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Ruolo del pattern della relaxina intrafollicolare ed endometriale
nell’outcome riproduttivo di coppie avviate a cicli di procreazione

medica assistita
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Introduzione. 7/ presente studio ha avuto come scopo quello di va-
lutare l'esistenza di possibili relazioni tra pattern della relaxina (RLX)
endometriale ed intrafollicolare e variabili riproduttive in un campio-
ne di donne avviate a cicli IVE

Materiali e metodi. Sono state reclutate 16 coppie candidate ad
ICSI per fattore maschile moderato. Sono stati raccolti e stoccati cam-
pioni di endometrio in fase proliferativa e secretiva nel ciclo preceden-
te a quello previsto per la tecnica di PMA, e campioni ematici e flui-
di follicolari durante il pick-up ovocitario. Le concentrazioni di RLX-
2 nell'endometrio sono state valutate mediante lettura allo spettrofo-
tometro, il dosaggio di relaxina solubile su siero e liquido follicolare &
stato eseguito mediante [impiego di kit ELISA.

Risultati. Lespressione di RLX-2 endometriale nella fase prolife-
rativa era sovrapponibile a quella osservata in fase secretiva. Per quel
che concerne la RLX-2 solubile nel sangue e nel fluido follicolare, ab-
biamo notato valori significativamente pii bassi nei fluidi follicolari
rispetto alle concentrazioni sieriche. I livelli sierici di RLX-2 hanno
mostrato un trend, tuttavia non sigm'ﬁmtivo, verso una correlazione
positiva con il numero di follicoli con diametro maggiore di 16 mm.
Inoltre, si ¢ osservato un trend verso una correlazione positiva tra li-
velli sierici di relaxina e numero di ovociti recuperati e tra livelli di re-
laxina intrafollicolari e qualitis ovocitaria. I livelli intrafollicolari era-
no inoltre pity bassi quando corrispondenti agli ovociti nel caso di
mancara fertilizzazione rispetto o quelli dei follicoli accoppiati ai casi
in cui si ¢ avuta una corretta fertilizzazione. Nessuna apparente cor-
relazione con la qualiti embrionale & stata osservata.

Conclusioni. [ daii preliminari suggeriscono un coinvolgimento
del pattern della relixina nel processo riproduttivo. In particolare, ¢
possibile ipotizzare che la relaxina di origine ovarica possa controllare
la follicologenesi e lo sviluppo ovocitario, indurre ¢ legare il suo recet-
tore endometriale, LGR7, producendo effetti implicati nel processo di
impianto embrionale.

SUMMARY: Expression of endometrial and folliculum relaxin and re-
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productive outcome in women undergoing IVE
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E. DaTO, L. 1220, D. MELE, N. COLACURCI

Background. The aim of the study was to assess the relationship
between the expression of endometrial and follicular relaxin (RLX)
and the parameters of reproductive outcome in women undergoing
IVE

Material and methods. Sixteen couples undergoing IVF because
of moderate male factor were enrolled. Endometrial samples in proli-
ferative and secretive phases, blood and follicular fluid during oocyte
pickup were obtained. RLX-2 concentrations in the endometrium we-
ve assessed by means of spectophotometry, soluble relaxin concentrations
in serum and follicular fluid were analyzed by means of ELISA tech-
nique. Between January and November 2009, 28 post-menopausal
patients, from the menopause outpatients section of the Department of
Obstetrics and Gynecology of the SUN, and were selected. Fourteen of
these patients were healthy (Group A) and the other 14 patients suffe-
red from metabolic sindrome (Group B) and were treated with dro-
spirenone (2 mg) and estradiolo emidrato (1 mg) for six months in or-
der to verify whether such therapy could be effective in the treatment
of dysfunctional endoteliale.

Results. The results show lower basal values of FMD but not si-
gnificant in the group of patients wth metabolic sindrome and a bet-
ter response to the compression data in healthy patients, even if stati-
stically no significant.

