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SOMMARIO

Il processadi interazione dello spermatozoo con la cellula uovo durante la fecondazione
rimane uno dei piu affascinanti misteri della vita. A seguito della fusione dei due gameti,
| 6uovo va incontro ad una serie diperumazi
nor male sviluppo embrional e. I meccani sn
versi simili a quelli riscontrabili nelle cellule somatiche stimolate da messaggeri primari,
come ormoni, fattori di crescita e neurotrasmettitori, e si basahd sa u ment o
concentrazione intracellulare dello ione?Cal normale rilascio di C4 alla fecondazione

e dipendente da una serie di cambiamenti morfologici, biochimici ed elettrofisiologici che
avvengono durante la maturazione meiotica, che peeeedua volta la liberazione del
cd”, un processo indispensabile per il p o
rilasciare il C&" secondo tempi e modalitd specifiche alla fecondazione. Sebbene
| 6 a u me n’fnei prdcessi @ianaturazione e fadazione sia stato osservato in tutte le
uova degli organismi viventi studiati, e sebbene siano stati individuati diversi secondi
messaggeri coinvolti nella cascata di eventi della trasduzione del segrfal¢inSe,
NAADP, cADPR), il meccanismo precisdtraverso cui tale rilascio possa realizzarsi
rimane oscuro. Gran parte della nostra conoscenza scientifica sulla fecondazione provien
da studi effettuati su ricci e stelle di mare, che forniscono un gran numero di gameti.
Queste uwa, cosi grandi e tragpenti,rappresentano da sempre ottimi sistemi modello per

|l o studio dell éattivazione dell uovo e
mezzo che é artificialmente riproducibile in laboratorio. Gli ovociti di stella di mare
consentono lo studio dei camiyanti corticali, citoplasmatici e nucleari che hanno luogo
durante il processo di maturazione meiotica, che puo anche essereimgittbomediante
stimolazione ormonale. Tali cambiamenti morfologici e biochimici assicurano il successo

della fecondaziom delle uovache in questa specie avviene durante il processo di



maturazione e piY% precisamente tra | a di
del primo globulo polare. Le uova di riccio di mare, invece, sono fecondate dopo Il
completamentalella meiosi, e sono particolarmente adatte per lo studio dell'interazione
spermatozoa ovo, dei pri mi event.i del | 6attivaz
perché e possibile fecondare, in maniera sincrona, un gran numero di uova mature. Le uov
di stelle e ricci di mar & gawmbizgaan @ nrea g@i
citoscheletro concomitanti con flussi ionici in risposta alla spermatozoo fecondante o ad un
qualsiasi altro stimolo esterno. La membrana plasmatica e la zonaadoric del | 0
rappresentano, quindi, "zone eccitabili" della cellula cagadspondere rapidamente agli
stimoli esterni con rapidi cambiamenti strutturali e variazioni dei livelli df Qaurante lo
svolgimento di questo corso di dottorato ho utilibzbt uova di riccio e stella di mare
come modello sperimentale al fine di indagare i meccanismi molecolari che regolano i
processi di maturazione e fecondazione, con particolare attenzione al ruolo regolatorio
svolto dall éact i na nedhe ladoperatd @hiche dil mectoiniezione A
associate all duso del mi croscopi o confoc

della concentrazione citoplasmatica del calcio e seguire in tempo reale i cambiamenti

struttural: d e | ttodeatuattt gli raktri evkmrtil morologicioassodiag kie
processi di mat urazione e fecondazione,
mat urazi one, | 6i ncorporazione dell o sper

adoperato tecniche di fissazioper visualizzare, mediante microscopia elettronica, la
conformazione ultrastrutturale della zona corticale adiacente alla membrana plasmatica d
ovociti e di uova trattate con diversi agenti. Infine ho effettuato saggi biochimici per
misurarein vitro | &idta della nicotina sui filamenti di actina per compararla con quella
dell e proteine canoniche come ad eactin | a
binding proteins) r egol andone | 6organizzazione st
di questo lavoro di tesi presenter0 dati che mostrano come i rapidi e dinamici

riarrangi ament.i del |l dactina del citosche
2



stimolazione ormonale o speatica siano fondamentali per taodulazione del segnale
Cd'e per gl i al tri event.i associat. al |l a
ed il controllo della monospermia. | risultati sperimentali della mia tesi di dottorato hanno
evidenziato che | e pert ur bdaezlilobnaic tdienla odoerl:
tramite | O6utilizzo di var i agent.i f ar ma
invecchiamento ovocitario compromettono seriamente la buona riuscita del processo di

fecondazione ed il proseguimento dello sviluppo eamaie.



CAPITOLO I: INTRODUZIONE

Le uova di stelle e ricci di mare come sistemi modello per lo studio della maturazione

e della fecondazione

Da pi % di cento anni, |l e uova degl i ani m
cui esplorare imeccani s mi di attivazione del | 6u
embrionale. Durante la stagione riproduttiva, un gran numero di ovociti immaturi, in
seguito alldédinseminazione, ri spondono ag
Cd" intracelulare, ma sono polispermici, incorporano cioé una grande quantitd di
spermatozoi. E largamente accettato in letteratura che la tendenza alla polispermia che
verifica negli ovociti immaturi sia espressione della loro incapacita di realizzare una
corretta esocitosi del contenuto dei granuli corticali nello spazio perivitellino. Come
conseguenza del mancato sollevamento della membrana di fecondazione, che fungerebt
da barriera meccanica, numer osi sper mat o
Schuetz e Longo, 1981; Dale e Santella, 1985). La capacita delle uova di essere fecondat
da un singolo spermatozoo si sviluppa nel processo di maturazione, durante il quale |
cambiamenti morfologici nella superficie delle uova coincidono con la dissoluzione
del | 6i nvol ucg rdenomidatolgermmal cveselp GV (Germinal Vesicle
Breakdown, GVBD). Dopo le prime e piu datate descrizioni sulla maturazione ovocitaria
(Delage, 1901; Chambers, 1921), il meccanismo di controllo della maturazione nella stella
di mare é stato ampiamente studiato grazie all'individuazione dell'ormone responsabile
della ripresa meiotica, -hetiladenina (AVIA), che puo essere facilmente aggiunto
all'acqua di mare nella quale sono sospesi gli ovociti immaturi (Kanatani, 1973; Meijer e
Guerrier, 1984). Pochi minuti dopo stimolazione ormonale si verifica una rapida
riorganizzazione del |l dactina del citosc
accompagnata da un aumento df‘Geella zona corticale e nella GV (Schroeder e Stricker,

1983; Schroeder, 1986; Moreau et al., 1978; Santella e Kyozuka, 1994; Santella et al.,
4



1998). Gli eventi successivi del processo di maturazione comprendono la GVBD ed |l
mescolamento del nucleoplasma con il citoplasma, che € essenziale per innescarg gli ever
di maturazione <corticale che contribuis
del |l 6uovo da parte dell o spermatozoo. !
stella marina & compreso tra la GVBD e l'estrusione del primo globuloepolar
Contrariamente ad altri tipi di uova, che hanno una finestra di tempo molto limitata durante
la quale la fecondazione €& possibile, le uova di stella possono ancora essere feconda
diverse ore dopo l'aggiunta diMA. Cio permette di utilizzarle per sliare i cambiamenti
citoplasmatici che si realizzano nelle uova sottoposte ad invecchiamento e le conseguenz
sul processo di fecondazione in condizioni non fisiologiche (Just, 1939; Fujimori e Hirai,
1979; Santella et al., 2014). A differenza delle stetlarine in cui una normale
fecondazione avviene allo stadio di ovociti primari, le uova di riccio sono rilasciate e
fecondate nell'acqua di mare in una condizione piu stabile perché hanno completato I
meiosi. Tali cellule hanno espulso i due globuli pokd il loro nucleo con corredo
genetico aploide e pronto a fondersi con quello dello spermatozoo ripristinando cosi la
diploidia. Gran parte delle nostre conoscenze sui processi di interazione sperroatgzoo

ha origine proprio dagli studi effettuati Buluova di riccio di mare. Pochi secondi dopo

l'aggiunta di spermatozoi, al microscopio ottico sono visibili rapidi cambiamenti strutturali

sulla superficie delloduovo fecondat®meli mmi
citoplasma come il solea ment o del | a me mbr ana di f
conseguenza dell 6esoci tosi dei granul i c

quella vitellina. L'importanza del &anel processo di maturazione degli ovociti e nella
fecondazione e statanpiamente confermata in numerose specie animali, e molte ipotesi
circa il meccanismo di trasduzione del segnale che porta alla liberazione del Ca
intracellulare durante la stimolazione ormonale e alla fecondazione sono state suggerite
proprio da studi condotti su stelle e ricci di mare. Cio € legato alla grande facilita con cui é

possibile reperire i gameti, in quantita abbondante e sincronanreggtat a stadi diversi
5



della maturazione meiotica, nonché alle loro caratteristiche morfologiche che li rendono
estremamente adatti per indagini sperimentali. Nella stella, in particolare, tutto cio che
occorre fare per ottenere i gameti, € un piccafiiidasul braccio, in corrispondenza della
zona in cui si trovano le gonadi. Una volta che le gonadi sezionate vengono in contatto cor
| 6acqua di mar e, dall e estremit”™ tagliat
arrestati alla profase dellaima divisione meiotica. Nel caso del riccio di mare invece é
possibile indurre il l oro rilascio dall/l
attraverso unodi ni ezi amuea concentrazoneedi @5m\A dbppucea
tramite stimolazione lettrica. Tali stimolazioni inducono la contrazione dei muscoli
adiacenti le gonadi che vengono compresse provocando il conseguente rilascio del lorc
contenuto. La microiniezione sia negli ovociti che nelle uova e relativamente facile per le
loro dimension permissive e dopo fecondazione gli embrioni si sviluppano rapidamente
fino a raggiungere la fase dello sviluppo embrionale di 32 blastomeri entro 5 ore. Essendc
molto trasparenti come le uova, anche gli embrioni permettono una facile osservazione de

camrbiamenti dei caratteri morfologici al microscopio ottico.

1.1. Cenni gener al.i sull 6anatomia e sul
modello.

Gli ovociti di stella di mare che ho utilizzato per condurre gli esperimenti per lo
svolgimento della mia & di dottorato sono stati prelevati da due diverse specie:
Astropecten aranciacusche generalmente vive a -30 m di profondita nel mare
Mediterraneo, sotto la sabbia;Asterina pectiniferauna stella giapponese. Le uova di
riccio di mare sono statetehutesolo dalla specie mediterranBaracentrotus lividusche

invece vive sui dndali rocciosi con praterie drosidonia oceanicada 0 a 30 metri di
profondita (Fig. I, 1). Le stelle ed i ricci di mare appartengono al phylum degli
Echinodermi e, sebbene siano animali dalla lunga storia evolutiva, rientrano nel gruppo dei

Deuterostomi.



Il corpo delle stelle marine presenta simngtadiale. Un adulto completamente cresciuto

di A. aranciacuspresenta un diametro di circa 50 cm, ed e costituito da un disco centrale e
cinque raggi. La superficie orale contenente la bocca € rivolta verso il basso, in contatto
con il substrato, mentre Isuperficie aborale con madreporite e il punto di ingresso del
sistema vascolare in acqua. In ogni braccio, al di sotto delle ghiandole digerenti, si trova ur
paio di gonadi. Anche il riccio di mare ha simmetria pentaraggiata. Presenta uno scheletrc
calcaeo, impropriamente detto guscio, che puo raggiungere i 7 cm di diametro, munito di
lunghi aculei mobili e, sulla superficie ventrale, (cosi come per la stella di mare) di tante
piccole estroflessioni con estremita a ventosa, dette pedicelli ambuladrali,glc
consentono di spostarsi. La superficie aborale e rivolta verso I'alto e presenta centralment
I'ano ed un foro per la fuoriuscita dei gameti ed il madreporite. La superficie orale é invece
rivolta verso il basso e presenta centralmente la bocckocgano per I'alimentazione.

In entrambi i casi gli animali sono a sessi separati gonesentano dimorfismo sessuale.

| gameti sono prodotti e poi liberati nel corso della stagione riproduttiva, la cui insorgenza
e durata sono diverse a seconda dglec®, che inizia in seguito ad una stimolazione
ambientaledi natura ancora sconosciu@agli studi condotti dallo scienziato giapponese
Kanatani nel lontano 1967 e stato possibile chiarire i meccanismi molecolari che stimolano
la ripresa della maturaze degli ovociti nelle stelle di mare. In breve, questi stimoli
ambientali inducono i nervi radiali, localizzati in ciascun braccio, a produrre un-neuro
ormone chiamato sostanza stimolatrice delle gor@dn&d Stimulating Substance, GSS)
(Kanatani e Hiram t o , 1967), che a sua wvolta ind
maturazione MA nel l e cellule follicolari-M&Ahe
raggiunge la superficie dell'ovocita e i recettori specifici sulla membrana plasmatica, il suo
trasferiment o | ungo i processi del l e cellule f
in tutte le specie di stelle marine (Kanatani e Hiramoto, 1970). Le uova mature prive di
cellule follicolari vengono rilasciate in mare dowa le stelle che i riceisi riproducono

per fecondazione esterna. E nel mare infatti che gli spermatozoi e le uova vengono liberat
7



simultaneamente dai gonodotti e dai gonopori, rispettivamente della femmina e del

maschio, che nella stella sono localizzati alla base di ogniibr@gtlet et al., 1978).

ovociti

-

3

3

Figura I, 1. (A) Esemplari adulti diAstropecten aranciacu@reccia rossa) é\sterina
pectinifera (freccia blu). (B) Esemplari adulti d?aracentrotus lividug§C) Gonadi con

uova (frecciaa | | 6i nt er no dRlividusn(R) GbnadnanA. aranciaguscon
ovociti strettamente addossati nellauttira tubulare. (E) Gonadi di.pectinifera con
ovoci ti all 6interno. Sul fondo sono Vi

S i



1.2. Morfologia degli ovocitiimmaturi.

Léarrivo degl:i sti mol i ambientali, che
| 6ovogenesi nella gonade <c¢che in breve t
accresci mento. Léovogenesi dcaziohealegh dvagbdni a

e la formazione di piccoli ovociti primari. Questi vanno incontro, quindi, ad un processo di
crescita che si divide in primario e secondario, prima di entrare in una fase di quiescenzz
(Schoenmakers et al., 1981). La fase di acamesgio primario € a carico del citoplasma
che ~ interessato da unbéintensa attivit?’
dal differenziamento. Questo processo viene affiancato da cambiamenti nucleari, legati
all 60ini zi o dedfasad aceaesonentg secondaria. Glt ogociti attraversano

I primi due stadi della Profase I, leptotene e zigotene, e allo stadio di pachitene della prima
divisione meiotica entrano nella fase di quiescenza (Shirai et al., 1990). A questo punto gli
ovociti hanno raggiunto le loro dimensioni definitive, con un diametro di circa 300 pm
nella specieA. aranciacuse 180 um inA. pectiniferg ed un grande nucleo, denominato
vescicola germinale (VG) (Fig. I, 2A), del diametro di 70 um e 50 pm rispettivamente.

A questo stadio gl ovoci ti vengono def
gonade per fini sperimentali. Nel caso del riccio di nfarévidus il diametro delle uova
mature nella gonade é di circa 80 um e raramente possibile trovare ovoudkuri in
seguito alla dissezione delle gonad..

