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RIPRODUZIONE SUINA

Espressioneimmunoistochimica
e biochimicadell’'osteopontinain
testicolisani e criptorchididisuino

In questo studio gli autori hanno analiz-
zato I'espressione dell’osteopontina
in testicoli normali e criptorchidi di
suino, allo scopo di evidenziare eventuali
differenze tra organi sani e organi che
non sono in grado di produrre sperma-
tozoi maturi. Dal punto di vista immunoi-
stochimico si € osservata una marcata
presenza della proteina nelle cellule
di Leydig, sia nei campioni normali che
in quelli patologici. Inoltre, mediante
la tecnica Western blotting, entrambi
itipi di tessuto hanno mostrato positi-
vita anticorpale all'OPN, sia per quanto
riguarda la proteina integra, con peso
molecolare di 66 kDa, sia per il suo
frammento a peso molecolare di 32
kDa, frutto di degradazione proteoli-
tica operata da metalloproteasi. E stato
interessante osservare che quest'ul-
timo frammento appare espresso
maggiormente nel tessuto criptorchide
rispetto a quello sano. Secondo gli
autori questo lavoro confermain parte
i risultati di precedenti ricerche, ma
suggerirebbe per I'OPN un ruolo ancora
da definire nel criptorchidismo, merite-
vole di ulteriori approfondimenti.

Parole chiave: criptorchidismo, osteopon-
tina, suino, testicolo.

H SUMMARY

Immunohistochemical and
biochemical investigations on
Osteopontin in healthy and
cryptorchid pig testes

In this work the authors studied the
expression of OPN in normal and cryptor-
chid pig testes, to show possible differen-
ces between healthy organs and organs
that are not able to produce mature
sperm. Immunohistochemical investi-
gations revealed a quite marked OPN
positivity in Leydig cells in normal and
cryptorchid pig testes. Furthermore,
both normal and cryptorchid samples,
when analyzed by Western blotting,
showed either a 66 kDa and a 32 kDa
OPN immunopositive bands, the latest
resulting from metalloproteinases
proteolytic degradation. Interestingly
the latter fragment appeared more
expressed in cryptorchid than in healthy
tissue. This work confirms in part the
results of previous studies, but it suggests
other potential roles for OPN in cryptor-
chid testes, worthy of further study.

Keywords: cryptorchidism,
osteopontin, pig, testis.
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1Questi autori hanno contribuito in ugual misura alla ricerca

I criptorchidismo ¢ il difetto congenito

pitt comune nei bambini causato dalla

mancata discesanello scrotodiunooen-

trambi i testicoli [2, 25]. L’eziologia di

questa patologia rimane ancora oscura
ed ¢ correlata a un alto rischio di infertilita
e di cancro testicolare nell’adulto [17, 18,
19]. L’osteopontina (OPN) & una glicopro-
teina acida fosforilata, codificata dal gene
Spp-1, identificata inizialmente come una
proteina della matrice ossea e successiva-
mente ritrovata in molti altri distretti [22,
29]. Recenti studi dimostrano un coinvol-
gimento dell’OPN nella proliferazione, nel-
I'adesioneenellamigrazione cellulare, non-
ché nelle malattie infiammatorie croniche
e autoimmuni [5, 6, 11, 26]. Inoltre la pro-
teina sembra essere importante nella pro-
gressione tumorale e nella formazione di
metastasi nell'uomo, tanto che per alcune
neoplasie si & suggerito di utilizzare i livel-
li plasmatici del’OPN come marker pro-
gnostico potenziale di malattia [7, 12, 20,
21,23].Secondoalcuniautorilediverse fun-
zioni biologiche del’OPN potrebbero esse-
re correlate con alcuni tratti della sua se-
quenza aminoacidica, alcuni dei quali di-
ventano accessibili solo se la proteina vie-
ne tagliata in frammenti a basso peso mo-
lecolare da almeno due classi di proteasi
(trombina e metalloproteasi della matrice)
[1, 14, 16, 21, 26, 27, 28]. Nel sistema ri-
produttivo maschile didiverse specie'OPN
¢ stata evidenziata in vari distretti, com-
presi testicolo, epididimo e sperma[3, 4, 8,
9,10, 13, 15, 24, 29]. Cancel e coll. [4] ri-