Conclusions. Our preliminary data show a possible role of re-
laxin expression in the reproductive process; that ovarian relaxin could
be suggested to control the follicle growth and the oocyte development,
to induce and link to its endometrial recepror — LGR7 — with effects
involved in embryo implantation.
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Introduzione

I fattori determinanti il successo riproduttivo in Pro-
creazione Medica Assistita (PMA) sono rappresentati dal-
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la competenza gametica, da cui dipende la qualita em-
brionale, e dalla recettivita endometriale alla blastocisti
(1). L'impianto embrionale ¢ la tappa limitante dell’in-
tero processo e rende conto di tassi di gravidanza in PMA
bassi e immutati negli anni. Tale fenomeno biologico si
realizza grazie ad un dialogo sincronizzato e finemente
regolato tra blastocisti ed endometrio (2). La spiegazione
della discrepanza tra le percentuali di successo in IVF e
i miglioramenti dei protocolli di stimolazione ovarica e
del laboratorio di biologia risiede nella mancanza di co-
noscenze degli eventi che sottendono la recettivita en-
dometriale. Quest’ultima ¢ definita come un periodo au-
tolimitante durante il quale 'endometrio acquisisce uno
stato funzionale e transitorio che favorisce 'annidamento
della blastocisti, tramite cambiamenti morfologici e mo-
dificazioni molecolari (3). Mentre da tempo sono ben
noti i mutamenti morfologici (trasformazione secretiva
delle ghiandole endometriali, edema e decidualizzazio-
ne dello stroma), molto resta da chiarire circa espres-
sione di molecole che permettono I'impianto embrionale.

Un pattern molecolare coinvolto nei meccanismi di
angiogenesi a livello endometriale e recentemente stu-
diato in modelli animali, in quanto coinvolto nel pro-
cesso di impianto, ¢ rappresentato dal pathway della re-
laxina (RLX) e dei suoi recettori (4).

La produzione di RLX, ritenuta tradizionalmente un
ormone della gravidanza, ¢ elevata nei tessuti riprodut-
tivi femminili e, in particolare, il corpo luteo ¢ il mag-
giore produttore di RLX e la RLX-2 ¢ I'isoforma circo-
lante piu rappresentata. Tale molecola esplica le sue azio-
ni attraverso il legame al suo specifico recettore, deno-
minato LGR-7 (5).

L’importanza dell’azione della RLX nei processi ri-
produttivi ¢ suggerita da diverse esperienze sperimentali,
condotte quasi esclusivamente in studi 77 vitro o sul mo-
dello animale. La RLX contribuisce alla regolazione del
tono vascolare e dell’angiogencsi attraverso I'induzione
del Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) e del-
l'ossido nitrico (NO) insiene con modifiche del zurno-
ver del collagene.

La RLX promuove la crescita dell'endometrio e la pro-
liferazione delle cellule endoteliali delle arterie spirali. Del
tutto recentemente, & stato dimostrato che colture di cel-
lule stromali porcine, quando stimolate da RLX e IGF-
[, aumentano significativamente la proliferazione di cel-
lule endoteliali e la concomitante espressione del VEGF,
supportando l'ipotesi che una delle funzioni della RLX
sia quella di sostenere la preparazione dell’endometrio
allimpianto, attraverso la modulazione di ormoni, fat-
tori di crescita come il VEGF e di altre molecole, come
I'NO, associate alla decidualizzazione e alla neoangiogenesi
endometriale durante la finestra di impianto (6). Un al-
tro sito di azione della relaxina a livello endometriale &
caratterizzato dalle metalloproteinasi (MMPs). Infatti,
tale molecola regola negativamente I'espressione delle
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MMPs e positivamente quella dei loro inibitori endo-
geni. Questi risultati, dimostrano che la RLX promuo-
ve 'angiogenesi e contemporaneamente previene 'in-
tegrita della matrice extracellulare, suggerendo un suo
ruolo nei fenomeni biologici coinvolti nelle varie fasi del-
I'impianto. Inoltre, in modelli sperimentali 7 vitro con-
dotti su colture di cellule della granulosa, ¢ stato dimo-
strato che i livelli di espressione della RLX prodotta cor-
relano positivamente e significativamente con 'outco-
me riproduttivo (7).

Il presente studio ha avuto come scopo quello di va-
lutare l'esistenza di possibili relazioni tra pattern della RLX
endometriale ed intrafollicolare e variabili riproduttive
in un campione di donne avviate a cicli di PMA.