Gli ovociti sono circondati da due involucri esterni: uno strato gelatinoso glicoproteico,
jelly coat e un involucro vitellino. La superficie degli ovociti &€ ricoperta da numerosi
microvilli di 0,3-0,4 em d lunghezza, e lo strato vitellino & intimamente associato alla
membrana plasmatica della superficie dell'ovocita (Schroeder, 1981; Longo et al., 1995).
L6i nvol ucr atiene numerbse glicoprotetram e circa 0,%m di spessore.
Questo e circondat dal | o strato gelatinoso, che
1981; Santella et al., 1983). EsternamentelBl coat le cellule follicolari circondano gli

ovociti disponendosi a circa Esn dalla superficie degli stessi. Queste piccole cellule sono
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in contatto con la superficie degli ovociti mediante estensioni citoplasmatiche sottili, non
ramificate e disposte radialmente. Questi prolungamenti che penetrgaity itoat e

I 6i nv ol lling, rraggiungond da membrana plasmatica grazie a caratteristiche
giunzioni intercellul ari s i mi -MA siaatrastetes mo s
dall e cellule follicolari allbdovocita pr
Gli ovoati di stella di mare, al pari delle uova di tutti gli Echinodermi, sono oligolecitici
(con pochi granuli di vitello distribuiti uniformemente nel citoplasma), ma a differenza
dell e uvuova di riccio di mar e, S 0o namimgleo | ar
contiene la VG, o il materiale genetico in quello maturo, mentre la parte opposta & definita
emisfero vegetale. Nella VG la cromatina € decondensata ed il nucleolo & ben visibile
anche sotto il microscopio ottico, grazie alla notevole traspardakaitoplasma. La
vescicola germinale presenta una forma sferica per lo piu regolare, ma la regione
dell 6involucro nucleare ancorata al Cor
altamente convoluta. Questa regione del citoplasma compresa tra l@anarplasmatica

e la vescicola germinale — il | u o-meoticon ¢
(Myazaki et al., 2000). Il reticolo endoplasmatico (RE) e distribuito uniformemente nel
citoplasma (Jaffe e Terasaki, 1994), insieme ad aiganelli intracellulari, comeyocce
lipidiche, granti di vitello, granuli corticali, ribosomi, complesso di Golgi e mitocondri. |
granuli di vitello occupano circa la meta del volume del citoplasma degli ovociti. Misurano
1-2 em di diametro e rappresentanmaggiori siti di stoccaggio per le sostanze nutritive,

tra cui fosfoglicoproteine derivanti dalla vitellogenina (Wahli, 1988).maggior parte

delle proteinecontenute nei granuli di vitellggero, non risulta indispensabile per le prime
fasi dell'embrogenesi nelle stelle marine, poiché il loro utilizzo , non € indispensabile per
il raggiungimento dello stadio larvale (Reimer e Crawford, 1995). Una parte molto estesa
ed organizzata della zona corticale dell'ovocita e rappresentata dal citoscheletro
immediatamente contiguo alla membrana plasmatica (Sardet et al., 2002). | filamenti di

actina, strettamente impacchettati, sono assenti solo nella porzione in cui la vescicole
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germinale  collegata alla membrana epl a:
vengono espulsi i globuli polari. Mentre i granuli di vitello sono dispersi in tutto il
citoplasma, i granuli corticali sono localizzati sulla superficie esterna del citoplasma degli
ovociti (Reimer e Crawford, 1995). | granuli corticali hanno un diamndircirca 1em,
contengono mucopolisaccaridi solfati acidi e protegngresentano una forma ovoidale
irregolare (Sousa e Azevedo, 1989). Essi sono posizionati3adni di distanza dalla
membrana plasmatica negli ovociti immaturi e, durante la matuemenotica, traslocano
verso la superficie immediatamente sotto la membrana plasmatica. Si contano circa
40.00050.000 granuli corticali negli ovociti delle stelle mariResaster ochraceus A.
pectinifera(Schroeder, 1985). Essi sono importanti per usranale fecondazione e per lo
sviluppo embrionale. E notinfatti, che la loro funzione principale & quella di formare la
membrana di fecondazione per esocitosi del loro contenuto nello spazio tra la membrane
pl asmatica e | 6i nv oitellino)r llosollevantertd delia membrans dia z
fecondazione funge da barriera fisica pe:i
della polispermia) (Vacquier et al., 1973; Schuel, 1978). | granuli corticali secernono anche
componenti della matricextracellulare (Reimer e Crowford, 1995). Oltre ai granuli
corticali, undul teriore cl asse&enddi diamet®ci c

chi amat e fvescicol e acideo vV a i ncontro

membrana vitellina iseguito gecondazione (Vasilev et al., 2012).

1.3. La ripresa del c-matladenina.el | ul are ad o]
Gli ovociti alla fine della loro crescita e isolati dalla gonade durante la stagione
riproduttiva, sono arrestati alla profase della prima divisione. In questa fase, gli ovociti
sono fisiologicamente polispermici e possono essere utilizzati per studiaigo la
ripresa del ciclo meiotico mediantMA | 0a
L'ormone provoca due successive divisioni citoplasmatiche e nucleari che producono un

ovocita primario con un corredo genetico aploide e due piccole abortivahuligpolari
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( Ki shi mot o, 2003) . I nf atti, ,iglinovocit imnpatus t a
caratterizzati da un grande nucleo, VG (Fig. I, 2i9rendono il ciclo meiotico durante il
gual e | 6involucro nucl earienessola cod il siteppasmae
(GVBD) (Fig. I, 2B). Il lasso di tempo necessario affinché si verifichi GVBD varia da
specie a specie, (30 minuti pér. pectiniferae 60 minuti perA. aranciacus) La
concentrazione di-MA necessaria per promuovere la maturael meiotica degli ovociti
invionoscilla tra 1 e 10 OM ed =~ anchoessa
Aperi odedi @r madhernoraldepéndentPeriod, HDP) & definito come il
tempo minimo necessario di esposizione degli ovocitiratibne affinché si visualizzino
chiari segni di maturazione nel 50% della popolazione ovocitaria (Nemoto, 1982). Esso €
fortemente dipendente dalle temperatura (aumenta se la temperatura si abbassa) e nor
dipendente dalla concentrazione dell'ormone, emaua rimozione durante tale periodo
interrompe lamaturazione. Una volta superak®iDP, tuttavia, il processo di maturazione
procede irreversibilmente anche in assenzaMiALnel mezzo (Guerrier e Doree, 1975;
Chiba e Hoshi, 1989; Terasaki e Runft, @)1Per gli ovociti di stella di nma il HDP é

stato sperimentatessere di 8 min.

Ad o0ggi i me c ¢c ani s mo-MApstineoti glisowocitiartort & statoe r s
pienamente compreso. Tuttavia, & stato dimostrato che I'ormone funziona solo quandc
vieneaggiunto agli ovociti dall'esterno. Gli ovociti microiniettati con I'ormone, infatti, non
vanno incontro a maturazione. Tali risultati hanno suggerito il coinvolgimento di un
recettore a livello della superficie cellulare. In linea con tale ipotesi,t@ stservato
sperimental mente che quando | ' assorbi men
bl occat o, | 6or mone era ancora capace di
Guerrier, 1975), suggerendo che il suo effetto fosse mediato daaudatrasduzione del
segnal e. I nfatti, | eMA e isignpicatsvameente dostardlata dal v o
Triton X-100, un agente permdhizante che estrae proteinklla membrana plasmatica

( Mori sawa e Kanatani, 19 7-9A non Seedndom rstato 1 |
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identificato,  plausibile che esso si I

(N9), o nel |l 6iNndelawuclecpurmie odane Iclod Nr7fmone ( Ki st

Figura I, 2. Maturazione meiotica e fecondazione delle uova di stella di maréA)
Ovocita immaturo dA. pectiniferaarrestato alla profase della prima divisione meiotica. Si
notino il nucleo di grandi dimensioni (V@ il piccolo nucleolo al suo interno. (B) Uova
mature in seguito al trattamento di ovociti immaturi ceMA: a questo stadio maturativo,

la VG non € piu visibile perché ha avuto luogo la GVBD ed il nucleoplasma & mescolato
con il citoplasma. (C) Uova éendate, nella fase di estrusione del secondo globulo polare
(freccia): si noti il sollevamento della membrana di fecondazione. E importante
sottolineare che, indipendentemente dalla fecondazione, il primo ed il secondo globulo
polare vengono espulsi dablp animale, in questa specie, rispettivamente 70 e 90 min
dopo stimolazione ormonale.
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1.4. Trasduzione del segnale-Mhell a ripre:
C stato s udvideatrébbeoindura la riptegalmeiotica attraverso wettere
accopiato a proteinegG et er ot ri meri che di me mbr ana |
proteina G purificate dalla membrana plasmatica degli ovociti di stelle di mare (Tadenuma
et al ., 1991; Tadenuma et al ., 19 mMmadella ha
pertosse (PTX) (Shilling et al., 1989). L'inibizione della maturazione in seguito alla
mi croiniezione della tossina della perto

| ' ef f e-MA @mediatd dal detettore legato alla proteinaGL devi denza s

che I'a microiniezione di Gbo negli ovoci
MA ha wulteriormente confermato | 6idea cI
cascata di segnali i n@Eaffaat &.] 1093;I Chibaiet al., 1993).t t
C stato suggerito che gl effettori del |
ovoci ti, poich® | 6iniezione della subun

prossimitd della VG induce GVBD onl t o pi ¥» vel ocemente ri
effettuata in prossimita della membrana plasmatica (Chiba et al., 1993). Il bersaglio
principale della subunit™ bwmhingso(PI3Ke(hdpez e s
llasaca et al., 1997; Stephens e a | . |, 2002) , poich® | o6util
wortmannina e LY294002, bl occa sia | a m
maturazione (Sadler e Ruderman, 1998). La PI3K, a sua volta, regola la fosforilazione
della proteina p62, che mdra giocare un ruolo fondamentale nel processo di attivazione
del MPF e nella ripresa della meiosi (Kishimoto 1999; Okumura et al., 2002).

La scoperta che l'estratto citoplasmatico prelevato da ovociti dj preeedentemente
sottoposti a stimolazione monale potesse stimolare a sua volta la progressione del ciclo
cellulare in cellule non trattate con |0
di un fattore citoplasmatico sufficiente per indurre la maturazione. Risultati simili vennero
ottenuti in avociti di stella di mare microiniettati con il citoplasma di ovociti trattati con 1

MA. Questi ovociti andavano incontro a GVBD ed estrusione dei globuli polari in
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mancanza di stimolazione conMA (Kishimoto e Kanatani, 1976). Questi risultati
dimostrarom | 6 e s i st e n Eatore cleePromibRPeFlaMatorazione, (Masui e
Markert, 1971). Il fattore MPF che é responsabile della maturazione ovocitaria indotta da
1-MA, e costituito da un complesso di due proteine: ciclina B e prot#imasi Cdc2 o
Maturaton PromotingFa ct or ( MPF) . La chinasi Cdc 2
del |l 6enzi ma, mentre | a ci cl i nanplBssocpmteitoi t u
Qu e s t Oappartiananala famiglia delle cicline, proteine non presentilistabte nel
citoplasma, ma che vengono ciclicamente sintetizzate quando la cellula &€ pronta a passal
ad una nuova fase del ciclo cellulare e poi repentinamente degradate. La ciclina B €
responsabile della transizione ldafase G2 a quella M, per cMPF attivo si trova solo

nelle cellule prossime alla divisione (Norbury et al., 1989; Nigg, 1995; Nigg, 2001).

La via di segnalazione che porta all'attivazione del MPF & stata chiarita in diversi sistemi
sperimentali. Negli ovociti immaturi, il complessizlina B-Cdc2 € mantenuto in uno stato

di inattivazione per mezzo della fosforilazione nei residui di tirosina 15 e treonina 14 della
Cdc2 (Picard et al., 1991; Okumura et al., 1996) ad opera della protein chinasi Mytl
associata alla membrana (Muellerat, 1995; Okumura et al., 2002)-MA attiva in
mani era indiretta | a chinasi Akt (protei
di Mytl. In contemporanea, ad opera di chinasi ancora non note, si ha fosforilazione ed
attivazione della Cdc25yna tirosina fosfatasi che attiva MPF defosforilando i residui di
tirosina, sensibili alla protea fosfatasi 1 (PP1) e alla proteifssfatasi 2A (PP2A) (Masui,

2001; Prigent e Hunt, 2004 ). Un secondo passaggio di attivazione del MPF & dato da ut
meccansmo di feedback positivo, operato dallo stesso MPF attivato, che va a rinforzare
l 6atti vit?" di Cdc25 ed indebolire quell
ovociti immaturi delle stelle marine, ma si accumula nel nucleo dopo l'attivazione nel
citoplasma (Ookata et al., 1992) e si pensa che la traslocazione di MPF e Cdc25 sic
essenziale per l'attivazione finale dello stesso MPF. Nelle stelle marine, MPF entra nel

nucleo dell "ovocita all 6emi sfero arlPkal e
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inizia a fosforilare i suoi bersagli, che sono riconosciuti dalla sequenza consenso serina
treonina seguiti da una prolina (Nigg, 1995). MPF fosforila molte proteine strutturali e
regol atrici, tra cui c hi nasionee rdppreséntato a s
dal |l 6i stone H1. I di sassembl aggio dell a
fosforilazione operata dal complesso ciclina B/chinasi Cdc2 (Peter et al., 1990). Inoltre,
undul teriore fosfor il aalassamblaggioddel dupoemitaicoe e |
dirige l'interazione dello stesso MPF con i microtubuli (Ookata et al., 1993) e i centrosomi
(PerezMongiovi et al., 2000). Cdc2 fosforil@pparentemente molte proteiingplicate nel
processo di meiosi, e il nostro labhtorio ha dimostrato che anche gli elementi del
citoscheletro, come i filamenti di actina, potrebbero essere modulati dal MPF (Lim et al.,

2003).

1.5. Cambiamenti morfologici durante la maturazione meiotica.

Dopo 22 mi nut i di espbMA,zilohactailnnadodenlonei t
subisce una profonda riorganizzazione. Sulla membrana plasmatica compaiono delle
proiezioni ci t opl as tiate da Gldmenti di datirntgheeva ificenpad ¢ o
a processi di polimerizzazione e déperizzazione (Schroeder e Stricker, 1983). Inoltre,

gli ovociti immaturi di stella di mare presentano microvilli relativamente lyragistituiti

da microfil ament.i che partono dalla supe
che in seguito drattamento ormonale, diminuiscono in lunghezza e densita. Durante la
maturazione meiotica, si evidenzia un cambiamento nelle proprieta meccaniche degli
ovociti di stella, in particolare al tempo della GVBD durante il quale si verifica una
riduzione dellarigidita cellulare (Nakamura e Hiramoto, 1978; Nemoto et al., 1980).
Inoltre le cellule follicolari che circondano gli ovociti immaturi migrano verso un unico
punto per la distruzione delle giunzioni cellulari simili ai desmosomi che collegano le
celule follicolari agli ovociti. Durante il processo di maturazione, la tensione superficiale

degl i ovoci ti di minui sce rapidamente e r
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polare. Successivamente si verifica di nuovo un forte aumento e un bruscmetdore
della tensione durante la formazione del secondo globulo polare (Hiramoto 1964, 1976;
Nakamura e Hiramoto, 1978; Shoji et al., 1978). Le variazioni della tensione superficiale
degli ovociti sembrano essere il risultato della mescolanza del nucleaplesn il
citoplasma, perché non si verifica in ovociti maturati in assenza di nucleo (Yamamoto e
Yoneda, 1983; Yamamoto 1985). Parallelamente, anche le proprieta elettriche della
membrana plasmatica sono soggette ad apprezzabili cambiamenti. Il potetiziale
membrana iniziale di riposo di cire80 mV degli ovociti immaturi al tempo della GVDB

si sposta a un livello stabile di0 a-20 mV (Dale et al., 1979; Miyazaki e Hirai, 1979).
Durante la maturazione meiotica, i granuli corticaliCjGche sono locatizati nella
periferia del citoplasma degli ovociti (Longo et al., 1995), si dispongono con il loro asse
lungo perpendicolarmente alla membrana plasmatica attraverso un processo che
strettamente dipendente dal | 09% Wessehaet al.e |
2002). Nelle uova mature, i granuli corticali sono pronti per esocitare il loro contenuto
nello spazio perivitellino in risposta all'aumento intracellulare df* Gadotta dallo
spermatozoo o da secondi messaggeri, come ad esempiolitipdi, 5 trisfosfato (InsB),

ADP ribosio ciclico (cCADPR) e acido nicotinico adenina dinucleotide fosfato (NAADP)
(Picard et al., 1985; Dargie et al., 1990; Lee e Aarhus, 1995) essendo accettato ir
letteratura che l'aumento intracellulare diCaia Buni c o evento re
| 6esocitosi dei GC. C stato stimato che
all 6esoci t o§ ivieng rilasaiath dalld $perat@zo durante il processo di
fecondazione o in seguito a trattamento con sostahmeiche (calcio ionoforo) che
producono aumenti nella concentrazione intracellulare &i Cango et al., 1995).

