i mediamente fertili 

dimostrano una presenza molto limitata e in alcuni casi appena accennata del trascritto, al 

contrario dei soggetti ipofertili . Si può quindi ipotizzare che a dispetto di una morfologia 

fisiologica gli spermatozoi di soggetti con problemi di fertilità possano aver subito un 

processo di arresto della maturazione o un’alterazione della stessa che ha impedito o 

rallentato il blocco trascrizionale del gene Sam68. 

In riferimento al dato di correlazione con la motilità progressiva dei soggetti, la 

correlazione negativa che si presenta nel gruppo dei fertilissimi fa pensare al ruolo che 

la proteina Sam68 ha nel controllo trascrizionale di alcuni mRNA durante la 

spermatogenesi; in particolare quello della SPAG16L, la cui deficienza porta a deficit di 

motilità 31. 
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4.2 Espressione del gene LDHC 

L’esame di real-time RT-PCR, operato sui campioni in esame, per il gene LDHC, 

dimostra (Grafico 2), rispetto alla situazione che si presenta negli altri due geni, una 

maggiore variabilità soggettiva intragruppo; in particolare per il gruppo dei soggetti 

mediamente fertili, che comunque sono animali che mantengono buone performance 

riproduttive, si potrebbe pensare ad una condizione di eterozigosi al locus del gene 36. 

La correlazione leggermente positiva con la motilità, che vediamo in questo gruppo, 

sostiene anch’essa questa posizione, ossia che ci sia un gene funzionante, ma solo alla 

metà delle sue reali capacità. 

 

 

 

 

Grafico 2. Espressione del gene LDHC nei soggetti studiati; 

R* indica quante volte il gene LDHC è espresso nel seme di stallone mediamente fertile o 

ipofertile rispetto al seme di stallone fertilissimo 

R* = media di [(espressione gene target/ geni HK in seme MF o IF ) / (espressione gene 

target/ geni HK in seme F)] 

Tutti i soggetti ipofertili hanno una sovra espressione del gene in oggetto e in particolare 

lo stallone 9 dimostra notevole sovra espressione (97.49), rispetto al gruppo dei 

fertilissimi (Tabella III). 

Lo stallone 11 ed  i soggetti 8 e 10, risultano comunque sovra espressi, rispettivamente di 

9.89 e 5.16 volte in più, in media, nei confronti dei fertilissimi. 
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Per il gruppo dei soggetti mediamente fertili la situazione è, per tutti e tre gli stalloni, di 

sovra espressione del gene in oggetto; lo stallone 5 si caratterizza, in media, di notevole 

sovra espressione e il suo comportamento lo si potrebbe rapportare a quello dello stallone 

11, del gruppo degli ipofertili (Tabella III). 

All’interno del gruppo dei fertilissimi, nella media di gruppo, il gene è sovra espresso; 

nello specifico abbiamo sovra espressione dello stesso nello stallone 2 e nel 4, con un 

livello di sovra espressione molto simile tra i due soggetti in esame; lo stallone 3 risulta 

sotto esprimere il gene LDHC, mentre lo stallone 1 lo esprime normalmente, senza sovra 

o sotto esprimerlo (Tabella III). 

 
LDHC LDH/media HK vs St.1 vs St.2 vs St.3 vs St4 

fertilissimi                               
% grav. > 70           

Stallone 1 0,00 4,58 0,24 0,03 0,40 

Stallone 2 0,01 17,35 0,90 0,10 1,50 

Stallone 3 0,00 1,00 0,05 0,01 0,09 

Stallone 4 0,01 19,33 1,00 0,11 1,67 

mediamente fertili                     
% grav. 50-70 

Stallone 5 0,10 179,35 9,28 1,00 15,53 

Stallone 6 0,01 11,55 0,60 0,06 1,00 

Stallone 7 0,03 51,12 2,64 0,29 4,43 

ipofertili                             
% grav. < 50 

Stallone 8 0,02 29,78 1,54 0,17 2,58 

Stallone 9 0,16 293,67 15,19 1,64 25,42 

Stallone 10 0,01 15,55 0,80 0,09 1,35 

Stallone 11 0,08 144,36 7,47 0,80 12,50 

       Tabella III. Valori di espressione del gene LDHC nei gruppi considerati. 
 