Materiali e metodi

Sono state atruolate 16 coppie candidate ad ICSI per
fattore maschile moderato con i seguenti criteri di in-
clusione: ¢ta > 18 € < 39 anni, regolarita del ciclo me-
struale, cariotipo normale, FSH 3° giorno ciclo < 10
mUI/ml. Sono state escluse donne con PCOS, endo-
metriosi di grado moderato-severo, abortivita ripetuta,
iperprolattinemia, precedente poor response ovarica in ci-
cli IVF, pazienti con partner maschile affetto da oli-
goastenoteratozoospermia di grado severo.

Metodi

Al fine di verificare gli obiettivi dello studio, sono sta-
ti raccolti e stoccati campioni di endometrio in fase pro-
liferativa e secretiva nel ciclo precedente a quello previ-
sto per la tecnica di PMA al fine di valutare eventuali cor-
relazioni tra espressione endometriale di RLX-2 e
LGR?7 e parametri di outcome riproduttivo (numero di
follicoli ovarici al prelievo ovocitario, numero di ovociti
recuperati e qualitd ovocitaria, tasso di fertilizzazione, qua-
lita embrionale, percentuale di gravidanza). Inoltre, du-
rante il pick-up ovocitario, si ¢ provveduto a raccoglie-
re e stoccare adeguatamente campioni ematici e fluidi
follicolari al fine di dosare le concentrazioni di RLX-2
solubile. Tali valutazioni biochimiche umorali sono sta-
te eseguite per ricercare possibili correlazioni tra i livel-
li sierici e intrafollicolari di RLX-2 e i predetti parame-
tri di outcome riproduttivo.

Indagini su endometrio

La raccolta dei campioni di tessuto endometriale in
fase proliferativa ¢ stata condotta in corso di isterosco-
pia diagnostica utilizzando pinze da biopsia. In tale ma-
niera, sono state effettuate biopsie di circa 0,5 cm. Que-
ste sono state quindi suddivise con lama da bisturi in 2
pezzi. Il campionamento endometriale in fase medio-
luteale ¢ stato effettuato mediante Novak.

I prelievi endometriali sono stati conservati a—20°C
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in Eppendorf a seconda della tecnica di studio, in for-
malina (n = 1 pezzo) a temperatura ambiente o in 1 ml
di RNA-later (n = 1 pezzi) e conservati a—20°C, fino al-
I’analisi.

I campioni tissutali sono stati adeguatamente pro-
cessati per valutare 'espressione nel tessuto endometriale
della RLX-2 e del suo recettore LGR-7. L’espressione del-
le suddette molecole ¢ stata effettuata attraverso RT-PCR.

Estrazione di RNA totali dai prelievi bioptici

Per I'estrazione degli RNA totali ¢ stato utilizzato il
kit RNeasy Plus Mini Handbook (Qiagen). I tessuti pre-
levati sono stati omogenizzati con un Ultra-Turrax nel-
la soluzione di lisi contenente guanidina tiocianato e 10
pl di B-mercaptoetanolo per ml di soluzione (600
pl/campione). Dopo centrifugazione il supernatante ¢ sta-
to caricato su speciali colonne per I'eliminazione del DNA
genomico e, in seguito, 'RNA ¢ stato lavato con etanolo
al 70% ed eluito con acqua sterile. Ne ¢ stata infine de-
terminata la concentrazione mediante lettura allo spet-
trofotometro dell’assorbanza alla lunghezza d’onda di 260
nm. Aliquote di 500 ng di RNA totali sono state sepa-
rate elettroforeticamente per controllare I'integrita de-

gli RNA ribosomiali.

RT-PCR

Per la sintesi del primo filamento di cDNA sono sta-
ti utilizzati come stampo gli mRNA totali. Un mg di
RNA ¢ stato incubato per 5 minuti a 65°C in presenza
di pdN8(oligodeossiribonucleotidi random) di innesco
(0,8 mM), di ANTP(deossinucleotidi, 10mM), e F120
trattata con DEPC (dietil pirocarbonato). La miscela ¢
stata poi immediatamente raffreddata in ghiaccio e suc-
cessivamente sono stati aggiunti ad essa: tampone di sin-
tesi (10x), DTT (ditiotreitolo, 10mM) e Superscript I11
Trascrittasi inversa (1L00U). La reazione di sintesi & sta-
ta portata avanti alla temperatura di 50°C per 1 ora al
termine della quale I'énzima ¢ stato inattivato a 70°C per
15 minuti. Il cDNA cosi ottenuto ¢ stato utilizzato per
le successive reazioni di amplificazione condotte utiliz-
zando oligonucleotidi specifici per hLGR7 e per
hGAPDH, costitutivamente espresso.