Durante la maturazione meiotica, ha inizio una significativa riorganizzazione del reticolo
endoplasmatico (RE), in concomitanza con la GVBi2 si conclude al termine della
meiosi. | cambiamenti strutturali nelle membrane del RE sono stati studiati in dettaglio da

Jaffe e Terasaki (1994), utilizzando il colorante fluorescente lipofilico della carbocianina:
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la dialchilcarbocianina o Dil. Il colante emette una lieve fluorescenza quando non e
legato al bersaglio, ma diventa molto luminoso quando si lega alle membrane cellulari e
di ffondendosi nelle cellule. Ad eccezion
sembra essere costituito daa serie di tubuli irregolari, la microiniezione di una goccia di
olio saturato con Dil negli ovociti di stella marina ha evidenziato la presenza di una rete di
cisterne, distribuite in modo uniforme in tutto il citoplasma. Nelle uova mature, il RE
acquissce la forma di lamelle sferiche che circondano i granuli di vitello a cui sembrano
essere intimamente interconnessi (Jaffe e Terasaki, 1994). Alla fecondazione, la continuitz
delle membrane viene interrotta in maniera transitoria (Terasaki et al., i8géomeno
osservato anche dal | §nehditaplasma.nTali risbitati Hano  C
suggerito che la frammentazione del RE & correlata al rilascio’dd&auesto organello

cellulare(Jaffe e Terasaki, 1994).

1.6 . Cambi a maehcitoscheteol durante ta maturaaione degli ovociti di

stelle marine.

Al tempo della GVBD, la somministrazione diMA induce il distacco delle cellule
follicolari dalla superficie degli ovociti e loro migrazione e raggruppamento in un solo
punt o ovd matdrod chiaro indice di una profonda riorganizzazione strutturale del
cortex. La gonade della stella isolata in acqua di mare subisce una marcata contrazione pt
la presenza dei muscoli lisci nella parete ovarica che provoca il rilascio degli ovociti.
Infatti come per un qualsiasi processo di contrazione muscolare, tale contrazione non s
verifica in assenza di Gain acqua di mare (Meijer e Guerrier, 1984). Come gia
accennat o, gl i ovoci ti I mmat ur i sono |
immundluorescenza ottenute usando anticorpi -&ktibulina ha evidenziato che
I'ancoraggio della VG nel cortex del polo animale & controllato dai microtubuli ed e

essenziale per il normale svolgimento degli eventi meiotici (Miyazaki et al., 2000).

Tuttavia, reenti dati del Laboratorio dove ho svolto la tesi hanno dimostrato che anche
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filamenti di actina sono sono coinvolti nel posizionamento della VG, nel cortex. E

interessante notare che la maturazione degli ovociti di stella di mare pud anche esser

indottad a agent i riducent.i (ad esempio il di
del-MA1nell "indurre cambi ament i mo r hum!| o g i
sulfidrilico di proteindd ocal i zzate dell a zona c¢ 01976).c all

Numerosi studi in microscopia ottica ed elettronica hanno rivelato cambiamenti strutturali
corticald]i gi " 1 o 2-MAiclmewsdno intichamemte assoceaty ala u r
riorganizzazione strutturale del citoscheletro. Il riarrangiamentoldé act i na f i
nella zona corticale € alla base dei cambiamenti delle proprieta meccaniche degli ovociti €
nella rigidita della parte piu interna del citolplasma. La variazione ciclica dipendente
dal |l 6actina del |l a r i gmighione dei gtbleuli polari esesspneialef i
per formare | "anello contrattile al pol
divisione meiotica che produce un ovocita primario e due cellule abortive di piccole
dimensioni, i globuli polari (Hamaguckt al., 2001). La struttura contrattile di actina nel
nucleo sembra essere essenziale per lo spostamento dei cromosomi sul fuso mitotic
costituito dai microtubuli durante la prima divisione nucleare della meiosi (Lénart et al.,
2005). Le modifiche meccamihe del |l 6ovocita i n maturazi
corticale sia nella parte piu interna del citoplasma, e sono sensibili alla citocalasina, che
induce la depolimerizzazione dei filamenti di actina. Di conseguenza i cambiamenti
nel | 6or g atruiturale det filamene di actina dopo esposizione alla citocalasina B
sono responsabili della diminuzione drammatica della rigidita degli ovociti di stella di
mare (Nemoto et al., 1980). La caratterizzazione delle variazioni delidiria durante la
maturazione della stella di mare (Fig. I, 3) ha portato all'identificazione di due differenti
popolazioni di filamenti di actina corticale: quelli che vanno a costituire i prolungamen
sulla superficie e non (HeChapdelaine e Otto, 1996). La riorganizpa&a strutturale
dell a zona <corticale dell dovocita sembr s

elettrica della membrana plasmatica. L'aggiunta-MAL depolarizza progressivamente il
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potenziale di membrana dell'ovocita (0,5 mV/min) fino al momelaila GVBD quando si
realizza una piu brusca depolarizzazione. Questa transizione nella permeabilita agli ioni
causata dal processo maturativo necessita del mescolamento del contenuto della VG con
citoplasma (Dale et al., 1979; Yamamoto, 1985). Ebstaygerito che la chiusura selettiva

dei canali K possa essere responsabile del'aumento della resistenza di membrana e dell
spostamento del potenziale di membrana verso valori di voltaggio meno negativi (Dale et
al., 1979; Miyazaki et al., 1975). Lawsa esatta dei graduali cambiamentiaptprieta
elettriche della membrana plasmatica durante la maturazione meiotica non € nota, ma
ipotizzabile che la riorganizzazione strutturale dei microvilli e del complesso reticolo di
actina in prossimita della membrana plasmatica possano influanzamali ionici situati

sui microvilli sia mediando il loro riposizionamento oppure attraverso la costituzione di
una barriera di diffusione per lo ione Can prossimita delle aperture dei canali stessi

(Lange, 2011).

1]
50 ym 50 pm 50 ym

Figura I, 3. C analdel eitosehelétro nedlieoVoctitbdsAc daranciacus
durante la maturazione meiotica. Gli ovociti immaturi sono stati microiniettati con
falloidina AlexaFluor488, e le variazioni della-&ctina nella cellulan vivo sono state
monitorate al microscopio ctotale durante la maturazione meiotica indotta-di4AL (A)

A livello della membrana plasmatica cosi come nel citoplasma dell'ovocita immaturo sono
visibili strutture filamentose di actina. Si noti che kaétina € abbondantemente presente

i nt or nolucra hutclgaie,nma non all'interno della VG. (B) Un'immagine sul piano
confocale tangente alla superficie curva della VG localizzata al polo animale dell'ovocita
immaturo. Si noti la disposizione radiale delle fibre eid&ina sulla superficie della VG.

( C) Léuovo mat ur o mani fest a profondi C
del |l 6actina del citoscheletro. Le fibre
corticald] del |l 6uovo e sono orientate p

(Modificato da Santella et al., 2015).
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1.7. 1l Calcio: un singolo messaggero per molteplici funzioni.

Il funzionamento degli organismi pluricellulari si basa sullo scambio integrato di
molteplici segnali tra le cellule al fine di modulare e coordinare la dttigita. Durante
I'evoluzione, esse hanno sviluppato e perfezionato un sistema estremamente complesso
funzionale per generare ed elaborare le informazioni. Negli anni, numerosi studi hanno
messo in risalto il ruolo dello ione calcio come secondo mgssager eccellenza, a causa
dell a sua estrema versatilit?’ nel trasf
regol azione fine di numer osSi processi ce
presiede non sol o adovo®miganisnzoj ma adckel al @ocegso dia
morte programmata, o0 apoptosi. La divisi
muscol ar e, | 6esocitosi di or moni e neur
esempi di funzioni cellulari altaente specializzate che vengono mediate dal calcio
(Carafoli, 2002). Se il processo evolutivo ha selezionato proprio questo ione come
modulatore di cosi tanti e tanto cruciali eventi della vita cellulare € perché esso presente
delle caratteristiche chimieftsiche speciali che lo rendono il messaggero biologico ideale.

Il calcio, infatti, grazie alla sua conformazione atomica, che non richiede una rigida
geometria di legame, pud inserirsi nelle cavita irregolari delle proteine, modulandone
| 6organitzzazinemesi onal e, l 6attivit?’ e | ¢
cellulari. La via di trasduzione del segnale che porta al rilascio i iG@acellulare di

solito inizia con stimoli esterni (neurotrasmettitori, ormoni, fattori di crescita) o
spermataoi che interagiscono con i recettori sulla superficie cellulare per innescare la
sintesi di fattori diffusibili (secondi messaggeri) all'interno delle cellule. Questi a loro volta
si legano a recettodanale permeabili al Giligandod i pendent i , i nduce
e la conseguente liberazione dello ione dai depositi interni. Gli stimoli esterni possono
anche causare un ingresso df'Cdallo spazio extracellulare (Berridge, 1993), stimolato
dal differente gradiente di comatrazione. La concentrazione di?Céibero all'esterno

dell e cellule, infatti, ~ molto superior
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interna, mantenuta costantemente a livelli nanomolari. Cio € estremamente importante ir
quanto nel citoglsma e presente una considerevole quantita di fosfati derivanti dal
metabolismo energetico cellulare ed il calcio, per le sue caratteristiche, puo facilmente
legarsi anche a composti inorganici, come appunto carbonati e fosfati, e formare precipitati
insolubili, molto dannosi per la cellula.

Il Ca** non diffonde liberamente attraverso la membrana plasmatica (solo ad una certa
quantita e consentito di entrare attraverso canali ionici accuratamente regolati) percio i
livelli all'interno delle cellule sono mméenuti a concentrazioni molto basse. La
concentrazione libera di €ain condizioni fisiologiche si aggira intorno ai 100 nM nel
citosol, ma puo salire a-10 pM pochi secondi dopo stimolazione. Diversi fattori
contribuiscono al mantenimento della concaribne ottimale del Gacitosolico. Come
accennato, lo ione Eaforma complessi a bassa affinita con piccoli composti quali fosfati,
ATP, aminoacidi e fosfolipidi acidi, ma puo anche formare complessi ad alta affinita
legando reversibilmente i siti spéci di proteine che legano al €ale C&"-binding
proteins(Carafoli et al, 2001). Quéasmolecole fungono da tampopgmario per il C&"

nel citosol e costituiscono un efficace meccanismo mediante il quale la concentrazione
locale del C4' intracelllare cambia rapidamente anche se la concentrazione intracellulare
di C&* & primariamente regolata dal ciclo del suo rilascio e riassorbimento nei depositi
intracellulari. Infatti i livelli di C&" citosolico aumentano per il rilascio dello ione da questi
deposi ti o dall 6ambiente ex'%puaessetelrimdssor e,
attraverso l'azione di pompe intracellulari o degli scambiatori e attraverso il legame ed il
successivo sequestro da parte dell&-®ading proteins La spesa energeticlelle pompe
ioniche ATRdipendenti ripristina i livelli del CA citosolico ai valori di riposo precedenti

la stimolazione trasportandolo, contro gradiente, nel lume degli organelli (RE, involucro
nucleare, complesso di Golgi, mitocondri e lisosomi) lrepazio extracellulare. Pertanto

|l a concentrazione <citoplasmatica dell o i

strettamente regolatea la sua liberazione i€suoriassorbimento.
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Nelle cellule eucariotiche, i canali del €docalizzati sulla membrana plasmatica sono
regolati principalmente dalle variazioni del potenziale di membrana, dal legame con gli
specifici ligandi, o dallo svuotamento dei depositi df‘Gatracellulari. Ad oggi sono stati
caratterizzati tre diversi msaggeri intracellulari capaci di mobilizzare i°Ca | 6i-no s i
1, 4, 5 trisfosfato (InsB) , | 6 a®ldfasfats fibasa ciclico (CADPr) e il nicotin
adenin di nucleotide fosfato acido (NAADP) (Berridge at al., 1994; Lee, 2002; Guse,
2002). Insk e finora il secondo messaggero, la cui azione € meglio caratterizzata, che
induce il rilascio di C& dopo il suo legame ai recettori specifici sul RE (4)(Streb et

al ., 1 9 § &isce anche sunairiPdepositi cellulari, come ad esempio l'appdirat
Golgi (Pinton et al., 1998), i lisosomi (Haller et al., 1996; Srinivas et al., 2002), i granuli di
secrezione (Gerasi menko et al ., 1996 ; C
(Gerasimenko et al., 1995; Hennager et al., 1995; Santella e KydA%Ka). || cADPR e

un altro secondo messaggero che media il rilascio déli@teacellulare dal RE, mentre &
stato dimostrato che NAADP induce la liberazione del*@a depositi diversi dal RE,
proponendo le vescicole acide come un possibile depositdacelaggiuntivo sensibile a

tale molecola.

1. 8. scdne medigtore del rilascio di C&'.

L a st or i ainizidk enkl I ldhtano s1853, quando si constatd che linterazione
del |l 6acetil colina <con [ recettor.i musc a
pancreatiche stimolava l'incorporazione dé&P] fosfato nel fosfolipide fosfatidihositolo

(Hokin e Hokn, 1953) . Poi, 30 anni piu tardi, Michael Berridge e colleghi (1983)

i dent i f i c;adleocellole padcteatich® quale prodotto solubile del turnover dei
|l i pidi inositolici, dimostrand?inmdelklare r a
(Steb et al ., 1294s9prich®ilturnower dai fosfodipidninogitolo portava
alla produzione di diacilglicerolo (DAG), che rimaneva nella membrana plasmatica, ma

poteva fungere anche da messaggero intracellulare, attivando la proteasi €h(Takai
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et al., 1979; Kishimoto et al., 1980). Da allora, sono stati condotti numerosi studi e si €
giuntii al | a c¢ gsiauh sesondo messaggbre univedsaley sapace di indurre
il rilascio di C&"in un vasto numero di tipi cellulari erganismi, a partire dai funghi, per
arrivare ad animali e piante (Berridge, 2007).