e

portano la mancata reattivita immunoisto-
chimica alla proteina in testicoli, epididi-
mo, vasideferenti, prostatae ghiandole bul-
bo uretrali di toro ma la stessa ¢ stata evi-
denziata sulla superficie epiteliale e all’in-
terno del lume dell’ampolla e nelle vesci-
cole seminali. Rodriguez e coll. [13] hanno
osservato nella stessa specie 'espressione
genica dell’OPN nelle cellule germinali in
sviluppo, nei tubuli seminiferi contenenti
spermatidi allungati, nelle cellule epitelia-
li dell’'ampolla e nello sperma situato entro
illume del testicolo. Erikson e coll. [8] han-
no identificato la proteina nel toro anche
nella membrana degli spermatozoi, sugge-
rendone un possibile ruolo nei processi di
fecondazione. Neiratti, studi compiuti me-
dianteimmunofluorescenzaconfermanola
presenza dell OPN nell’epididimo, negli sper-
matogoni e negli spermatociti, ma risulta-
ti contraddittori sono stati osservati per
quanto riguarda le cellule del Sertoli e gli
spermatidi [15]. Luedtke e coll. [10] hanno
anche mostrato 'espressione della protei-
nanel testicolo diratto durante le prime fa-
si della differenziazione delle cellule ger-
minali, da spermatogoni fino a spermato-
citi. Nel testicolo di topo la proteina ¢ sta-
taidentificatasianelle cellule germinaliche
nelle cellule del Sertoli [24]. Kim e Shin [9]
hanno dimostrato la presenza del’OPN nei
testicoli di suini adulti e neonati, e sugge-
riscono un ruolo di questa proteina nello
sviluppodelle cellule germinali e nella sper-
matogenesi.
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verificare la presenza dell’osteopontina in
testicoli sani e criptorchidi di suino utiliz-
zando tecniche immunoistochimiche e bio-
chimiche, per rilevare eventuali differenze
nellasuadistribuzione ed espressionetraor-
ganinormali, incuilaspermatogenesiécom-
pleta, e patologici, che non sono in grado di
produrre spermatozoi maturi.

Materiali e metodi

In questo studio sono stati utilizzati 9 te-
sticoli normali, come controllo, e 14 testi-
coli criptorchidi monolaterali di suini, ibri-
di commerciali della razza Landrace, ap-
partenential tipo pesante (p.v. 150-170 kg).
Glianimalisono statimacellatiall’eta dino-
vemesieitesticoliimmediatamente rimossi.
Una parte dei tessuti & stata immersa in for-
malina tamponata al 10% per 'esame isto-
logico e una parte ¢ stata invece congelata
in azoto liquido per l'analisi biochimica.
Per I'indagine istologica i tessuti normali e
patologici dopo fissazione sono stati inclu-
si in paraffina, sezionati al microtomo (5
um) e colorati con ematossilina eosina.

Per 'immunoistochimica, le sezioni sono
state incubate a temperatura ambiente in
una soluzione di metanolo con il 3% di pe-
rossido d’idrogeno per 20 minuti (per bloc-
carel’attivita perossidasicaendogena), suc-
cessivamente incubate con siero di capra al
5% per 2 ore e poi con un anticorpo poli-
clonale anti-osteopontina umana diluito
1:1000 (Rockland, USA) per 60 minuti. La
rilevazione ¢ stataeseguitamedianteil com-
plessoavidina-biotina (ABC) (Pierce, 32020).
La proteina & stata quindi visualizzata con
l'uso della 3, 3’-diaminobenzidina-tetrai-
drocloruro 0,005% (DAB; Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri) e perossido di idroge-
no 0,025% in 200 ml di tampone fosfato
(PBS, 137mM NacCl, 12 mM fosfato, 2,7 mM
KCl, pH 7,4).Per l'analisi biochimica i tes-
suti congelati sono stati omogeneizzati in
tampone (40 mM Tris-HCl pH 7,4, 120 mM
NacCl,0,1% (p/v) Nonidet P-40,con 0,5 ug/ml
dileupeptina, 1 mM PMSF e 5 g/ml aproti-
nina come inibitori delle proteasi) median-
teunomogeneizzatore Ultraturax DTAX900
(Heidolph Instruments, Kelheim, Germa-
nia) e centrifugati a 14.000 rpm per 30 mi-
nuti a 4 °C. La concentrazione di proteine
nel surnatante & stata misurata con il me-
todo di Bradford (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA). Una quantita pari a 30 pg di
estratto totale ¢ stata separata elettrofore-
ticamente in SDS-PAGE e quindi trasferita
su una membrana Hybond-P (Amersham
Pharmacia, Buckinghamshire, UK) per il
western blotting. La membrana & stata poi
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Foto 1. a. Istologia del testicolo normale: tubuli
seminiferi contenenti I'intera linea seminale e
poche cellule interstiziali di Leydig. b. Testicolo
criptorchide: tubuli seminiferi atrofici e ridotti di
numero contenenti spermatogoni in via di
degenerazione disposti in sede basale tra le
cellule del Sertoli. Le cellule interstiziali di Leydig
appaiono abbondanti e ipertrofiche. H&E, 200x.