Dalla correlazione tra l’espressione genica degli stalloni considerati e la loro motilità 

progressiva, per il gruppo degli stalloni categorizzati come fertilissimi questa risulta 

essere negativa, pari a -0.107; per il gruppo dei mediamente fertili il dato si presenta 

leggermente positivo (0.452) mentre leggermente negativo quello dei soggetti ipofertili   

(-0.337). 

Come precedentemente ricordato, il gene LDHC codifica per una variante isoenzimatica 

testicolare, l’LDH-C4, che è considerato, da bibliografia, un ipotetico marker futuro per 

una corretta funzionalità cellulare;  

Il risultato riguardante la quantità di mRNA che è stato rilevato a livello dei campioni 

considerati nel presente studio, conferma quanto emerso da uno studio su animali da 

laboratorio, che dimostrava come la quantità di trascritto fosse notevolmente diminuita 
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nelle cellule in fase di elongazione 41. Nei soggetti fertilissimi, tranne in due casi, abbiamo 

un’espressione molto limitata del trascritto, come ci aspetteremmo da bibliografia e 

comunque l’entità di sovra espressione presente negli altri due fertilissimi non raggiunge 

mai i livelli di espressione delle altre categorie. 

Lo studio riguardante gli estratti testicolari di animali di laboratorio, citato 

precedentemente, spiega anch’esso questo risultato, in quanto l’80% circa delle cellule 

del testicolo adulto si trovano nella fase post meiotica, quindi con moltissimi spermatidi 

rotondi, cellule in cui la quantità di trascritto è elevata, per diminuire nelle fasi più 

mature36. 

Tra le molteplici funzioni di questo gene, si ritrova un suo ruolo molto importante nella 

fertilità e il risultato ottenuto dal presente studio, in cui si denota una elevata presenza di 

trascritto nei soggetti ipofertili e nei mediamente fertili, che presentano basse percentuali 

di gravidanza, potrebbe collegarsi al risultato di una non corretta funzionalità del        

gene 36,32. 

La capacitazione spermatica, come precedentemente visto, è altamente collegata alla 

funzionalità di questo gene. La notevole quantità di trascritto presente a livello dei 

soggetti categorizzati con basse o intermedie percentuale di gravidanza farebbe pensare 

ad una mancata funzionalità genica, con un calo seguente della proteina LDH-C4, 

collegata al processo di capacitazione44; inoltre i trascritti presenti a livello di questi 

spermi adulti potrebbero trovarsi in notevole quantità nei campioni dei soggetti ipofertili e 

mediamente fertili, per una deficienza a livello della lunghezza delle code di poly-A dei 

trascritti, importanti per la loro corretta traduzione 60. 

La motilità è altamente controllata da questo gene, infatti abbiamo la presenza di una 

correlazione negativa tra la sua espressione nelle fasi testicolari adulte e la motilità 

progressiva,  identificabile anche nei  soggetti mediamente e ipofertili del presente studio. 

Il lavoro di Odet e coll.  del 2008 sostiene il  ruolo specifico che la proteina LDHC ha nei 

confronti della motilità, con una ricerca  su topi di laboratorio knockout dove la 

condizione di eterozigosi è risultata associata a deficit nel controllo trascrizionale del 

gene in oggetto o alla mancanza di trascritti attivi. 