L 6 | ;nespPodotto per idrolisi del suo precursore, il fosfatidilinositolo 4istosfato

(PIP,) | ocalizzato sulla membrana pd(RLEmat i
Poi , 3 Hiftohde seP citoplasma e si lega agli IsBPsulle membrane del RE per
promuovere il rilascio di CA Nei mammiferi, sono stati identificati tre tipi di IngP
(InskR1, InsBR2 e InsBR3) (Furuichi et al., 1989; Furuichi et al.,9). La sequenza
amminoacidica della proteina recettore puo essere divisa in tre domini: un dominio breve
C-terminale idrofobo che contiene la porzione transmembranaria, il grande dominio
regolatore al centro, e il dominio-términale flessibile che sporgel citoplasma e che é
responsabi |l e desl(Mikbshilppa18@7). It recettore 6 btatcs iffentificato
anche nell dinvolucro nucleare (Nicotera
suggeriscono che possa essere coinvolto nel rilascio i d2dle vescicole secretorie
(Petersen, 1996) e dal corapt s o di Gol gi (Pinton eg al
l'attivitd del canale del IngR pud essere regolata dallo stesso ion€,Ca dal | 6 ATP,
suo stato di fosforilazione o defosforilazione (Berridge, 1995).

La famiglia dei fosfoinositide compota da sette derivatiel fosfatiditinositolo (PI) che si
formano dalla fosforilazione in posizione 3, 4 e 5 dell'anello inositolo (Van de Bout e
Divecha, 2009). Il PIPpud essere sintetizzato mediante I'azione di due fosfoinositidi
chinasi distinte. La dsfotidilinositolo 5fosfato 4chinasi (PIP4K) fosforila il
fosfatidilinositolo 5fosfato in posizione 4, mentre la fosfatidilinositoldoéfato 5chinasi
(PIP5K) fosforila il fosfatidilinositolo 4osfato in posizione 5 per formare in entrambi i
casi il PIP,. Il livello di PIP, e strettamente regolato dalle chinasi di cui sopra e da
specifiche fosfomonoesterasi che defosforilano il,RiPPI(4)P e Pl (Van de Bout e

Divecha, 2009 Il PI e suoi derivatfosfoinositidici costituiscono circa il 10% del tt#a
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dei lipidi cellulari nella maggior parte delle cellule. PI® ampiamente presente nel
foglietto interno della membrana plasmatica ed e stimato essere il derivato fosforilato piu
abbondante del Pl. Nei mammiferi, infatti, esso puo rappresentare dali 0,5% dei
fosfolipidi localizzati sulla membrana plasmatica degli eritrociti, dei linfociti e degli
epatociti (Saarikangas et al., 2010). RIP, e fosfatidilinositolo 3, 4, Hrisfosfato (PIR)

nella membrana plasmatica presiedono a molte reaziooriendi, come la generazione di
secondi messagger.i intracellul ari, | 6es
citoscheletro (De Matteis e Godi, 2004; Di Paolo e De Camilli, 2006; Odorizzi et al.,
2000) . LO&i ntyeonzade poteirdelld mdmbrénh puo indurre la formazione

di microdomini costituiti daclustersdi PIP, con proteinespecifiche (ad esempio, &etin-
binding proteinsMARCKS, Ezrin, dinamina e MIM) con la funzione di disciplinare il
traffico di membrana e le vie di trasdome del segnale mediate dai recettori (Saarikangas
et al., 2010). La presenza di diversi tipi di Pl e di fosfatidilinositoli capaci di legarsi a loro
volta ad actin-binding proteinsnel nucleo suggeriscono che i fosfoinositidi possano
prendere parte anche nella regolazione d
nucleare (Irvine, 2003; Vartiainen, 2008). Oltre alla membrana plasmatica, sono stati
trovati depositi addizioniadi Pl anche negli endosomi precoci e nei corpi multivescicolari
(Gillooly et al., 2000; Gillooly et al., 2003), nonché nel Golgi, negli endosomi tardivi e nei
lisosomi (D'Angelo et al., 2008; Michell et al., 2006).

Come gia accennato, l'idrolisi del RIpPer produrre InsPe DAG viene effettuata dalla
PLC (Rhee, 2001). Il rilascio del €Eame di at o dall |3 pug esseee causato |
sia da reettori accoppiati a protein€ sia da recettori tirosirehinasici. Esistono piu
isoenzimi della PLC,cheoshn o r aggruppat. i n al meno sei
(Saunder s et al ., 2002; Nakahara et al .,
individuate prima nelle uova di riccio di mare (De Nadai et al., 1998) e successivamente
anche nellatella (Runft et al., 2004). La struttura della PLC contiene combinazioni di vari

domini regolatori che includono il dominio pleckstrin homolgy (PH), il dominio Src
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homolgy 2 (SH2), i motivi Efhand e il dominio C2. Il sito attivo dell'enzima € composto

dai domini X e Y, che si associano per formare il sito di idrolisi dej.FPstato proposto
che il dominio PH sia responsabile dell 6
e gui ndi mant enga | 6associ azi onaccesad &l a
substrato Pl Sembra che i domini PH provenienti da diversi isoenzimi della PLC
possano interagire con BIE PIR, econl e subunit ™ ® eteratrimmérithe pr
(Camps et al., 1992). D'altra parte, il dominio SH2 interagisce corognt chinasi (Noh

et al., 1995; Weiss, 1993). Nelle uova di stella di mare, é stato dimostrato che i due domini
9-SH2 della PLC sono coinvolti nel rilascio intracellulare df'Ome d i atlmsR a al |

momento della fecondazione (Runft et al., 2004).

1.9. Ldéaunemtta ackesll |1@d are medi ato dall 8AD
I Recettor.i rianodinici ( RyR) rappr &sent
presenti sulle membrane del RE. Furono trovati per la prima volta nel reticolo
sarcoplasmaticalel muscolo cardiaco e scheletrico (Fleischer et al., 1985), ma adesso la
loro presenza e ben documentata anche nelle cellule non muscolari. Il nome del recettor
deriva dal nome della pianta alcaloide ryanodine che causa la contrazione del muscolc
schelérico (Jenden e Fairhurst, 1969). Successivamente, il recettore & stato isolato e
purificato ed ha dimostrato di possedere attivita di canale permeabile allo i6héenCa
membrane composte da doppio strato lipidico (Lai et al., 1988).

Il cCADPR fu identificato come il secondo messaggero deputato alla liberazione tel Ca
da RyR mediante studi condotti sugli omogenati di riccio di mare (Clapper et al., 1987). Il
cADPR e il metabolita a basso peso molecolare della piridina nucleotide nicotinammide
adenin dinc | e o t-NAD® (sb nt et i z z at -dbosd eidasi {ARA)zlieena  /
1999). Nelle uova di riccio di mare, diverse isoforme attive di ARC sono presenti
all'"interno di vescicole aci de-NADY vieges o c i

trasportato alf i n e di produrre i c ADPR (Davi s
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considerato un secondo messaggero di pri
importanza nel rilascio di Gaindotto dallo spermatozoo al momento della fecondazione
delle uova driccio e stella di mare (Kuroda et al., 2001; Nusco et al., 2002; Leckie et al.,
2003) . L6iniezione del c ADPR nell e wuova
cd* simile alla risposta ottenuta alla fecondazione, nonché il sollevamento della
membrana di fecondazione e la sintesi di DNA (Dargie et al., 1990). Al contrario,

| 6i ni bi zione del me ¢ ¢ & nmediatoo dal ddADPR, i altesas ¢ i
drammaticamente il segnale ‘Calla fecondazione (Galione et al., 1993; Lee et al., 1993).
Piu preésamente grazie a studi condotti su uova di echinodermi ed in linea con i risultati
prodotti in altri tipi cellulari e stato dimostrato che il cCADPR regola la propagazione del
segnale C& indotto dallo spermatozoo fecondante piuttosto che nel suo aveakié_et

al., 2003; Moccia et al., 2006). Tuttavia, il meccanismo con cui il cCADPR riesca ad indurre
un aumento del Gaintracellulare non & ancora stato completamente chiarito.

Cd~ da aggiunger e c i mtradelular negolpteatjossiessmCee d ¢
secondo un meccanismo@#*-InducedCa’” Release(CICR) € mediato sia dai RyR e dai
InsPR (Galione et al., 1991; Lee, 1993). Inoltre, il cADPR pud indurre un influsso®di Ca
dall o spazio extracellulare in alcuni ti
che puo verificarsi tramite la stimolazione di recettori canale cationici che determinano
variazioni transitorie di potenziale, come quelli della sottofamigli membro 2 (TRPM2)

localizzati sulla membrana plasmatica (Par#achez et al., 2001; Togashi et al., 2006).

1.10. NAADP: un emergente secondo messaggero nella trasduzione del segnafé Ca
L'acido nicotinico adenina dinucleotide fosfato (NAADP)dentificato per la prima volta
come composto biologico nel 1980, ma solo 10 anni piu tardi si comprese la sua funzione
di secondo messaggero capace di mobilizzare?l. Questo grazie ai risultati ottenuti sui
microsomi isolati delle uova di riccio diare (Lee e Aarhus, 1995). Il NAADP, un

derivato del fosfato nicotinammide adeni
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e lo stesso enzima che produce il CADPR. ARC catalizza la conversione del gruppo
ammidico nicotinammide del comune metabolita NADPun gruppo carbossilico. Un
esempio di ARC nei mammiferi e rappresentato dal CD38 di cui si & dimostrato il
coinvolgimento anche nel catalizzare l'idrolisi del NAADP.

I canal i bersaglio del NAADP sono dive
dipencente dal NAADP, & insensibile agli inibitori dei meccanismi di rilascio di* Ca

i ntracel | ul arzecAdfr Cilapperiet ald 29B7). &'unicassniddo per bloccare

il rilascio di C&" mediato da NAADP & di desensitie il recettore a cui si lega
utilizzando basse concentrazioni di NAADP (Aarhus et al., 1996; Genazzani et al., 1996).
E6 stato di mostrato, medi ante frazioname
NAADP esplica la sua azione di agente mobilizzante dél €a depositi in@cellulari

diversi dal RE. Gli organelli sensibili al NAADP si distribuivano sul fondo del gradiente di
Percoll, ben separati dalle porzioni del RE sensibili al cCADPR, disposti in cima alla
colonna densitometrica (Lee, 1993). In seguito, mediante lafisaakbnein situ di uova

intatte di riccio, € stato definitivamente dimostrato che i depositi cellulari sensibili al
NAADP erano situati presso un polo cellulare (dove erano localizzati gli organelli), ben
separato e addirittura opposto a quello in canerinvece disposti i componenti cellulari
sensi bili al 3 dqlad P rAarhes, 2800). Questis dPganelli sono stati
successivamente identificati come granuli di riserva, organelli simili ai lisosomi di cui
rappresentano | 6 e tpuwavadaricaeorditmare (Chunchili ebah,2002), n .
la cui scoperta & stata poi confermata anche nelle cellule di mammifero (Kinnear et al.,
2004). In seguito & stato suggerito che il recettore del NAADP potesse risiedere sulla
membrana degli organelli astenuto acido, dal momento che il rilascio dfCadotto

dal NAADP veniva inibito dallodutilizzo
stoccaggio dell o ione negl:| organel | i ac
bafilomicina e I'agete lisosomotropo gliciL-fenilalanina2-naftilamide (GPN) (Churchill

et al., 2002). Di recente, i canali voltaggio dipendenti a due pori (TPC) espressi sulle
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membrane lisosomiali ed endosomiali sono stati proposti come potenziali recettori del
NAADP (Cakratft et al., 2009).

Ulteriori informazioni sul meccanismo di rilascio di Cindotto dal NAADP sono state
ottenute utilizzando le uova di stella di mare come modello sperimentale. E stato
dimostrato che il NAADP provoca un aumento dei livelli intracafiubello ione C&
selettivamente nella regione corticale delle uova di questo animale (Flash Corticale; FC) €
che tale risposta dipende dall o6influsso
del |l 6attivazi one #ddiettauveraolintemo regolata eal MAADP C a
(Mocci a et al ., 2003) . I n segui tandotto” s
dal | 6 azNAADP gotrebbel essere mediato dai canali permeabili al calcio regolati
dallo svuotamento dei depositi intracellulari (SOC)guanto lo svuotamento degli stessi
tramite tapsigargina, promuove il medesimo influsso df Gafine, si fa sempre piu strada

| 6i potesi che proprio il NAADP pgadedd daDs
indotta dallo spermatozoo amplificatau c c essi vament e dsalhfattic ADP
nelle uova di stella di mare alla fecondazione la prima risposta al calcio avviene a livello
del cortex dell 6uovo (FC) ed  mediata d

Moccia et al., 2003;@6).
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1.11. Il segnale C& alla maturazione.

Quando gli ovociti immaturi sono iniettati con coloranti sensibili af*Gad esposti

al | 6 az il-BA e anche $elsi&isualizza un aumento transitorio dei livelli 6f Gl
citoplasma e nel nucl eo nel giro #dchella poc
ripresa del ciclo meiotico € stata oggetto di un acceso dibalt#oprima evidenza
sperimentale che I'ormone della maturaziorddA fosse capace di indurre un aume di

Ccd" intracellulare negli ovociti di stella di mare risale agli studi effettuakarthasterias
glacialis (Moreau et al., 1978). Questi ovociti manifestavano un aumento®tia@ehe in
assenza dell o i one nel | 6 ac gndieanda che lmauae
provenienza era da ricercarsi nei depositi intracellulari, contrariamente a quanto dimostratc
successivamente per altre specie (Deguch
sull 6i mportanza del tueatione roeiotjzae arana stati imisulpti e s
sulla mancanza di rilevare alcun aumento di*@apo stimolazione ormonale ovociti di
altre specie di stella di mare comisterias forbense Asterina miniatgDorée et al., 1990).
Insieme ai dati sperimentalied 6 aument o a r°tintrhdelclara nediant e |
microiniezione di InsPesogeno non induceva la ripresa del ciclo meiotico in assenza di 1
MA (Picard et al.,, 1985Cos?® come | 6inibizione zeomrlnet t i
peptide specificol(sPs-spong¢ ¢ h e s e q uzewerttual@entprodotidriom aveva
influenzato il processo di maturazione (lwasaki et al., 2008 'aumento di Cada &

MA non rivestiva un ruolo decisivo nella maturazione meiotica dagiciti fu provato
mediante l'uso di agenti tampone defCaome il BAPTA ed EGTA che microiniettati
negli ovociti e pur sequestrando il calcio non inibivano la maturazione meiotica indotta da
1-MA negli ovociti di Asterina miniata(Witchel e Steinhardt1990). D'altra parte, la
microiniezione del BAPTA direttamente nel nucleo impediva la GVBD e la continuazione
della maturazione meiotica negli ovociti Ai pectinifera(Santella e Kyozuka, 1994).
Questi risultati hanno evidenziato la cruciale importanza d&li@eleare ed in particolare

del suo aumento nel controllo della meiosi (Santella e Carafoli, 1997; Santella et al., 1998).
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Di recente, analisi spazitemporalide | | 6 aument o da :Mé&,aHamo o [

di mo st r endadali C&Isi propaga negli ovociti con un meccanismo che & diverso da

quel | o del? idnescathalal dontattaC@n lo spermatozoo alla fecondazione.
Il nnanzitutt ed inddtatuoneah® &i osserva pechi
MA ha sempre origine all éemisfero veget:

esposta all'ormone e si propaga solo attraverso la porzione corticaecondo luogo,
'onda da AIMA arrivaal 6 emi sf er o ani mal e molto pi % v
al | 6 o n%generta all€facondazio(®0 s) (Kyozuka et al., 2008 terzo luogo, &

stato chiarito che il secondo messaggero NAADP non contribuisce a questo aumento d
Ccd* poiché il NAADP, negli ovociti di stella di mare, promuove un ingresso di*Ca
dal | 6dest erMAdibera in@ai intraeellulare anche in acqua di mare artificiale
che non contiene calcio (Moccia et al., 2003). Allo stesso modo, si € escluso il contributo
del cADPR in quanto gli ovociti diA. pectiniferanon manifestano alcuna risposta in
termini di rilascio di C& d o p ancapirfgdi tale messaggero (Kyozuka et al., 2008).
Infine, risultati sperimentali aggiuntivi hanno messo in discussione il coinvolgimento
d e | | 30nklla $bPrazione di calcjoperché e stato dimostrato che $ie/3122 (un
inibitore della sintesidiingf che | 6eparina (un i)rlietanot or
profondamente | a struttura deae hdrganzzariaen a
struttur al ecitodckeletrotnella regioneacorticad degli ovociti gioca un ruolo
cruciale nella regolazione delle modalita spaeimporali di rilascio di CH indotta

dal | 6 ocommecewidenziato dalle alterazioni della asta al calcio dopo trattamento

con XMA quando venivano utilizzati vari agenti che promuovono la polimerizzazione o la

depolimerizzazione dell dactina del a®&i t os
(LAT-A) , Ina & jasplakinolide (JAS) @nibitori delle proteine G (Kyozuka et al.,
2008; Kyozuka et al., 2009). nol tre | a riorgani zzazione

operata mediante pi#riezione nel citoplasma degli ovociti di stella di mare della cofilina,

una prot ei na imamiBuengandonre éagua stauttuta,drewuceva un rilascio di
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Cd'corticale con unbéampiezza due volte mas
2006).