incubata con lo stesso anticorpo anti-OPN
utilizzato per I'immunoistochimica (que-
st’anticorpo riconosce la proteina comple-
ta di 66 kDa, nonché il suo frammento C-
terminale di 32 kDa, che si libera in segui-
to all’attivita di metalloproteasi). L’anti-
corpo legato ¢ stato visualizzato con la tec-
nica ECL (ECLPlus Western Blotting Rea-
genti di Rivelazione, Amersham Pharma-
cia), e le bande sono state quantificate me-
diante analisi densitometrica con un siste-
ma VersaDoc 1000 Imaging (Bio-Rad La-
boratories) utilizzando il software Quantity
One (Bio-Rad Laboratories). Come controllo
interno, la membrana ¢& stata poi incubata
con un anticorpo anti-f-actina (AC-15, Sig-
ma), e analizzata con il sistema di imaging
citato precedentemente. L'intensita delle
bande relative alllOPN ¢ stata normalizza-
ta sull'intensita di quelle relative alla B-ac-
tina. L’analisi statistica, condotta conil test
Shapiro-Wilk, ha dimostrato che i risultati
densitometrici non avevano una distribu-
zione normale (dati non riportati) e quindi
¢ stato eseguito il test non parametrico di
Mann-Whitney, per stabilire se i livelli di
espressione del’OPN (bande a 66 kDa e 32
kDa)differivano significativamente tra con-
trolli e criptorchidi. Inoltre il test di Wilco-
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valutare I'espressione dell’osteopontina in
testicoli sani (a) e criptorchidi (b) di suino. (@) Nel
testicolo sano € evidente una immunoreattivita
multifocale in alcune cellule interstiziali di Leydig
e in alcuni tubuli seminiferi, in particolare in
spermatozoi, spermatogoni e acrosomi di
spermatidi e in alcune cellule del Sertoli. (b) Nel
tessuto criptorchide 'immunoreattivita e
distribuita uniformemente a carico delle cellule
interstiziali del Leydig; qualche positivita
anticorpale si rileva nei tubuli seminiferi a carico
degli spermatogoni. 200x.

xon e stato utilizzato per stabilire se il livelli
di espressione delle due bande di 66 kDa e
32 kDa differivano in modo significativo al-
I'interno dei gruppi di controllo e dei crip-
torchidi. Un valore di P <0,05 & stato consi-
derato statisticamente significativo, men-
tre P <0,01 & stato considerato altamente si-
gnificativo.Idatisonostativisualizzati gra-
ficamente utilizzando un box plot.

Risultati

Sezioni di testicoli sani, colorate con
ematossilina-eosina, hanno mostrato nu-
merose celluleinterstizialidi Leydige tubu-
liseminiferi contenenti spermatogoni, sper-
matociti, cellule del Sertoli, spermatidi e
spermatozoi(foto 1a).Itesticolicriptorchidi
hanno mostrato unariduzione del numero
deitubuliseminiferi, contenenticellule del
Sertoli e alcuni spermatogoni; nel tessuto
interstiziale sono state osservate numerose
cellule di Leydig ipertrofiche (foto 1b). I
campioni fissati in formalina e analizzati
mediante immunoistochimicapervalutare

p-actina = - — -

66KDa —
OPN

32KDa —

controlli criptorchidi

Foto 3. Immagine rappresentativa del Western
blotting che evidenzia le bande di 32KDa e
66KDa dell’lOPN, e i relative controlli contro la
a-actina, nei testicoli sani e criptorchidi di suino.

la localizzazione cellulare dell’OPN, han-
no evidenziato nei testicoli sani una dif-
fusaemoderataimmunoreattivita per’'OPN
nelle cellule (foto 2a).