Llettroforesi su gel

I prodotti di RT-PCR sono stati analizzati median-
te corsa clettroforetica su gel di agarosio condotta a tem-
peratura ambiente in un gel orizzontale applicando una
differenza di potenziale costante da 3 a 8 V/cm. L’aga-
rosio (1,2%; BIORAD) ¢ stato sciolto a 100°C in una
soluzione tampone TAE 1x (TAE 20x modificato:
Tris 96,8 gr, acido acetico glaciale 22,8 ml, EDTA 0,5M
pHS8 4,0 ml) e, una volta raffreddata tale soluzione, ¢ sta-
to aggiunto ad essa bromuro di etidio ad una concen-
trazione finale di 0,5 pg/ml. I campioni di cDNA sono
stati caricati sul gel solidificato dopo essere stati appe-

santiti con una soluzione contenente glicerolo 5% e blu
di bromofenolo 0,042%. I risultati della separazione elet-
troforetica sono stati visualizzati per esposizione del gel
su un transilluminatore a lampada UV, analizzati me-
diante I'utilizzo del programma Geldoc e quantizzati not-
malizzando i valori di densitometria ottenuti per LGR7
con i valori dei corrispettivi GAPDH.

Indagini su liquido follicolare

Prima di procedere al prelievo ovocitario ad ogni don-
na ¢ stato effettuato un prelievo ematico al fine di stoc-
care campioni di siero. Al momento del pick-up ovoci-
tario, sono stati raccolti i fluidi follicolari derivanti dal
follicolo dominante di ciascun ovaio. Si ¢ provveduto a
separare gli ovociti recuperati in modo tale da seguire le
successive evoluzioni. I dosaggio di relaxina solubile su
siero e liquido follicolare ¢ stato eseguito mediante I'im-
piego di kit ELISA. Tutti i campioni e tutti i reagenti
sono stati portati a temperatura ambiente. Sono sta-
te lavate le strisce di microtitolazione per 5 volte con 250
pl di buffer di lavaggio diluito 1:10. Dopo l'ultimo la-
vaggio ¢ stato rimosso il buffer residuo capovolgendo la
piastra su carta assorbente. Sono stati aggiunti 100 pl di
standard e di campioni, in duplicato, nelle rispettive pro-
vettine. E stato usato il SAMPLEBUF come STD 0
pg/ml. Coperta bene la piastra ¢ stata incubata per una
notte (16-22 h) a 4-8°C. Dopo I'ultimo lavaggio ¢ sta-
to rimosso il buffer residuo capovolgendo la piastra su
carta assorbente. Sono stati aggiunti 100 pl di AB (an-
ticorpo biotinilato) in ciascuna provetta. E stata coper-
ta la piastra ed incubata per 2 ore a 4-8°C. Sono stati ag-
giunti 100 pl di CONYJ (coniugato streptavidina - pe-
rossidasi), quindi la piastra ¢ stata incubata per un’ora
a 4-8°C. Sono stati poi aggiunti 100 pl di SUB (tera-
metilenbenzidina substrato) in ciascuna provetta. La pia-
stra ¢ stata incubata per 20-30 min a temperatura am-
biente (18-26 °C) al buio. Si sono quindi aggiunti 50 pl
di STOP solution in ciascuna provetta, si & provveduto
ad agitare vigorosamente e a misurare immediatamen-
te assorbimento con un lettore ELISA a 450 nm con-
tro una lettura a 620 nm (o 690 nm) come riferimen-
to.

Valutazione della qualita ovocito-embrionale

Entro un’ora dal recupero del complesso ovocita-
cumulo, si ¢ provveduto a rimuovere il cumulo ooforo
e la corona radiata e si ¢ proceduto a valutazione della
maturazione ovocitaria, utilizzando il grading secondo
Veeck, mentra la qualita embrionale ¢ stata valutata in
tre gradi di decrescente qualita (grado I = qualita otti-
ma, grado II = qualita intermedia, grado III = qualita scar-
sa), in accordo allo score di Steer.