Durante la maturazione meiotica degli ovociti di stella di mare, i meccanismi di rilascio di

cd" intracellulare a | fine di produrr e Z?lalladfecpndazionp r i a
vanno anchodessi incontro ad un processo
ottimale per la fecondazione rilasciano una quantitd maggiore’tiirCasposa al | 6 a z |

deisecondi messaggeri IngMAADP, cADPR e dello spermatozoo se comparate al calcio
liberato dagli ovociti immatur{(Chiba et al., 1990; Nusco et al., 2002; Santella et al.,
2000). Pertanto la microiniezione della stessa quantita di indece un maggiore rilascio

di C&* nelle uova mature se confrontate agli ovociti immaturi. Infatti, piti lungo & il tempo
di esposizione degli ovociti adNMIA, maggiore & la quantita di &aliberata (Lim et al.,
2003). Negli ovociti di mammifero la maggiosensibilita deglistoresd i calnsPi o a
delle uova mature e dovuto alla maggiore esjpasse alla redistribuzione dedhsP;R
(Fujiwaraet al., 1993). Invece neghvoci t i di stella di %mare
st i mol atszaoncadudad héndalld diversita dpeessione e localizzazione degl|
InsPR (Iwasaki et al., 2002), né dalla maggiore quantita di’ @epositato nel RE, in
quanto anche gli ovociti immaturi non trattati coMA sono in grado di rilasciare la
stessa gantita di C&" delle uova mature se si microinietta nel citoplasma una quantita di
InsP; 100 volte maggiore (Chiba et al., 1990; Lim et al., 2003). Nella specie mediterranea
di stella di mare utilizzata nel laboratorio dove ho svolto la tesi di dottdiapparente
sensibilizzaziapparveer begaltéal naPl o stato
citoscheletro. A riprova di quanto affermato, quando il processo di maturazione veniva
indotto in presenza del farmaco depolimerizzante 444Til rilascio di C&* stimolato

d a | | s&isutagaPfortemente inibito (Lim et al., 2003). In linea con un ruolo cruciale
del |l actina del citoscheletro nella mod
trattamento delle uova mature @i aranciacuscon LAT-A é camce di indurre sia

| i ngred$dal tékesCarno (FC) sia | a sua |Ii
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minuti dopo l'incubazione (Lim et al., 2002). Il massiccio rilascio di Galotto da LA

A caratteristico delle uova mature, non e stimolatolinegociti immaturi. Occorre
sottolineare che in aggiunta ad una riorganizzazione del RE durante la maturazione deg|
ovoci ti di stella di mar e, anche | 6actin
nella sua struttura e che tale ristrutturazicaggiunge il culmine al momento della GVDB
(Jaffe e Terasaki , 1994). C pl ausiddllé | e
uova mature si verifichi parallelamente ai cambiamenti morfologici del RE, che sono
dipendendsti dalla riorganizzaziom deimicrofilamenti (Fitzharris et al., 2007) cosi come
dai mi crotubuli (Whitaker, 2006) . Las cor
manifestava un ritardo di 30 minuti negli ovociti di stelle marine preincubate con
Roscovitina, un inibitore spéico di MPF (Lim et al., 2003). Nella stella, a differenza di

altre specie animalMPF non fosforila direttamenggi InsPR (Machaca et al., 2007; Lim

et al ., 2003) . E | &iindottd daZ AT medianteeihcubaziodea s ¢
con Roscovitina ~ una chiara i ngpotebbei on
di pender e dal ri ar r anagscheetne mt sequital @d ksfiaa c t |

fosforilazione della cofilina ad opera delPF (Lim et al., 2003).

Durante la maturazione meiotica, anche i meccanismi di rilascio déldpendenti dal
CADPr e dal NAADP risultano sensibilizzati. La fotoattivazione daebed cADPR
iniettato negli ovociti di stella di mare induce multipli rilasci d?Ogella regione corticale

che successivamente diffonde all'intera cellula. Nelle uova mature, invece, la
fotoattivazione dekagedcADPR induce un aumento di €ada uno o due siti, che &
seguito dal flash cortical @ ne tdualtlo' ullétueorv
al., 2002). Anche il rilascio di G&(che & fortemente dipendente dalla presenZd Ca
all 6est er no) DPilipechtw intracelluthranente Maggiore nelle uova mature

di stella rispetto agli ovociti immaturi. Inoltre, fisposta al C4 indotta dal NAADP nelle

uova mature € piu sensibile agli inibitori dei canali voltaggio dipendenti di tipo L rispetto

agli ovociti immaturi. Questi risultati sono il linea con i cambiamenti delle proprieta
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elettriche della membrana plasicat che si verificano durante la maturazione meiotica

degli ovociti (Santella et al., 2000).

1.12. Il segnale C& alla fecondazione.

L'interazione spermatozagovo inizia con una serie di eventi morfologici e fisiologici, che
coinvolgono ilr i conosci ment o, | 6adesi one e | a f
massiccio rilascio di G4 costituisce uno tra primi eventi che si verificano nel citoplasma
delle uova fecondate in tutte le specie studiate, dagli invertebrati ai mammiferi. marin
Léoaumento di calcio attiva | 6uovo fecond
embrione (Ciapa e Chiri, 2000). Nelle uova di stella e riccio di mare l'aumento

intracellulare di C& origina in maniera simultanea dapprima a livello della sugierfi

Questo aumento di €ac or t i cal e ~ s e g G'ichewrigideadal sito &io n d
i nterazione con | o spermatozoo e attrave
pol o opposto dell duovo (Fig. |IGC& pu)averefa s e

forma di un singolo picco transitorio, come nei ricci e nelle stelle di mare, o di oscillazioni
ripetut e, come nei topi , nei criceti, ne
Santella et al., 2004). La fecondazione neglentebrati marini di solito si verifica al di

fuori del corpo degli animali, e quindi richiede un meccanismo estremamente sensibile e
coordinato di chemiotassi tra | e uova e
vengono rilasciati a mare (Safla e Chun, 2011). Il riconoscimento e l'interazione delle
molecole presenti sulla superficie spermatica ejeigl coatd el | uovo rappt
primo passo della fecondazione spexpecifica che successivamente porta all'attivazione
reciproca deglspermatozoi e delle uova. Quando lo spermatozoo prende contatto con il
jelly coat i componenti specie peci f i ci di guestoul timo ir
( RA) nell o spermatozoo. Negl i echinoder

acrosoniele presente nella testa dello spermatozoo che %-rediata. La vescicola
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acrosomiale contiengna grande varieta di enzimi digestivi, che scavano letteralmente una

via doébaccesso attraverso | 6altr i nedyncoat i n
sulla superficie dell uovo. Durante | a F
struttura tubul ar e, definita per | appur
actina. | tre componenti dglly coatn o t i per i | bcarelaRAnNalle $telle n e

di mare sono: ARISAR-InducingSubstance, ossia sostanza che induce la RAARKS,

e asterosap (Hoshi et al., 2000). ARIS e una glicoproteina solfatata ad elevato pesc
molecolare, che per funzionare richiede un cofattiifesibile, la saponina steroidea-co
ARIS. Nel riccio e nelle stelle di mare, asterosap lavora come agente chemiotattico che
stimola la guanilato ciclasi (il recettore per asterosap) che si trova sulla membrana
plasmatica del flagello e stimola la moélitdello spermatozoo (Hoshi et al., 2000;

Matsumoto et al., 2008).

1.13. Trasduzione del segnale Ghalla fecondazione.

Léattivazione dell uovo da parte dell o s
generale definito eccitazione cellulare (Galiaet al., 2001). Numerosi studi sulle uova
stimolate di animali marini hanno sottolineato la necessita di un‘adeguata organizzazione
strutturale della zona corticale dell 6uo
della cellula (Wilson é&leilbrunn, 1952; Allen, 1953; Byrnes e Newman, 2014). Le uova di
riccio e stella di mare hanno fornito prove sperimentali essenziali che hanno evidenziato
Il i mportanza della zona <corticale nell 0e¢
elettrici ddla membrana plasmatica e al segnalé*Cllel 1937 Mazia, fu il primo a ad
ipotizzare un aumento di €aalla fecondazione delle uova di riccio di mare (Mazia,
1937), e tale incremento fu visualizzato
da Ridgway solo nel 1977 (Ridgway et al., 1977). Gli spermatozoi attivati e con il processo
acrosomale, inneaao un rilascio di Ca corticale ed un'onda di &ache attraversa I'uovo

di stella e riccio di mare dal sito di interazione con lo spermatozoo fino al polo opposto.
35



Laumento diCdi nduce cos3 | desocitosi dei ellgr an
membrana plasmatica, e il rilascio del loro contenuto nello spazio perivitellino che porta al
sollevamento della membrana di fecondazione.

Anche se da molti decenni lo ione’Ca stato ampiamente riconosciuto come protagonista
nel processo di attvzi one del |l uovo alla fecondazi
trasduzione del suo segnale e sulla natura del rilascio deti@adepositi interni. Ad oggi

sono state proposte tre ipotesi principali sulla modalita con cui lo spermatozoo fecondante
da irizio al massiccio rilascio di Gaallinterno delle uova. Il primo modello si basa
sullidea che lo spermatozoo possa immettere direttamerffedGente la fusione dei
gameti (Jaffe 1983, 1991), in quanto i canali permeabili allo ione presenti sultficsepe
dell o spermatozoo | o render ebbe?dalulnd ecsotne
(Creton e Jaffe, 2001). Una volta entrato, i¥Cpotrebbe quindi agire come ulteriore
innesco per il rilascio dai depositi mediante il meccanismo di CICRalénovo (Jaffe,
1991). Nonostante la constatazione che la fusione spermatozocsia nel riccio di mare

che nei topi precede sempre il rilascio di*Caell'uovo (McCulloh e Chambers, 1992;
Lawrence et al., 1997), una serie di studi hanno gettatoi dutila validita di questo
modello, in quanto l'iniezione diretta di €aelle uova di riccio di mare, di ascidie, o di
mammiferi non riesce ad indurre un ulteriore rilascio di*@@#hitaker e Swann, 1993;
Swann e Ozil, 1994). Inoltre, nel topo non gistra alcun aumento della concentrazione
citoplasmatica di Ca durante la fusione dei gameti (Jones et al., 1998).

Il secondo modello proposto si basa sullidea che lo spermatozoo introduca un fattore
citoplasmatico solubile nell'uovo al momento delleofedazione. Questa ipotesi & basata
sulla scoperta che la microiniezione di estratti citoplasmatici dello spermatozoo inducono
aumenti dei livelli del C# citosolico nelle uova dei ricci di mare (Dale e Santella, 1985),
dei vermi marini (Stricker, 19973elle ascidie (Kyozuka et al., 1998) e di diverse specie di
mammi f er i (Swann, 1990; Wu et al , 1997)

mimando quanto avviene alla fecondazione. La natura del fattore sembra, comunque
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variare tra i diversiphyla Nelle ascidie esso sembra essere una proteina, poiché é
termol abile e sensibile alldazione dell e
e inizialmente pensato che i fattori putativi rilasciati dallo spermatozoo potessero essere
| 6 138 iENAADP (Whitaker e Irwine, 1984; Churchill et al., 2003), mentre nelle uova di
topo e stata proposta quale possibile fattore spermatico, una proteina solubile come
l 6oscillina, che si di ffonde nel citopl a
et al, 1996). Piu di recente, nei mammiferi € stata individuata una specifica isoforma della
PLC, | a PLCeg, presente nel citopl as ma
sufficiente a produrre oscillazioni ed un normale sviluppo embrionale fino allo stadio di
blastocisti (Saaunders et al., 2002). E stata percid proposta come potente fattore spermatic
i n grado di fungere da agente fisiologic
et al., 2006).

La terza ipotesi suggerisce che il ligando presente sufiarficie dello spermatozoo possa

i nteragire con il recettore sulla superf

InsB medi ant e | 6attivazi one del | a PLC, a

‘N

associati a proteine G. Questo modelleastenuto dalle analisi sulla tempistica della
rottura dei granuli corticali nelle uova di riccio di mare in seguito alla microiniezione di
InsP; e dalla considerazionehe linibitore delle proteings, il GDP-guanosings-0-2-
tiodi fosfato s(c@DPIb&G9t,tiivlmge dine del | e uo\
(Turner et al ., 1986,; Mo hr i e Hamaguchi,
non sono stati del tutto verificati in quanto potrebbe agire in maniera aspeatafiede alte

concentrazionutilizzate (Crossley et al., 1991). Un'altra versione leggermente diversa del

model | o di attivazione dell duovo tramite
trasduzione del segnal e medi ata dadlLA.lea t i
PLCo si attiva quando i -243SHB)iinterdgiseonocannd n i

tirosin-chinasi. Esistono diverse evidenze sperimentali che suggeriscono che una Src

chinasi sia responsabile dell ' atreemali on
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animali. L'attivazione della PLC in questa via di segnalazione puo portare alla produzione
d e | |30ddnils fuccessivo aumento di Tadur ant e Il “attivazi o
fecondazione (Runft et al., 2002; Townley et al., 2006). Questa iigotgportata dalla
scoperta che lmicroiniezione della protein&rc umana non fosforilata nelle uova di stella,
induce un aumento di &ae la sintesi del DNA (Giusti edl., 2000). Inoltre proteine
ricombinant.i contenent.i e intbigceno dpecificamente S H
guesta 1isofor ma, ma non |l a PLCbHh, *Hllaoc c :
fecondazione, suggerendo& t t i vazi one cahsebuerde fdPmadane dclask |
(Carroll et al., 1997). Quindi, mentre il ruolo centragd'attivazione delle uova di stella di
mare  stato attribuito alla PLCo, resta
spermatozoo e i componenti della via di trasduzione del segnale che culmina
nel |l 6atti veaknasnne dell a Srec

Per lung tempo, I'aumento iniziale del €aitosolico al momento della fecondazione &
stato considerato come un evento scatenato principalmente in risposta alla sintesi di InsF
(Runft et al., 2002; Whitaker, 2006; Miyazaki, 2007; Ducibella e Fissore, 2008jnil p
studi sui ricci di mare hanno documentato un aumento sostanziale di polifosfoinositidi
nelle uova fecondate (Turner et al., 1984), e la generazione diitneghcomitanza con la
compar sa dée*(Cidpa et d.al93P). In Ihea con lideaech | § dvaigs Bn

ruolo fondamentale nello sviluppo della risposta &' ®@alle uova fecondate, si & aggiunta

| 6evi denza che nel | e3R wvenivaao intiti madianpedeganmn c u i
anticorpi specifici non siisualizzavano |earatteristiche oscillazioni di ain seguito al
contatto con lo spermatozoo (Miyazaki et al., 1992). Una simile inibizione del seghfle Ca
alla fecondazione  stata osservata nei
2005), suggerendo ilruml i ndi s p e n s3aebprocesso.d @thvia,Gall congapio dei
mammi f er i, i ruol g alp fe@mdaziork enonaé completdneehte 6
chiaro negli echinodermi. Esperimenti condotti sulle uova di riccio di mare non hanno

mostrato alcuna @ocidenza temporale tra il momento di maggiore aumento della
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concentrazione di IngPe | a gener azi on?% npidtesto| Knizio d a
del | 8i ncr ehveincidava corelinnal@amento della concentrazione di un altro
secondo messaggero, il cGMRa precedeva I'aumento di CADPR e ksR quanto il
notevole aumento dei livelli di IngRavveniva solo dopo che il rilascio di €asi era
avviato (Kuroda et al., 2001). Inoltre, monitorando le variazioni dei livelli dp Bifla
membrana plasmatiazelle cellule viventi in tempo realenediante l'uso del dominio PH
della PLCU 1 , reso visibile mediante marcatur :
nelle uova di stella di mare il PiRBulla membrana plasmatica iniziava a diminuire 10
secondi dopd 6 avvi o de*ladopemn dailo spermat@zao fecondante (Chun et
al ., 2010). Quindi, questi gconeinhesca primarig et
del segnale C4nelle uova di echinodermi alla fecondazione.