Nei testicoli criptorchidil'immunoreattiv-
ita si & osservata diffusamente distribuita
nelle cellule interstiziali di Leydig, mentre
nei tubuli seminiferi (foto 2b). L’analisi
biochimica eseguita con il Western blot-
ting ha rivelato la presenza dell’OPN nei
testicoli sani e criptorchidi, sia come pro-
teinaintegra (66 kDa)che come frammento
C-terminale (32 kDa). E stato interessante
notare perd che 'espressione della banda
di 66 kDa appariva invariata tra i testicoli
di controllo e i testicoli criptorchidi, men-
tre la banda di 32 kDa risultava maggior-
mente espressanei tessuti criptorchidi (fo-
to 3). L’analisi densitometrica delle bande
specifiche ha confermato per la banda di
66 kDa un livello di espressione identico
sia nei campioni sani che patologici (U =
52,p =0,49), e per quella di 32 kDa un au-
mentosignificativo dell’espressione neicrip-
torchidi rispetto ai controlli (U = 31, p =
0,04). Inoltre, confrontando i campioni al-
I'interno di ciascuno dei due gruppi, i liv-
elli di espressione relativi alle bande di 66
kDa e 32 kDa non risultavano significati-
vamente differenti (controllo: Z = -1,24, p
=0,21; criptorchidi: Z =-1,66,p =0.10) (fi-
gura 1).

Discussione

Inmedicinaveterinarianumerosistudi han-
no dimostrato I'espressione dell’OPN nel si-
stema riproduttivo maschile di toro, topo e
ratto, con qualche differenza per quanto ri-
guarda la sua specifica localizzazione [4, 8,
9,13, 15, 24]. In particolare Kim e Shin [9]
hanno riportato la presenza dell’OPN in te-
sticoli di suini neonati e adulti. Nei testico-
li di animali adulti questi autori hanno di-
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FiIGURA 1. Box plot
di 32KDa e 66KDa
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dell'espressione delle bande
dell’lOPN nei gruppi di testicoli

sani e criptorchidi di suino. I risultati sono espressi
come log;o dell'intensita delle bande
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mostrato un’'immunoreattivita cellulare va-
riabile tra i diversi tubuli seminiferi, e non
tutti i tubuli risultavano positivi; inoltre al-
cune cellule di Leydig apparivano debol-
mente reattive a seguito dell’'esame immu-
noistochimico. L’analisi mediante Western
blotting di testicoli adulti effettuata dagli
stessi autori rivelava la proteina sia integra
(66 kDa) che frammentata (32 kDa), e 'im-
munoreattivita del’OPN nel testicolo adul-
to era piti intensa di quella osservata nei te-
sticoli postnatali. In relazione a questi ri-
sultati Kim e Shin [9] hanno suggerito che
I'OPN possaavereunruolonell’adesione cel-
lulare alla membrana basale e alle adiacen-

ti cellule del Sertoli, ipotizzando che la stes-
sa proteina possa anche essere utile per lo
sviluppo delle cellule germinali. In questo
lavoro ¢ stata rilevata un’'immunopositivita
all’lOPN localizzata e irregolare negli sper-
matogoni dei testicoli sani, mentre una dif-
fusa reattivita alla proteina & stata osserva-
ta nelle cellule di Leydig dei testicoli sia sa-
nichecriptorchidi. Inoltre'analisimediante
Western blotting e i risultati densitometri-
ci hanno rivelato la presenza della proteina
nei testicoli normali e criptorchidi, sia per
quanto riguarda la banda a peso molecola-
re di 66 kDa, sia per il suo frammento pro-
teolitico di 32 kDa, ma quest’ultimo & risul-
tato pit espresso nel tessuto criptorchide.
Poco si conosce sulla presenza della protei-
na nelle cellule di Leydig ma, come riporta-
to da Kim e Shin [9], potrebbe essere pos-
sibile che essa giochi un ruolo nella segna-
lazione o nell’adesione cellulare. Secondo
¢li autori, un aumento dell’espressione del
frammento proteolitico di 32 kDa osserva-
to nei testicoli criptorchidi di suino potreb-
be essere la conseguenza dello stress subi-
to dal testicolo ritenuto nell'addome, ma
questo fatto potrebbe anche indicare altri
ruolisvolti dall’OPNin questo contesto, for-
se anche in correlazione con la trasforma-
zione neoplastica di questi organi, osserva-
ta in umana, ma non ancora dimostrata nel
suino. Alla luce di questi risultati gli autori
ritengono interessante approfondire gli stu-
di su questa proteina nei testicoli criptor-
chidi, per una migliore comprensione del
suo ruolo in questa importante patologia
congenita. |
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