Le tre situazioni, sommate, potrebbero spiegare i risultati ottenuti su questi due    

gruppi.36, 61,41. 
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4.3 Espressione del gene SP22 

All’esame di real-time RT-PCR per la valutazione dell’espressione del gene SP22 nei 

soggetti categorizzati, appare evidente, alla prima valutazione del grafico (Grafico 3), 

come i soggetti identificati nelle categorie degli ipofertili e mediamente fertili non 

presentino espressione del trascritto a livello degli spermi adulti; il comportamento appare 

differente per i soggetti fertilissimi. 

Analizzando i dati nello specifico, si vede, per il gruppo degli ipofertili, una 

sottoespressione, nella media di espressione del gruppo, del suddetto trascritto; in media, 

soprattutto per gli stalloni 8, 10 e 11, appare evidente una sotto espressione, mentre per lo 

stallone 9, sempre in media, si ha una espressione meno marcata (0.33) (Tabella IV). 

Per il gruppo di soggetti mediamente fertili, si ha una sotto espressione del gene 

notevole, nella media del gruppo dei soggetti presi in considerazione; nello specifico tutti 

e tre gli stalloni presentano sottoespressione molto accentuata (Tabella IV). 

Il gruppo dei soggetti fertilissimi si comporta all’opposto dei precedenti due gruppi, 

infatti, nella media di espressione del gruppo, il gene appare, di poco, sovra espresso 

(2.03); analizzando nello specifico i quattro soggetti, si vede come, in media, lo stallone 3 

risulti molto sovra espresso (4.24) e anche lo stallone 1 risulta, non di molto sopra la 

soglia fissata, sovra espresso (2.89); lo stallone 4 risulta normalmente espresso e lo 

stallone 2 leggermente sottoespresso, rispetto al valore soglia (0.40) (Tabella IV). 
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SP22 SP22/media HK vs St.1 vs St.2 vs St.3 vs St.4 

fertilissimi                                  
% grav. > 70 

Stallone 1 5,65 0,68 2,73 327,04 247,85 

Stallone 2 0,79 0,10 0,38 45,70 34,64 

Stallone 3 8,28 1,00 4,00 479,37 363,30 

Stallone 4 2,07 0,25 1,00 119,84 90,82 

mediamente fertili                                       
% grav. 50-70 

Stallone 5 0,02 0,00 0,01 1,00 0,76 

Stallone 6 0,02 0,00 0,01 1,32 1,00 

Stallone 7 0,01 0,00 0,00 0,52 0,40 

ipofertili                                   
% grav. < 50 

Stallone 8 0,06 0,01 0,03 3,63 2,75 

Stallone 9 0,64 0,08 0,31 36,76 27,86 

Stallone 10 0,03 0,00 0,02 1,88 1,42 

Stallone 11 0,12 0,01 0,06 6,71 5,09 

       Tabella IV. Valori di espressione del gene SP22 nei gruppi considerati. 

 

 

 

 

Grafico 3. Espressione del gene SP22 nei soggetti studiati; 

R* indica quante volte il gene SP22 è espresso nel seme di stallone mediamente fertile o 

ipofertile rispetto al seme di stallone fertilissimo 

R* = media di [(espressione gene target/ geni HK in seme MF o IF ) / (espressione gene 

target/ geni HK in seme F)] 
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Per quanto riguarda la correlazione tra l’espressione genica e la motilità, per il gruppo dei 

fertilissimi, essa si presenta leggermente positiva, di valore pari a 0.375, per il gruppo dei 

mediamente fertili si presenta negativa (-0.937) e per il gruppo dei soggetti ipofertili, 

ancora negativa (-0.615). 

Dagli studi effettuati su varie specie di mammiferi, il gene SP22, sembra essere coinvolto 

nel processo di interazione tra la zona pellucida dell’ovocita e la cellula spermatica48. 

Gli studi effettuati hanno dimostrato il ruolo molto importante che questa proteina ha nei 

confronti della fertilità 51,52, però i nostri risultati contrastano con quanto ottenuto dagli 

studi che hanno valutato la quantità di trascritto a livello di testicoli di animali da 

laboratorio a differenti stadi di età  e in particolare i nostri dati contrastano con uno studio 

in cui si è dimostrata la totale assenza di trascritto a livello di cellule spermatiche in fase 

di elongazione 62. 