Sebbene il cGMP e il cADPRducano un aumento intracellulare defCguando iniettati

nelle uova di molte specie in cui i RyR sono presenti, & stato possibile confermare il
contributo del cADPR nel rilascio di €aal momento della fecondazione solo nelle uova

di riccio di mare,m c u i i c ADPR viene generato do
durata del transiente di €a(Leckie et al., 2003). Infatti l'inibizione dei RyRs tramite
rutenio rosso o una grande quantita di rianodina (Gerasimenko e Gerasimenko, 2004), no
compranette la genesi dell'onda di €4Moccia et al., 2006).

Nell a stella di mar e, [ r i -BlHpdADRY, t(che blodtae |
specificamente il rilascio di Gamediato dal cADPR)non manifestaalcun effetto sul
segnale C4 alla fecondazioneha messo in discussione il ruolo del cADPr nel
meccanismo di CICR della risposta al*Calla fecondazione. Anzi & stato dimostrato per

l a prima volta c¢ heunchgmgdel cADProcket davrelotbhe agird stia |
RyRs localizati sul RE & fortemente dipendente dalla presenza@irCal | 6 ac qu a

in cui i gameti sono sospesi (Nusco et al., 2002).

Il terzo secondo messaggero che pud rilasciare @l fecondazione nelle uova di

echinodermi e il NAADP. La fotoattivazionellcagedNAADP sia negli ovociti immaturi
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che nelle uova mature di stelle marine induce I'aumento diu@iformemente distribuito

in corrispondenza della zona periferica delle cellule, sotto forma di un flash corticale che
poi si propaga centripetamenteme un‘onda (Lim et al., 2001; Santella, 2005). Questo
flash corticale prodotto dal NAADP, che ricorda molto quello indotto dallo spermatozoo,
risulta essere strettamente dipendente dalla presenzd’di@l | 6 acqua di ma
ed & completamenieaibito dagli antagonisti dei canali del €ali tipo L. Il Laboratorio

dove ho svolto questa tesi ha dimostrato che AADP pu, indur rfe |6
dall'acqua di mare attraverso un canale ionico voltaggio dipendente. Siccome la risposta a
NAADP viene bloccata anche da concentrazioni piu basse di inibitori dei SOC, e stato
suggerito che esso possa agire attraverso un canale simile ai TRP, recettori canale ct
determinano variazioni transitorie di p
NAADP puo simulare l'effetto dello spermatozoo fecondante innescando la
depol arizzazione dell a membrana plasmat.
cd”*, hasuggerito che il NAADP possa essere coinvolto nella generazioneCdénfatti

la desensitizzazione dei recettori del NAADP con bassissime dosi di ligando impediva alla
fecondazione l'insorgenzdel potenziale di fecondaziongelle uova di stella di mare
(Moccia et al ., 2006) , e r i dhe delevoade ti &2 mp i
nelle uova di riccio di mare (Churchill et al., 2003). Nella stella di mare la rispost&'di Ca

al NAADP non e influenzata dallo svuotamento del contenuto lisosomiale con
bafilomicina A1 o GPN, o da altri agenti che bloccano I'attvaz dei recettori per Ingke

RyR (Moccia et al., 2006). Poiché NAADP é responsabile anche della genesi del F
nelle uova di riccio di mare, & stato proposto come possibile fattore spermatico inoculato
dall o spermatozoo nel ntoidelafedoralazione (Chuechill ed u o
al., 2003). Ipotesi giustificata dal ritrovamento di alte concentrazioni di NAADP nello
spermatozoo attivato, di ben 5 volte maggiori rispetto ai corrispettivi privi del processo
acrosomale (Billington et al., 2002). ffavia, l'identita e la natura dei depositi di’Ca

sensibili al NAADP sono ancora oggetto di dibattito. E stato propostid B#ADP possa
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agire su organelli simili ai lisosomi, a contenuto acido, per indurre il rilascio’dj €ahe

la loro localizzamone in prossimita del reticolo endoplasmatico possa amplificare l'onda
(Churchill et al., 2003). Si e ipotizzato poi che gli organelli acidi su cui adi$¢8ADP
contengano una nuova classe di canali permeabili al calcio. Sono state proposte tre
isoforme di canali a due pori (TPC) come recettori pedAADP, ed e stato dimostrato

che tutte sono localizzate nella zona corticale degli ovociti e delle uova di stella di mare
(Ramos et al., 2014). Anche se i TPC possono essere associati ad endosomi € lisosorn
tuttavia, il loro coinvolgimento nel rilascio di €asotto l'influenza di NAADP & stato
recentemente messo in discussione dall 0e:
sodi o e | a | or o as{Wangetial.a201P)elfadih accoro coratdld 06 |
tesi, il knock downdei TPC nella stella di mare non riesce a influenzare in modo
significativo la risposta di G indotta dallo spermatozoo (Ramos et al., 2014). Un
supporto all'idea che i lisosomi siano organelli coinvolti netecaaismo di rilascio del

cal ci o st adteon zfao rcnhiet ol ed ARGHoohewsintetizzanb cCABPRo @
a partire dal NAD e NAADP dal NADP, sono localizzate nel lume dei granuli corticali
nelle uova di riccio di mare. E stato dimostrato che il cCADPR viene sintetizzato localmente
nel  ume dei granul i a contenuto acido c

geneareilsegnale Cae gui dare | desocitosi (Davis et
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Figura I, 4. Aumenti di Ca** intracellulare nelle uova fecondate di stella e riccio di
mare. Le uova diA. aranciacuse P. lividusstate microiniettate con coloranti per il calcio e
poi fecondate al fine di monitorare i cambiamenti dei livelli intracellulari dello ione. (A)
Le immagini in pseudaolore corrispondono al momentaneo aumento dei livelli df Ca

nel t empo dodpgh spérrbakogog iLes imageni al microscopio ottico |l
sollevamento della membrana di fecondazione nelle uova che sono state attivate dallc
spermat ozoo. Per dare undéidea della diff

alto) e ricci di mare (i basso) sono state rappresentate nelle loro reali dimensioni. (B)
Grafici che mostrano | 6*adeltt aione fedordatedde siella ¢
(rosso) e riccio di mare (blu). (C) Le stesse curve sono state tracciate su una scal:
temporale diversger illustrare il momento di inizio del rilasciodi€®a L' i ni zi o
globale e stata stimata estrapolando le porzioni lineari delle curve per l'asse del tempc
(linee tratteggiate). Si noti che il primo spot di’Csi osserva molto prima nella K&
rispetto al riccio di mare in relazione alla comparsa del flash corticale (frecce).

(Modificato da Santella et al., 2015)

1.14 Meccanismi di blocco alla polispermia.

Per un normale sviluppo embrional e uovo. ess
Pertanto in natura la maggior parte delle specie animali ha sviluppato meccanismi diversi
per bl occare | 6entrata di pi % spermatoz
soll evamento della membrana di fdel grannlid a z i
corticali & da sempre considerato un meccanismo fisiologico di prevenzione

del |l 6attivazione delle uova da parte di
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sviluppo embrionale (Schuel, 1985). Una prima convincente ipotesi sulla sequenza di
eventi che blocca l'ingresso di piu spermatozoi nelle uova di riccio di mare fu elaborata da
E.E. Just, che riteneva responsabile del meccanismo di blocco alla polispermia non gia i
sollevamento della membrana di fecondazione pegidséa la lentezzaon cui la reazione
corticale avvenivg)quant o piuttosto il cambi ament o
affinché tale sollevamento abbia luogo. Pertanto tale blocco non era da ritenersi una mer
barriera meccani ca dat arand di fetobdazsoheapoiohe essof i
si realizzava molto prima che tale membrana si fosse sollevata (Just, 1939). Egli sugger
che le uova di ricci nelle loro condizioni fisiologiche ottimali non sono mai polispermiche,
ma lo diventano soltanto in seguitorattamenti capaci di arrecare danni alle loro zone
corticali. Alla fecondazione subiscono un cambiamento strutturale rapidissimo che si
estende dal punto di contatto del primo spermatozoo all'intera superficie dell'uovo che
respinge tutti i successivi (Jud919; 1930; 1939). L'idea che il blocco alla polispermia
possa repentinamente stabilirsirenl-3 s econdi d alld gpermatomoo haz i o
portato al suggerimento che il blocco veloce alla polispermia sia dovuto alle rapide
variazioni del potenaie elettrico della membrana plasmatica dell'uovo. Infatti il tasso di
rifecondazione nelle uova di riccio di mare si riduce di un fattore di 20 (Rothschild e
Swann, 1950). Nel 1976, Jaffe ha suggerito che il blocco veloce per la polispermia nelle
uova diriccio di mare potesse essere mediato da cambiamenti elettrici del potenziale di
membrana (Jaffe 1976). Cosi come i neuroni e le cellule muscolari, gli ovociti e le uova
sono cellule elettricamente eccitabili. Pertanto € noto da tempo che gli ovociti degli
echinoder mi possono generare potenzial.]
stimoli (Tyler et al., 1956). Nelle uova di riccio di mare, il potenziale di membrana a riposo
delle uova subisce una rapida depolarizzazione dopo la fecondazione. (mdm r
cambiamento del potenziale di membrana e costituito da tre fasi distinte. La prima risposte
pu, assumere |l a forma di un piccol o fAgra

uova con un basso potenziale di riposo (ck8@ mV), o di un massiaz potenziale
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d'azione nelle uova ad alto potenziale di riposo (ciB8@& mV). In entrambi i casi, la

ri sposta elettrica iniziale  seguita da
di attivazioneo o fpot en zarnaalmentedilivellf ppsitiein d a
per piu di 5 minuti fino a quando inizia a diminuire di nuovo fino a raggiungere i valori
iniziali del potenziale di riposo entro 10 minuti (Dale et al., 1978; Hinkley et al., 1986;
McCullow e Chambers, 1992). Nel riccitromgilocentrotus purpuratusdl potenziale di
attivazione viene raggiunto entro i 3 secondi successivi allapparente contatto con lo
spermat ozoo, una tempistica plausibile a
bl occo vel oce alaldaun pploccoi elefirieor atte @olispermia ié ctata
sostenuta da molti altri studi in cui l'ingresso degli spermatozoi veniva impedito
mantenendo i potenziali di membrana a valori positivi in diverse specie, come ricci di
mare, rane e vermi marini (Goubnero et al., 1979; Cross e Elinson, 1980; Lynn e
Chambers, 1984). Tuttavia, nessun altro sperimentatore € riuscito successivamente
confermare alcun blocco veloce nelle uov&dpurpuratugByrd e Collins, 1975), percio
ancora oggi l'esistenza del bloceeloce negli echinodermi rimane controversa (Dale e
Monroy, 1981). Pertanto | 6idea dell 6inso
ampiamente contestata (Just, 1939; Dale e Monroy, 1981; Dale e De Felice, 2011; Dale
2014) . | nf antctoir pquandond 6del |l o sper mat oz
mediante l'aggiunta di acqua di mare calda contenente un dete@feisecondi dopo la
fecondazione, si riusciva sorprendentemente a fecondare nuovamente le uova in prossimit
delle zone preced&amente non coinvolte nel processo, una chiara indicazione che il
blocco alla polispermia fosse maggiormente legato ai cambiamenti locali nella corteccia
del | uovo (Al l en e Hagstr®°m, 1955) . Un' a
allapoliser mia  stata fornita dall devidenza
potenziale di membrana delle uova di riccio di mare a valori negativi, si riusciva comunque
ad ottenere una fecondazione monospermica, € non polispermica (Dale e De FElice, 20

Studi fisiologici e morfologici hanno suggerito che gli ovociti immaturi di riccio di mare
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sono piY¥% ricettivi agl i spermat ozoi risp
ovoci ti i mmat ur i non sper i meivat apecdetati datue s o
gran numero di spermatozoi, anche se il primo spermatozoo induce comunque un aument
del potenziale di circa 50 mV di ampiezza (Dale e Santella, 1985). Tale risultato sottolinea
| i mportanza del |l a di ftthrale delcatex degledvdcit eodelig a n
uova mature nel regolare la fecondazione monospermica, e suggerisce la potenzial
esistenza di un numero limitato di siti di interazione sulla superficie dell'ovocita che
possono diventare meno ricettivi nel corgdlal maturazione meiotica. Inoltre la differente
organizzazione strutturale del cortex delle uova di riccio e di stella di mare € che sono
fecondati a stadi diversi della maturazione meiotica € responsabile della variazione nel
patternd e | | 6 a u memin rsposta allocspeln@atozoo. Ad es. nel riccio di mare il
flash corticale, che rappresenta il primo cambiamento rilevabile dei livelli di Cae
precede la pit definita e ben nota onda di*Cadura circa 8 econdi(Chun et al., 2014).
Tenendo contehe la risoluzione temporale del sistema di rilevamento dél Eaferiore

a quella wutilizzata per | el ettrofisiolc
rilascio dello ione CH, rispecchia perfettamente il periodo di latenza di &8oad
misurato con tecniche elettrofisiologiche (Dale et al., 1981). Data la sua rapida comparse
sincrona in tutta la superficie dell'uovo, si ritiene che il flash corticale nelle uova &eond

di riccio e stella di margos® essere causato dall'influssoC&*d al | 6 ambi,ent e
che e dipendente dalla organizzazione strutturale dei microvilli sulla cui supeditie
inseriti i canali del C&" sensibili ai cambiamenti di voltaggio, e gdi inibiti dalla
nifedipina (Shen e Buck, 1993; Nusco et al.,200 flash corticale nelle uova fecondate

di stella di mare € molto piu piccolo e di breve durata (cir®as2cond), ed e a volte
difficile da rilevare anche mediante metodi elettrofisiologici. Cosi, tra le uova di riccio e
quelle di stella di mare esbno differenze nella generazione e durata del segnéie e
viaggia in parallelo con quello dei cambiamenti elettrici della membrana plasmatica che

sono intimamente legati alla morfolagdel cortex delle uova. Tatiifferenze potrebbero
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derivare dHa natura intrinseca delle zone corticali delle uova, che infatti mostrano una
diversa organizzazione strutturale nelle due specie esaminate (Dale et al., 1981; Puppo ¢

al., 2008; Chun et al., 2014).