Analisi statistica
I risultati ottenuti sono stati inseriti in un database

83



E Fornaro e Coll.

di Windows. Sono stati utilizzati per I'analisi parame-
trica il #rest di Student per dati appaiati e quello per dati
non appaiati, per 'analisi non parametrica il Mann-Whit-
ney test ed il Wilcoxon matched-pairs test per confronti tra
gruppi ed all’interno dei gruppi. Lo Spearman e il Pear-
son test sono stati impiegati, rispettivamente, per le cor-
relazioni per i dati distribuiti per ranghi e per quelli pa-
rametrici. Per il confronto di frequenze ¢ stato adotta-
to il test del Chi-quadro o il Fisher’s exact test, quando
appropriato.

Risultati

I parametri antropometrico-demografici delle pazienti
e quelli inerenti 'outcome della PMA sono riportati, ri-
spettivamente, nelle Tabelle 1 ¢ 2. Dai 32 follicoli do-
minanti sono stati recuperati 28 ovociti. Da 4 follicoli
non ¢ stata recuperata alcuna ovocellula. Dei 28 ovoci-
ti, 20 erano in metafase Il e 8 in metafase I. Dopo ICSI,
si sono fecondati 24 dei 28 ovociti (FR = 85.7%) dan-
do origine ad altrettanti embrioni: 7 di grado I, 12 di gra-
do II e 5 di grado III. La RLX-2 endometriale ¢ risul-
tata quantizzabile in 10 delle 16 pazienti in entrambe le
fasi endometriali, mentre nei restanti casi ¢ risultata in-
dosabile (valore riportato come 0,01). L’espressione di
RLX-2 nella fase proliferativa era sovrapponibile a
quella osservata in fase secretiva (Fig. 1). Diversamen-
te, il recettore per la relaxina, LGR7, era espresso in tut-
te ¢ 16 le donne. Considerando I'intero gruppo di stu-
dio, abbiamo trovato un trend di maggiore espressione
(p =0.08) di LGR7 in fase secretiva rispetto alla fase pro-
liferativa (Fig. 1). In particolare, tale incremento di espres-
sione € stato riscontrato in otto casi, mentre in sei casi
si ¢ osservata una riduzione e in due casi nessuna varia-
zione. Per quel che concerne la RLX-2 solubile nel san-
gue e nel fluido follicolare, abbiamo notato valori si-
gnificativamente (p<0.01) piti bassi nei fluidi follicola-
ri rispetto alle concentrazioni sieriche (Fig. 2). I livelli
sierici di RTX-2 hanno mostrato un trend, tuttavia non
significativo, verso una correlazione positiva con il nu-
mero di follicoli con diametro maggiore di 16 mm (p
= 0.15). Inoltre; si & osservato un trend verso una cor-
relazione positiva (p = 0.22) tra livelli sierici di relaxina
e numero di ovociti recuperati. I livelli intrafollicolari di
RIX-2 erano pit alti - avvicinandosi a significativita sta-
tistica (p = 0.00) - nei casi in cui ¢ stato recuperato il ri-
spettivo ovocita rispetto ai follicoli privi di gamete. Inol-
tre, la RLX-2 intrafollicolare era pit alta - avvicinandosi
a significativita statistica (p = 0.09) - nei follicoli da cui
erano recuperati ovociti in metafase II rispetto al con-
tenuto dei follicoli da cui sono stati recuperati ovociti
immaturi, in metafase I. Un trend di correlazione po-
sitiva & stato trovato anche tra livelli di relaxina in-
trafollicolari e qualita ovocitaria. Come detto in prece-
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TaBELLA 1 - CARATTERISTICHE DEMOGRAFICHE E AN-
TROPOMETRICHE DELLA POPOLAZIONE DI STUDIO
(MEDIE=DS).

Eta paziente (anni) 33.5+3.6
Durata sterilita (anni) 3.8+1.3
FSH basale (UI/L) 8.6+1.4
BMI (Kg/m?) 23.7:2.1
Eta partner maschile (anni) 35.8+4.2

TABELLA 2 - PARAMETRI DI OUTCOME RIPRODUTTIVO
(MEDIE=DS).