In un unico studio, di Miller e coll. del 2006, sono state svolte delle prove di northern 

blotting su testicoli ed epididimi di stalloni sottoposti a castrazione di routine, in cui si 

sono registrate presenze di trascritto49. 

Si ritiene siano però necessari ulteriori studi di genomica sullo spermatozoo in 

associazione a studi di proteomica, affinchè questo possa essere confermato. 
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5 Discussione 

 

Alla luce dei dati ottenuti dalle analisi di real-time RT-PCR, sui campioni di eiaculato 

provenienti da stalloni precedentemente categorizzati, in relazione all’espressione genica 

dei tre geni LDHC, Sam68 ed SP22, è possibile fare alcune considerazioni importanti. 

Esaminando la situazione che si è rivelata dalle analisi effettuate sul seme degli stalloni 

considerati, in riferimento in particolare al gene Sam68, ci si sofferma sulla sovra 

espressione di quest’ultimo nel gruppo degli stalloni ipofertili. 

La bibliografia riguardante la presenza del trascritto del gene Sam68, riporta prove di 

analisi di Northern blotting, su estratti testicolari di animali da laboratorio, in varie fasi di 

età e quindi di maturazione cellulare testicolare; da questi studi emerge una netta 

diminuzione del trascritto più il testicolo va verso la maturazione e così anche le sue 

cellule 59. 

Questa situazione si presenta anche per i soggetti fertilissimi e mediamente fertili del 

presente studio, tutti in età adulta e in spermatozoi eiaculati e quindi presumibilmente 

maturi. Gli studi effettuati sugli estratti testicolari rappresentano comunque una solida 

conferma che i campioni dei gruppi sopra menzionati rispettino la fisiologica espressione 

del gene, in quanto un testicolo nella fase matura contiene circa l’80% di cellule in fase 

post meiotica, la maggior parte delle quali sono spermatidi rotondi e cellule in fase di 

elongazione e sicuramente cellule più adulte, che possono essere equiparate a quelle del 

presente studio per contenuto nucleare e citoplasmatico. 

In quest’ottica il presente studio offre una  prima valutazione del trascritto del gene 

Sam68 a livello delle cellule spermatiche presenti nell’eiaculato. 

La situazione che si presenta nel gruppo degli ipofertili è quella di una sovra espressione 

del gene in oggetto e inoltre in questo gruppo, che ha una percentuale di gravidanza 

alquanto bassa, si ha anche una correlazione negativa tra l’espressione del gene e la 

motilità progressiva, considerando solo i soggetti della categoria che sovra esprimono il 

gene a questo livello. 

Questi soggetti infatti hanno una motilità progressiva media molto bassa rispetto alle altre 

categorie e ciò potrebbe essere spiegato con una mancata azione della proteina 

assonemmale SPAG16, la cui traduzione è regolata dalla proteina Sam68 31. 
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La presenza di elevato trascritto in cellule adulte come quelle considerate, può far 

riflettere sulla mancata traduzione dello stesso nelle fasi post-trascrizionali, come 

ipotizzato in uno studio sulla presenza di trascritti di protammine in cellule germinali 

adulte 63. 

 

La situazione che si rivela riguardo il gene LDHC è molto particolare nei campioni 

saggiati con il presente studio, in quanto anche da visualizzazione grafica si vede come ci 

siano molti picchi di sovra espressione a livello dei soggetti ipofertili e mediamente fertili 

e comunque espressione a livello dei fertilissimi. 

I soggetti categorizzati come fertilissimi, quindi con elevata percentuale di gravidanza, 

rispecchiano molto bene, tranne in due casi di sovra espressione che comunque non 

raggiunge i picchi delle altre categorie, quella che è la normale fisiologia di espressione 

genica a livello di queste cellule; lo ricorda lo studio su cellule da animali da laboratorio, 

in cui è evidente un decremento dei livelli di trascritto più si procede con la maturazione 

cellulare 41. 