1.15. 1 ruol o del | & asciiicd allafedondazioree go | a z |
Léactina  una proteina di 42 kDa che
in tutte le cellule eucariotiche. | filamenti di actina insieme con i microtubuli e i filamenti
intermedi costituiscono ititoscheletro. Essa e implicata nella regolazione di diverse
funzi oni cell ul ari cC 0ome la motil it "™, i
secrezione, la fagocitosi e la citochinesi, mentre I'actina nucleare puo regolare I'espression
genicae la regolazione della trascrizione (Gieni e Hendzel, 2009).

La prova <che i filament. di actina dell
spermatozoo é nota da decenni. Nelle uova di riccio di mare, I'actina si polimerizza tutto
intorno al sito dlegame con lo spermatozoo per formare una protuberanza citoplasmatica
corticale (cono di fecondazione), una st
dello spermatozoo (Cline et al., 1983; Hamaguchi e Mabuchi, 1988; Kyozuka e Osanai,
1988). Tale processo avviene in concomitanza con la traslocazione delle fibre di actina
verso il centro delle uova fecondate (Terasaki, 1996). Nel verme marino Annellida
(Pseudopotamilla occeldta lo spermatozoo interagisce con i lunghi microvilli che
attraversaa | a membrana vitellina dell uovo a
si realizza all'attivazione ovocitaria, e questo porta alla formazione del cono di
fecondazione che incorpora la spermatozoo (Nakano et al., 2014). La formazione del conc
di fecondazione & preceduta da un aumento di @zla zona corticale del citoplasma in
corrispondenza del sito di interazione con lo spermatozoo, m&'ihGa propaga nel resto
del | "uovo. Solo dopo I 6incorporaziferme d

dell'uovo un secondo aumento di’Cin forma di flash corticale che si propaga verso il

centro della <cellul a. La scoper t“aprededet er
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| 6i nflusso dell o stesso i one dranhtispostadier n
Cd'al |l "attivazione dell 6duovo in molte spe
aumento del Cd intracellulare (Deguchi, 2007). 6 a u me n t*'ccitoplasrhaticE aelle

uova fecondate d?. occelataviene inibito dal U73122d al | 6 epari na, <che
anche | 6incorporazione dell o spermatozoo
eparina possono influenzare l'organizzazione delfectiha corticale nella stella di mare
(Kyozuka et al., 2008; Puppo et al., 2008arebbe interessante verificare se l'inibizione
del |l 6aumento i ni zi?Z%khdkeopetaidi qupsti inbitora dellacva did i
trasduzione del segnale PLC/IgBPpossa essere in parte attribuito alla perturbazione
del | 6acti na deubovafecondatsd®. boedlas(Nakano et a., 2014).

Il dogma centrale del Gasignalling & che i secondi messaggeri che mobilizzano ' Ca
agiscono sui corrispondenti canali ionici per rilasciare lo ione dal lume dei depositi
intracellulari, come il RE, in risposta a vari stimoli. Mentre & universalmente accettato che
l'aumento intracellulare diGa nduce cambi ame n theleto &oriclieg c t i
1989), si sa poco circa i cambiamenti nelle dinamiche del citoscheletro che possanc
influenzare a loro volta il segnale €dntracellulare. Negli ovociti di stelle marine, il
citoscheletro pud svolgere un ruolo cruciale nella regolazidella fecondazione
monospermica (Puppo et al., 2008; Chun et al., 2010; Vasilev et al., 2012).

Alla fecondazione della stella di mare, un lungo filamento acrosomiale fuoriesce dalla testa
dello spermatozoo in seguito alla sua interazione con lo ststéwne deljelly coat
dell'uovo (Just, 1929; Dan, 1954). Questo evento morfologico ha permesso di seguire le
dinamiche spazitemporali del rilascio di Ca indotto dallo spermatozoo e della sua
incorporazione. Lo spermatozoo & in grado di innescare uersandi C&" nel cortex
dell'uovo quando la sua testa si trova molto lontano dalla membrana plasmatica (Puppo €
al., 2008). Si e constatato che, oltre ad impedire l'ingresso geginatozoi, l'alterazione
dedd dani zzazi one st icale delucitoachetetrochd bperéa dicagentin a

farmacologici come JAS,LAR ed =eparina che interferis
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delaFactina ha ripercussione n dnndostooda @MAs u | |
(Kyozuka et al., 2008) ma anche sulieodalitd di rilascio di CH stimolato dallo
spermatozoocosi come in quasi tutti gli altri eventi associati al processo di fecondazione.
1 caso pi Y% embl emati co r i @iucacorstate ¢ché la t r a
superficie delle uovareinietate con eparina, che € normelhte usata come inibitore

degli InsPsRs, rispondeva lentamente al contatto del primo spermatopooriusciva a
produrre un flash corticale ed a prevenire la polispermia. Inoltre, izeg della
successiva onda dCa” risultava ridotta mentre la sua propagazione era addirittura
interrotta. Molte uova fecondate erano polispermiche; e nonostante cio, la diffusione delle
molteplici onde di C& era molto pitl lenta e richiedeva pill tempo per percorrere tutta la
superficiedell'uovo. La forma dei coni di fecondazione era anormale, suggerendo che
| " eparina potesse aver influenzato | o st
corticale delle uova mature. La visualizzazione dellactina ha dimostrato che I'epa
induce effettivamente una iperpolimerizz
osservazioni, S i delinea un interessante

sopprimere il segnale &aesclusivamente come un inibitore farmlagico specifico dei

recettor.i s3,e0rca@ie bisultato debal shaGapacgaRli indurre modifiche nella
organi zzazione strutturale dell 6actina d
che |l egato all 6i mmloyssma ddi pealdeind e d &

strutturale della Factina dei microvilli, in molte uova iniettate con eparina sembra
supportare quest'ultima ipotesi (Puppo e
il citoscheletro, formato da un sesha di strutture filamentose, costituisce non solo
| 6i mpal catura dell e cellule ma contribui:
funzioni . A tale riguardo | d6actina, uno
presente come monomero -f&ina), o in forma polimerizzata a costituire dei lunghi
filamenti (Factina). Questi ultimi subiscono costantemente un processo dinamico di

treadmilling Circa | a met"” del |l 6actina presen
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monomerica (Forscher, 1989k I'equilibrio tra Factina e Gactina € ottenuto
principal mente att rdapvreortseoi nled aczhi gaatirebimgdizngnoor dl |
proteins)come la profilina, (Wolven et al., 2000), la destrina (Ono, 2007), e la gelsolina
(Sun et al., 199). Questa classe di proteineegol a | o stato dell o
mediante meccanismi finemente regolati di taglio, torsione e formazione di legami crociati
dei filamenti di actina (Dos Remedios et al., 2003). L'attivita dedten-binding proteins

ne | controllare | o stato del | 6aeg¢(fLassinge pu,
Lindberg, 1985; Janmey e Stossel, 1987; Sechi e Wehland, 2000; Yin e Janmey, 2003)
Come gia accennato, il BIR una delle molecole chiave nella via di trasduzione del
segnale C&# intracellulare dal momento che funge da substrato per la PLC nella
produzione del secondo messaggero mobilizzatore d&) IBaR; (Rhee, 2001). Inoltre, lo
stesso PIPpud essere considerato un secondo messaggero con molte funzioni cellulari
(McLaughlin et al., 2002; Di Paolo e De Camilli, 2006). Interagendo cawtia-binding
proteins (Hilpela et al., 2004), il PPPé in grado di modulare la loro attivita e la loro
posizione all'interno della cellula, e potrebbe indurre cambiamenti loedlild 6 act i n
citoscleletro attraverso le proteinehe r egol ano | 6assembl ag:¢
del |l 6actina stessa (Sechi e Wehl and, 200
legato alleactin-binding proteins come la profilina (Witke2004), il livello effettivo di

PIP, puo essere modulato localmente e temporalmente al fine di limitare la sua
accessibilitd alla PLC. Quindi, lactin-binding proteinssono in grado di regolare le
dinamiche del citoscheletro e modulare il segnal&” @aracellulare. Il C& a sua volta
potrebbe indurre cambi ament. nell 6acti ne
actin-binding proteinssensibili al C&", come la gelsolina.

| filamenti di actina possono regolare la concentrazione citosolica ol lBaro
modulando l'efficacia dei canali del €aintracellulari, direttamente o attraverso i
cambi ament. secondar.i nella struttura de

durante la maturazione meiotica e la fecondazione puo essere in pastgacaai
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cambi ament. i del |l dactina del citoscheletr
significativi nella conformazione curva della membrana, esso potrebbe anche causare
un‘attivazione meccanica dei canali ionici sul RE mediante la genesiadiensione da
allungamento (Jaffe e Terasaki, 1994; Chun e Santella, 2009). Il collegamento diretto tra i
filamenti di actina e gli Ins§R € stata dimostrata anche in cellule murine dove si e trovato
che essi regolano l'attivita e la distribuzione dal@ dei recettori (Turvey et al., 2005).
Qui ndi , alterando | a struttura dell 6acti
aumentare il rilascio di Gadai depositi interni. Il ruolo regolatore dei filamenti di actina &
stato dimostrato siael fenomeno diingressodi€alal | 6 est erno si-a n
dipendente dello ione attraverso il RE (Rosado et al., 2000; Furuyashiki et al., 2002; Sabalz
et al., 2002; Wang et al., 2002a e b).

Nel quadro generale dei meccanismi di segnalazideé C&* intracellulare e

del | 6i mportanza di u n a -adtira mellae Zoria aortioate gfinchié z z
essi si realizzino senza intoppi, puo essere utile menzionare l'effetto del calcio ionoforo
ionomicina negli ovociti di stella di mare. llanomicina € spesso usata nelle tecniche di
fecondazione assistita umana dopo | 0ini e,
(Yanagida et al., 2008; Ebner et al., 2015; Santella e Dale, 2015) e durante la fecondazion
in vitro di varie specie amali (Swann e Ozil, 1994). Una breve esposizione degli ovociti
immaturi di stella di mare alla ionomicina aumenta i livelli intracellulari df*Ca
facilitando il trasporto dello ione attraverso la membrana plasmatica e dai depositi
intracellulari. Allarmante, perd, € stata la scoperta che la ionomicina induce anche
drastiche alterazioni ultrastrutturali rapide ed irreversibili nella zona corticale dell'ovocita,
che comprendono la retrazione dei microvilli e la fusione dei granuli corticalaltce
vesccole. Analogamentelle uova diA. aranciacusattivatecon LAT-A (Lim et al., 2002)

le uova portatea maturazione dopo breve trattamento con ionomicieafecondate
manifestano una riduzione della lunghezza dei microvilli nello spazio perivitellino, la cui

nor male estensione  indice dei segnali
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(Tilney e Jaffe, 1980). Alla fecondazione, le uova pretrattate con ionwargsibiscono un

lieve aumento di C4, e non riescono né a sollevare la membrana di fecondazione né
tantomeno a manifestare la caratteristica traslocazione centripeta delle fibre di actina
corticale. Queste alterazioni strutturali sono anche causa duualtp tasso di sviluppo
anormale degli zigoti, anche quando la ionomicina viene aggiunta solo dopo la
fecondazione (Vasilev et al., 2012).

Infine, un'ipotesi piu radicale suggerisce che l'actina stessa sia funzionale allo stoccaggic
del C&" nonché del suo rilascio mediante il processo di polimerizzazione e
depolimerizzazione dei filamenti (Lange, 1999). Le molecole di actina in effetti legano il
C&” e altri cationi bivalenti con elevata affinita (Kasai e Oosawa 1968, 1969). Secondo
questa ipotesi, glioni C&* legati alla Factina diventerebbero praticamente inaccessibili
per lo scambio con gli ioni esterni, in quanto il tempo di ritenzione d&l @arebbe
aumentato fino a 3000 volte. In questo modo, Jactiha potrebbe funzionare come un
potenzialedeposito di C& (Lange, 1999). D'altra parte, i monomeri associati & Ca
sarebbero pronti a rilasciare lo ione in cambio df Mipe & 1000 volte piti concentrato nel
citosol. Cosi, la depolimerizzazione dei microfilamenti carichi dfi* Qmo fungere da
meccanismo per rilasciare lo ione in determinati e specifici compartimenti cellulari. In
effetti, la distruzione dei filamenti di actina carichi di“Gamediante trattamento con
ultrasuoni o incubazione con profilind in grado di produrre il rilascioi €& in vitro
(Lange e Brandt, 1996 ; Lange, 1999) . A
coinvolto nella regolazione della liberazione defQatracellulare, ad oggi la pit forte
evidenza sperimentale deriva dai risultati ottenuti sulle uostuma di stella di mard.
aranciacusche, se incubate con LAK, manifestano aumenti di €anella zona corticale,
che poi S i propaga per tutto il citopl as
ripetuti di C&* sono stati osservati solo nelle uova mature e continuano per 3 ore fino a
guando | 6organizzazione dei mi crovil |l S

della LAT-A che sequestrando i monomeri di actinenpedisce la formazione di
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microfilame n t i (Lim et al ., 2002) . Di ver same!
ovociti immaturi di stella di mare con le stesse conceitradella droga depolimerizate

i filamenti di actina non induce alcun rilascio di €a Questi risultati implicano chéa

responsivita allaLAJA° correl ata all e differenze ¢
citoscheletro negld:. 0 V 0 C iovaimatare (him etala 2003n t |
Il risultato che le oscillazioni di Gaindotte da LATA sono bbccated al | 6 epar

potrebbe suggerire che il rilascio @a" da LAT-A sia mediato dalhs® ma

|l 6i nterpretazione di tale fenomeno si C («
corticale (Kyozuka et al., 2008; Puppo et al., 2008). Pertantdrgarassante capire se |l
trattamento con LAJA rende le uova mature ipersensibili al livello basale didnsppure

se la stimolazione con LAR attiva una cascata di eventi che porta alla formazione di
InsP;. Oppure dimostrare che I'aumentato tassdegliolimerizzazione indotto da LAA

possa aver causato il rilascio di “Calalla dissociazione dei monomeri di actina che

precedentemente avevano incorporato lo ione.
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CAPITOLO II: MATERIALI E METODI

2.1. Preparazione dei gameti

Le stelle di maré\. aranciacuse A. pectiniferasono state raccolte durante la loro stagione
riproduttiva nel Golfo di Napoli da gennaio a maggio e nella Mutsu Bay in Giappone da
settembre a novembre, e stabulati in vasche con acqua di mare a temperatura costar
(16°C). Glianimali mantenuti in cattivita non emettono gameti per mancanza di stimoli
ambientali. Il prelievo delle gonadi sia femminili che maschili & stato ottenuto mediante un
taglio sulla superficie delle braccia in prossimita del disco centrale. Tramite umdegge
scuotimento, le gonadi femminili, riconoscibili dal colore arancione, rilasciano
spontaneamente gli ovociti immaturi contenenti la VG che sono filtrati varie volte
delicatamente per non rimuovergelly coat e incubati in acqua di mare naturale itk

(FSW) o in ASW (acqua di mare artificiale: 449,9 mM NaCl, 9.4 mM KCI, 48.2
MgSOy.7H,O mM, 10.2 CaGl2H,O0 mM, 54 mM NaHCQ@ pH 8,2), per almeno 30
minuti prima di iniziare gli esperimenti. Alcuni esperimenti sono stati eseguiti utilizzando
invece CaF®/ (acqua di mare priva di calcio: 460,3 mM NaCl, 9.4 mM KCI, 48,2
MgSOy.7H,O mM, 5,4 NaHC@ mM, pH 8, 2). Ci , per evit e
hanno iniziato spontaneamente la maturazione e che potranno essere facilment:
riconosciuti (per la mancanzall@eVG) e scartati. Le gonadi maschili, di colore bianco,
sono state raccolte in una Eppendorf a secco e conservate a 4°C. NelAasaniiacus,

gli spermatozoi adoperati per gli esperimenti di fecondazione sono preparati diluendo 2 pl
di sperma seccm 1 ml di acqua di mare naturale e poi 20 pl di questa sospensione sono
stati aggiunti ad 1ml di acqua di mare contenente gli ovociti o le uova per ottenere una
diluizione finale dello sperma di 1: 25000. Peipectiniferg invece, la diluizione finalé

di 1:50000.

| ricci di mare adultiParacentrotus lividusono stati raccolti nel Golfo di Napoli durante

la stagione riproduttiva (che inizia a gennaio e termina alla fine di maggio) e stabulati a
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16°C in vasche con acqua di mare circolante. L'induzdmtia deposizione delle uova in
| aboratorio  stata ottenuta attraverso
femmine mentre lo sperma e stato rimosso chirurgicamente dalla gonade maschile. Per g

esperimenti di fecondazione, gli spermatozoi sstadi usati ad una densita finale di -

10° per ogni ml di acqua di mare contenente le uova.