N follicoli al pick-up ovocitario 8.9+1.7
N follicoli con diametro > 16 mm 7.9+1.5
E2 al pick-up ovocitario (pg/mL) 1219.9+359.4
N° ovociti recuperati 6.8+2.1
N° ovociti MII da follicolo dominante 20

N° ovociti MI da follicolo dominante 8

N follicoli vuoti 4

N° ovociti inseminati 2.7+0.5
N° embrioni trasferiti 2.5+0.5
FR ovociti da follicolo dominante 85.7%(24/28)
N° embrioni I grado da follicolo dominante 8

N° embrioni IT grado da follicolo dominante 11

N¢ embrioni III grado da follicolo dominante 5

denza, dopo ICSI, si ¢ ottenuta la fertilizzazione di 24/28
ovociti derivanti dai follicoli dominanti di ciascun
ovaio. I livelli intrafollicolari corrispondenti agli ovoci-
ti in esame erano pil bassi nel caso di mancata fertiliz-
zazione (n = 4) rispetto a quelli dei follicoli accoppiati
ai casi (n = 24) in cui si & avuta una corretta fertilizza-
zione; la differenza ha mostrato un trend verso signifi-
cativita statistica (p = 0.14). Nessuna apparente corre-
lazione con la qualita embrionale ¢ stata osservata. In sei
pazienti si sono osservati concentrazioni di relaxina pitt
alte, sebbene non in maniera statisticamente significa-
tiva, sia nel sangue sia nel fluido follicolare rispetto alle
altre donne (p = 0.09 e p = 0.13, rispettivamente per san-
gue e fluido follicolare). In tutti e sei i casi, 'espressio-
ne endometriale di LGR7 in fase secretiva ha mostrato
un trend di correlazione positiva con i valori di relaxi-
na solubile nel sangue. In quattro delle suddette sei pa-
zienti sono state ottenute altrettante gravidanze, di cui
una bigemina, tuttora in regolare evoluzione. Nelle quat-
tro donne gravide, la RLX-2 sierica mostrava livelli pitt
alti in confronto alle altre donne e la differenza tra i due
gruppi approcciava la significativita statistica (23.4+2.0
vs 9.219.1 pg/ml; p = 0.08). In aggiunta, le donne che
hanno ottenuto la gravidanza presentavano un trend di
espressione di LGR7 in fase secretiva verso valori pit alti
rispetto alla restante popolazione di studio (1.9+0.2 vs
0.8+0.7); anche in questo caso, la differenza si avvicinava
a significativita statistica (p = 0.08) (Fig. 3).
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Fig. 1 - Espressione nel tessuto endometriale di RLX-2 e LGR7 (medie+DS).
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Fig. 2 - Concentrazioni di RLX-2 solubile nel siero e nel fluido follicolare (me-
diexzDS).

Discussione e conclusioni

I risultati del nostro lavoro mostrano una piti alta espres-
sione endometriale del recettore della relaxina LGR7 in
fase secretiva rispetto a quella proliferativa del ciclo me-
struale spontaneo. Tale dato ¢ in accordo con quelli di Bond
e coll. del 2004 i quali hanno analizzato I'espressione di