Se noi consideriamo la correlazione esistente tra l’espressione genica e la motilità 

progressiva di questo gruppo, nella media dei due soggetti che non sovra esprimono il 

gene, si vede come il dato risulti negativo, ossia all’aumentare dell’espressione in queste 

cellule adulte, cala la motilità; infatti la situazione non fisiologica che si ritrova nei gruppi 

dei mediamente fertili e ipofertili vede cellule con motilità progressive molto inferiori a 

quelle presenti negli altri gruppi. 

Da studi svolti si è visto infatti quanto questo gene sia coinvolto nella motilità e in questo 

specifico caso è quanto mai corretto riferirsi proprio alla motilità progressiva, che sembra 

controllata dalla presenza del trascritto isoenzimatico del gene LDHC 36. 

L’elevata presenza del trascritto nella categoria dei soggetti ipofertili, potrebbe portare 

alla considerazione dell’esistenza di trascritti con corte code di poly-A, quindi non 

funzionali, con il risultato ottenuto di sovra espressione per la suddetta categoria; uno 

studio ha infatti valutato la funzionalità dell’mRNA in vitro, utilizzando reticolociti di 

coniglio e si è visto che solo la presenza di mRNA con lunghe code di poly-A è 

trascrizionalmente attivo, quindi associato ai polisomi 61,41. 

Si potrebbe anche presupporre una mancata regolazione post-trascrizionale, presente 

anche per il gene LDHC; in uno studio, infatti, si dimostra come la quantità di trascritto 
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attivo, preceda, su saggi testicolari, la presenza dell’isoenzima di qualche giorno, facendo 

quindi pensare ad una regolazione post-trascrizionale61. 

La presenza di trascritti a livello del gruppo dei mediamente fertili, probabilmente 

potrebbe indicare o la presenza di una trascrizione attiva anche nelle fasi post meiotiche 61
 

o la presenza di una buona attività (pari al 17.5%) dell’isoenzima LDH-A, che comunque 

supplisce la carenza dell’LDH-C, soprattutto nel metabolismo spermatico 43. 

I risultati ottenuti per l’espressione del gene SP22 sono molto particolari e contrastanti 

con uno studio che vede la quantità di trascritto calare nelle tarde fasi spermatiche, 

partendo de estratti testicolari di varie specie, compreso l’uomo e il topo; lo stesso studio, 

grazie alla combinazione di studi di genomica, appunto valutando la quantità di trascritti 

di mRNA presenti e di proteomica, ha spiegato il calo di trascritto nelle tarde fasi cellulari 

con una maggiore attività traduzionale delle cellule dopo il blocco completo della 

trascrizione; nel presente studio i campioni delle categorie più svantaggiate 

sembrerebbero comportarsi in modo conforme agli animali da laboratorio, mentre i 

fertilissimi  non hanno l’andamento atteso 62. 

La proteina sembra, ma molti studi sono ancora da effettuarsi, abbia un ruolo 

nell’interazione spermatozoo-zona pellucida e quindi molto importante sembrerebbe il 

suo ruolo nella fertilità dei soggetti; la cosa più particolare è che i gruppi meno fertili 

hanno pattern di espressione conforme alle altre specie studiate48. 

Per cercare di capire questa situazione, si deve partire dal presupposto che si sta studiando 

una cellula germinale adulta, cellula che dopo l’avvento degli spermatidi rotondi, non ha 

più attività trascrizionale e quindi dovremmo aspettarci che i trascritti che si sono formati 

nelle fasi precedenti al suddetto blocco restino stoccati fino agli stadi di tardo pachitene e 

di spermatidi rotondi, momento nel quale sono resi trascrizionalmente attivi nella sintesi 

proteica, infatti in questo momento si rinviene nelle cellule la massima quantità di 

trascritti e di proteine 48. 