LGR?7 in donie di etd compresa tra 34 e 46 anni sotto-
poste ad isterectomia per patologie ginecologiche benigne
in differenti fasi del ciclo mestruale (8). Questi Autori han-
no riscontrato una maggiore espressione di LGR7 nella
fase secretiva precoce e in quella medio-secretiva rispet-
to ad altre fasi (proliferativa precoce, medio-proliferativa,
proliferativa tardiva, secretiva tardiva e mestruale). Gli Au-
tori concludevano che tale pattern di espressione sugge-
riva un coinvolgimento nel processo di impianto em-
brionale. Al meglio delle nostre conoscenze, la nostra espe-
rienza ¢ la prima a valutare l'espressione del recettore LGR7
sia in fase proliferativa che secretiva endometriale nella stes-
sa paziente. Inoltre, il nostro studio differisce da quello di
Bond e coll. anche per le caratteristiche delle pazienti va-
lutate. Infatti, abbiamo analizzato il ciclo mestruale
spontaneo in donne piti giovani, in assenza di patologie
ginecologiche in atto e avviate a PMA nel ciclo successi-
vo al prelievo endometriale. L’assenza di espressione di re-
laxina endometriale in 6 delle 16 pazienti e la bassissima
espressione nei rimanenti 10 casi suggerisce che I'origine
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Fig. 3 - Concentrazioni sieriche di RLX-2, espressione in fase secretiva di LGR7 e gravidanze (medie+DS).
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della molecola e gli eventuali effetti a livello endometria-
le siano preminentemente dovuti al compartimento ova-
rico. A tale riguardo, ¢ stato riportato che la massima pro-
duzione della relaxina e i livelli circolanti sono sostenuti
dalla produzione e dismissione follicolare. Durante il ci-
clo mestruale, i livelli plasmatici di relaxina sono minimi
durante la fase follicolare, aumentano in fase luteale, rag-
giungendo un plateau dopo 6-7 ore dal picco di LH, sug-
gerendo che il corpo luteo ¢ la fonte principale di relaxi-
na plasmatica circolante. I nostri risultati vanno nella me-
desima direzione, dal momento che le concentrazioni sie-
riche di relaxina hanno mostrato un trend di correlazio-
ne positiva con il numero di follicoli in evoluzione. Inol-
tre, i nostri dati confermano quanto riportato in un pre-
cedente studio secondo il quale i valori circolanti di re-
laxina erano fortemente correlati al numero di follicoli pro-
dotti e a quello di ovociti recuperati (9). Sulla scorta dei
suddetti dati della letteratura e dei nostri risultati, ¢ pos-
sibile speculare che la relaxina prodotta a livello ovarico
possa agire a livello endometriale inducendo I'espressio-
ne del suo recettore. Un possibile ruolo nell’annidamen-
to del pathway della relaxina e del suo recettore ¢ sugge-
rito dalla maggiore espressione nel periodo corrispondente
alla finestra di impianto embrionale. I nostri dati di un
trend di correlazione positiva tra concentrazioni sieriche
di relaxina e livelli di espressione endometriale di LGR7
in fase secretiva nelle sei pazienti che mostravano con-
centrazioni sieriche di relaxina maggiori rispetto alle al-
tre donne sembrano a supporto di tale ipotesi. In aggiunta,
quattro delle suddette pazienti hanno avuto una gravidanza,
di cui una bigemina, tuttora in regolare evoluzione. Un
recente studio ha dimostrato per la prima volta che la som-
ministrazione di relaxina ricombinarte umana durante la
finestra di impianto in un modcllo di primate (Macaca fa-
scicularis) femmina in eta fertile determina un aumento
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dello spessore endometriale e un trend verso tassi di gra-
vidanza piti alti rispetto a controlli (10).

Per quel che concerne il versante follicolare, i nostri ri-
sultati suggeriscono un coinvolgimento della relaxina an-
che nei processi sottesi allo sviluppo ovocitario, fin dalle
prime fasi, come sembra essere dimostrato dai livelli di re-
laxina intrafollicolari pit: alti nei casi in cui era recupera-
to l'ovocita rispetto ai follicoli vuoti e da concentrazioni
di relaxina che mostravano un trend verso una corielazione
positiva con maturita e qualitd ovocitaria. Di converso, non
abbiamo riscontrato alcuna apparente relazione con la qua-
lita embrionale. Questo dato, tuttavia, necessita di un cam-
pione di studio molto pitt ampio, minimizzando gli effetti
di variabili post-inseminazion¢ indipendenti dalla qualita
ovocitaria. Bisogna considerare, infatti, che l'attitudine di
un singolo ovocita a fecondare dopo ICSI riflette in ma-
niera stretta la qualitd del gamete femminile mentre la seg-
mentazione dello zigote ¢ subordinata a fattori interferent,
come i mezzi di coltura embrionale e la qualita seminale
- scarsa nel caso del nostro studio - che puo associarsi ad
un’inadeguata espressione del patrimonio genico spermatico.
Il riscontro di un trend verso livelli intrafollicolari di RLX-
2 piti alti in caso di corretta fertilizzazione rispetto al con-
tenuto di questa molecola in caso di mancata fecondazione
¢ ulteriormente suggestiva di un ruolo della RLX-2 nei mec-
canismi di sviluppo e maturazione ovocitaria.

In conclusione, i dati preliminari derivanti dalla no-
stra esperienza, da convalidare con una casistica pitt am-
pia, suggeriscono un coinvolgimento del pattern della re-
laxina nel processo riproduttivo. In particolare, ¢ possi-
bile ipotizzare che la relaxina di origine ovarica possa, in
maniera autocrina, controllare la follicologenesi e lo svi-
luppo ovocitario e, soprattutto, indurre e legare il suo re-
cettore endometriale, LGR7, producendo effetti implicati
nel processo di impianto embrionale.
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