Si potrebbe dunque presupporre, nello specifico caso del gruppo dei fertilissimi, che in 

realtà non ci sia un blocco completo della trascrizione nelle fasi più mature della linea 

germinale; questo potrebbe essere spiegato facendo riferimento ad alcuni studi, riportati 

in una review, che riportano un’attività trascrizionale a carico dei mitocondri, valutata 

eseguendo saggi su teste spermatiche e code 60; si potrebbe fare riferimento anche 

all’incompleta sostituzione degli istoni con le protammine, durante il riarrangiamento 
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della cromatina 6; questo ci potrebbe far pensare all’esistenza di aree di genoma attive 

nell’attività trascrizionale. 

Le dissertazioni fatte possono essere adattate anche alle situazioni viste per l’espressione 

genica degli altri due geni, in cui nei soggetti fertilissimi si ha comunque, anche se 

minima, un’espressione; essendo questa presente in soggetti “sani” dal punto di vista 

riproduttivo, le considerazioni fatte sopra possono ragionevolmente essere prese in 

considerazione fermo restando che purtroppo non vi sono ancora altri studi riguardanti lo 

stallone con cui confrontarsi . 
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6 Conclusioni 

 

L’estrazione di RNA da spermatozoi eiaculati è stata possibile in tutti i campioni oggetto 

dello studio e la conservazione a -80°C non ha alterato la qualità del materiale estratto. 

La RT-PCR ha consentito di quantificare l’RNA isolato e di verificare che esiste una 

variabilità nelle quantità di trascritto tra le categorie di fertilità da noi definite. 

L’espressione genica di LDHC e Sam68 ha dimostrato un pattern di espressione 

conforme a quanto osservato in altre specie e uniformità di espressione intracategoria 

qualificandosi quindi come utile marker di fertilità . 

Il gene SP22 ha manifestato nello stallone un certo grado di variabilità di espressione 

intercategoria e seppure lasciando spazio ad interessanti considerazioni sembra non 

consentire la differenziazione tra la categoria degli ipofertili e quella dei mediamente 

fertili, rischiando di penalizzare eccessivamente il giudizio qualitativo di questi ultimi. 

Questo studio, pur non essendo stato esente da difficoltà, ha fornito informazioni utili per 

l’utilizzo dei geni LDHC, Sam68 e SP22 come markers nel settore della riproduzione 

equina e lo spunto per la creazione di kit per la loro valutazione . 

Prospettiva futura di questo lavoro è la necessità di sondare l’espressione di altri geni, 

associando alla genomica anche la proteomica. Inoltre si potrebbero andare a dragare, a 

livello genomico, eventuali mutazioni dei geni in oggetto o dei loro trascritti. 

Il problema, contro cui ci si scontra, nel momento dell’attuazione di questi studi è che, 

specialmente in Italia , non vi è alcuna selezione delle fattrici sulla base della loro fertilità 

e queste spesso presentano  patologie dell’apparato riproduttivo correlate all’età avanzata. 

Questa condizione enfatizza la necessità di lavorare con materiale seminale di provata 

fertilità, nella speranza di ottimizzare il numero dei nati . 

L’importanza della genomica nel campo della clinica della riproduzione, sia Veterinaria 

che Umana, risiede nel fatto che la considerazione dei soli parametri classici di motilità e 

concentrazione non è più esaustiva e descrittiva della reale situazione clinica presente nei 

soggetti e la necessità di aprirsi alle frontiere della biologia molecolare è quanto mai 

attuale e imprescindibile. 
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Il presente studio vuole essere di sostegno anche ai moltissimi Veterinari di campo che 

ogni giorno si scontrano con insuccessi dovuti alla mancanza di normative che 

impediscano la commercializzazione di materiale seminale non idoneo e che li rendono, 

agli occhi dei proprietari, responsabili del fallimento. 
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