La maturazione meiotica e stata indotta vitro mediante Il'aggiunta dell'ormone 1
metiladenina (AMA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ad una concentrazione finale
di 1 uM per gli ovociti diA. pectiniferae 10 uM per gli ovociti dA. aranciacus Come gia
detto, le uova di riccio di mare che sorsmlate dalla gonade hanno gia completato la
meiosi e quindi non necessitano di alcuna stimolazione ormonale per indurre la

maturazione dopo la dissezione delle gonadi. Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti a

18°C.

2.2. Microiniezione

La microiniezione di sostanze fluorescenti per la misura dei cambiamenti di calcio e per la
visualizzazione della struttura dell 6act:i
inibitori della cascata del segnale calcio €& stata effettuata con uroingttore
programmabile (Narishige PI800) o con un Transjector Eppendorf 5246 accoppiato ad
un microscopio ottico Zeiss dotato di micromanipolatore. Le sostanze sono state rilasciate
mediante micropipette di vetro borosilicato (1,0 millimetro di diamedsterno; 0,58
millimetri di diametro esterno, e muniti di un filamento internott& Instrument, Novato,

CA), e provviste di una punta sottile del diametro di uoram che sono state preparate
con il Puller PN30 (Narishige, Japan). La concentrazidmale delle sostanze iniettate
all'interno delle cellule e fino a 5000 volte inferiore rispetto alla loro coentrazione

nella micropipettad i iniezione ed il vol ume del ma
del volume della cellula. Ovociti e uowan il jelly coat intatto sono stati microiniettati

con una leggera pressione dell'apparecchiatura per evitare un qualsiasi stress meccanico.
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2.3. Cd&*imaging.

| livelli di Ca®" sono stati monitorati iniettando negli ovociti o uova il colorante
fluorescate sensibile ai cambiamenti di concentrazione di questo ione, il Calcium green
488 coniugato ad una molecola di destrano da 10 kDa (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA
ad una concentrazione di 5 mg/ml nella pipetta e sospeso nel buffer di iniezione (IB: Hepe
10 mM, 100 mM LAsp a pH 7.0). Nella maggioranza degli esperimenti, al fine di
eliminare eventuali cambiamenti nel segnale della fluorescenza dovuti al movimento o a
variazioni di volume della cellula durante l'acquisizione, ho iniettato il Calcium gi&&n
insieme alla rodamina (5mg/ml), (Rhodamin Red, Molecular Probes, Eugene, OR) che &
insensibile alle variazioni citoplasmatiche dei livelli di’Carali cambiamenti sono stati
rilevati utilizzando due diverse camere digitali (CCD raffreddat20&C) per ridurre le
interferenze dovute a radiazioni termiche: una MicroMax, Princeton Instruments, Inc.,
Trenton, NJ, montata su un microscopio Zeiss Axiovert 200 con un obiettive Plan
Neofluar 20x / 0.50 con una risoluzione temporale di circa ®&nskccontrollata dal
software MetaMorph (Universal Imaging Corporation); ed una CoolSnap MYO,
Photometrics, montata su un microscopio Eclipse Nikci# Ton un obiettivo CFI60,
controllata dal software NIS Elements (Nikon Instruments Europe BV) in continuo. Le
ruote dei filtri di eccitazione ed emissione (Sutter Instruments, Co, Novato, CA) sono state
controllate utilizzando uno shutter collegato ad un computer (Lambea Butter

Instruments).

2.4. Microscopia confocale

| campioni microiniettati con sondé u or escent i sono stati 0s
due diversi microscopi confocali: uno di tipo laseanning Zeiss LSM 510 META (Jena,
Germania), con eccitazione a 488/520 nnegussione a 500/555 e 560 neguipaggiato

con un obiettivo PlaiNeoflua r 25x/ 0, 80; | 6al tro dlightti p

equipaggiato con gli stessi obiettivi e filtri. Le immagini sono state catturate fil@se
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digitali e I'analisi della fluorescenza e stata effettuata utilizzando il software di analisi delle
immagin MetaMorph Imaging System (Universal Imaging Corporation, West Chester,

PA).

2.5. Colorazione della Factina in cellule viventi

Ovociti a diversi stadi di maturazione sono stati microiniettati con la falloidinaciB88
coniugata ad Alexa Fluor (Invdgen, Eugene, Oregon, USA) diluita in metanolo o 1B, ad
una concentrazione nella pipetta di microniezione di 50 uM per le stelle di mare e 10uM
nel caso dei ricci. Dopo ogni microiniezione, le cellule sono state poi incubate in acqua di
mare per 510 mind i e posizionate in camere appo

microscopio confocale o telecamera CCD.

2.6. Colorazione degli spermatozoi con Hoechst 33342

Dopo aver diluito lo sperma secco in acqua di mare, é stata utilizzata una concentrazion
finale di 5 mM Hoechst 33342 (Sigma) un colorante vitale del DNA per visualizzare gli
spermatozoi. Lo sperma e stato incubato con Hoechst 33342 per 1 minuto a 17 °C prima ¢
essere utilizzato per inseminare le uova. Il numero degli spermatozoi incorpbeatiova

e stato contato in epifluorescenza, utilizzando luce UV (330 nm).

2.7. Trattamento con vari agenti chimici

Tutte | e sostanze chimiche che alteAano
(BIOMOL Research Labs, Inc., Plymouth Meeting,,R/SA), Cytochalasin B (Molecular
Probes), Jasplakinolide (JAS) (Calbiochem, LaJolla, CA, Stati Uniti d’America), ed il
mezzo in cui erano sospese (0,05% DMSO, concentrazione finale) sonausst a
diverse concentrazioni (si vedano i Capitoli 1l e p€r i dettagli) incubando le cellule per
20 mnutinel | 6acqua di emadaate lavagg @rima diieffettuars gli

esperimenti.
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La Falloidina, una sostanza chimica che induce la polimeiiazea dei filamenti di actina,

non fluorescente (Sigmaldrich) e stata diluita in DMSO, ed é stata microiniettata nelle
uova ad una concentrazione finale di 1 mM nella pipetta. Le uova sono state utilizzate pel
gli esperimenti 15 minuti dopo la microiniezione di falloidina. Le uova di controllo sono
state micrmiettate con il DMSO e utilizzate per gli esperimenti 15 minuti dopo.

Gli inibitori dei canali del calcio di tipo L, Verapamil e Diltiazem (Sigilarich, St.

Louis, MO, USA) sono stati diluiti in acqua distillata ed aggiunti agli ovociti durante la
matuazione (si veda il Capitolo IIl per i dettagli) ad una concentrazione di 100 pM.

La Nicotina e tutti gli agonisti (Acetilcolina e Carbacolo) e antagonisti (Mecamylamine,
Hexamethonium e MLA) (Sigma Aldrich) sono stati diluiti in acqua distillata e aggunt
diverse concentrazioni (si veda il Capitolo VI per i dettagli) nell'acqua di mare contenente

le uova per circa-40 minuti di incubazione prima di effettuare la fecondazione.

2.8. Microscopia elettronica a trasmissione (TEM).

Gli ovociti immaturi soncstati trattati con 1 pM di-MA in CaFSW o in ASW per 30 min.

Gli ovociti in maturazione e, in altri cak uova sono stati poi fissati con glutaraldeide
allo 0,5% (pH 8,0) in acqua di mare filtrata per 1 h, e trattati con 1% tetrossido di osmio
per unaltra ora. | campioni sono stati disidratati in concentrazioni crescenti di alcool ed
inclusi in EPON 812. Dopo essere stati trattati con LEARS (Electron Microscope
Science) per 30 minuti, e 0,3% di citrato di piombo per 30rs#ici campioni sono stati

esaminati al microscopio elettronico a trasmissione LEO 912 AB.

2.9. Elaborazione dati

Le serie temporali di immagini fluorescenti sono state analizzate mediante il programma
MetaMorph Imaging System (Universal Imaging Corporation, West Chester, PA) e

processate in modo da ottenere immagini di fluorescenza relativa, di fluorescenza

istantana e | a conversione dei i vel l i di | u
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mediante il programma Excel di Microsoft Office 2010. La fluorescenza relativp &F
stata calcolata sull 6i mmagi ne i ntnemaad del
Cd* nei vari compartimenti della cellula (regione corticale e citoplasma) con calcoli
ottenuti mediante il software MetaMorph. Per la realizzazione dei grafici sono state
selezionate | e MRegogldf dnterest, RDOI) cheniricleseaerscs elo 6 i( n
cellula o parte di essa. Salvo dove diversamente specificato, le ROIs degli esperiment
presentati in questa tesi sono state posizionate sulla cellula intera. Per quantificare |l
segnale C& in un determinato punto nel tempo & stata adopdetseguente formula
matematica: g = [F - Fo] / Fo, normalizzando per il valore di fluorescenza basgleléve

F rappresenta il livello medio della fluorescenza della cellula considerata. Cio significa che
al valore di fluorescenza registrato per ogmmagine (F) €& sottratto quello della
fluorescenza iniziale di riferimento {fe tale differenza viene sempre divisa per il valore

di fluorescenza basale in modo da ottenere la normalizzazione dei valori ottenuti e renderl
paragonabili. Nel caso in cebno stati usati due coloranti per misurare l'aumento @i Ca
(Calcium Green e Rhodamin Red) la fluorescenza relativa e stata calcolata secondo I:
formula Fel = [FreLwerde)- FreL(rosso) / FraTio, dove la fluorescenza relativa registrata per il
rosso, Rev (osso)= F - Fo/Fo € stata sottratta alla fluorescenza relativa per il verggyEde)

= F - Fy/Fo e poi normalizzati mediante il rapporto delle immagini di riferimento per Verde

e Rosso acquisiti un istante precedente al primo segnéleilgaabile, Ratio = Fo (verde)/

Fo (rossoy IN entrambi i casi f € stata definita come RFRélative FluorescencéJnit, unita

di fluorescenza relativa) per tracciare le traiettorie dél’ @ai grafici presenti in questa

tesi. Per compensare la vaniiga del segnale Gatra le popolazioni cellulari delle gonadi

di animali diversi, i valori delle ampiezze del picco dell'onda di @alel flash corticale di

ogni uovo sono stati normalizzati con le medie dei corrispondenti valori nelle uova di
contrd | o dell a stessa popolazione di appar
nella concentrazione di €a fotogramma per fotogrammae quindi seguire la

propagazione del segnale nel tempo nelle zone della cellula, dove il rilascio dello ione sta
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avvenendo, e stato analizzato il livello di fluorescenza istantanea secondo la fortla: F

= [(F - F.1) / R4] (Kidd e Thorn, 2000). La media e la variazione dei dati numerici ottenuti
dal | anal i si guantitativa sooestasdard{(® 0 .r i j
ANOVA e t-test sono stati effettuati con I'uso di Prism 3.0 (GraphPad Software, La Jolla,

CA, USA), e sono stati considerati statisticamente significativi valori di P < 0.05.

2.10. Saggio di attivita della nicotina e dellactin-binding proteinscofilina e profilina.

Gl i effetti sull dactina da parte del | a
polimerizzazione e depolimerizzaziome vitro di filamenti fluorescenti di actirpirene.
Sono stati studi atii gl i effetti del |l a n
espressa come diminuzione del segnale fluorescente emesso dalla actina fluorescente, e
inibizione della polimerizazione della profilina, indicato dal decremento nella velocita di
aumento della fluorescenza dovuto alla polimerizzazione dei monomeri. Tutto il materiale
necessario per la realizzazione del tesimprese lactin-binding protein¥, € statdfornito

e preparad secondo le istruzioni del kit BKOO3 della ditta Cytoskeleton e la fluorescenza é
stata misurata con il fluorimetro FlexStation 3 (Molecular Devices, CA, USA) alle
l unghezze dbédonda di 350 N 4 nm perechidecec
fluorimetro TECAN Infinite F200 PRGa |l | e |l unghezze dmhperda

| deccitaziomeper 4B0e Wi 8§i one
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CAPITOLO 1l
Identificazione di un ulteriore segnale C4" durante la maturazione degli

ovociti di stella di mareal tempo dellaGVBD

Risultati

3. 1. |l nsor genza -MA durameaa GVBD negiovoeiti dastelladlil
mare.

Da lungo tempo ~ nota | o6insorgenza?di

intracellulare in corrispondenza di specifici stadi di divisioneotitia, come durante la
rottura dell dinvol ucr o -anafask e &rdwisionel callularer a 1
(Poeni e et al ., 1985; 1 9 8% ghe si @Ghanifasta allai ar
fecondazione il segnale &ache insorge nel corso dei vastadi della mitosi non si
manifesta universalmente, in tutti i tipi cellulari, presumibilmente per le sue caratteristiche
intrinseche, che lo rendono difficile da individuare con le tecnologie odieonge ad es.

|l a durata molto pi &catamepte @u bassa. Un mwnantopsimidezdr a
Cd" intracellulare potrebbe realizzarsi anche nel corso della meiosi, ma la sua
visualizzazione potrebbe essere compl i c:
maturazione €& impossibile se non si conoscéi dent it~ del | 6or moi
ripresa del ciclo meiotico nella specie considerata. In secondo luogo, in alcune specie, at
esempio nelle ascidie, la meiosi si completa solo dopo la fecondazione, quindi i piccoli
incrementi nei livelli di C&" intracellulare imputabili a stadi meiotici tardiyisarebbero

i nevitabil mente mascherat. d a f* lindottagdelio e s i
spermatozoo (Russo et al.,, 1996). Nonostante cio, in letteratura sono stati riportati
sporadicamente episodi tiomentanei aumenti del €antracellulare generati nel corso
della progressione meiotica degli ovociti di diverse specie, tra cui dteflare (Moreau et

al., 1978) XenopugWasserman et al., 1980) e topi (Carroll et al., 1994). La maggioranza
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degli st udi concentrata sull 6individudzni one
concomitanza della ripresa del ciclo meiotico € stata pero effettuata sugli ovociti di stella di
mare, in quanto il processo di maturazione puo essere facilmente indotto nelecse
acqua di mar e, a cui S i a g¢MA, @ indgpendehténemteno n
dall a specie considerata (Kanatani et al
intracellulare nei primi stadi della ripresa meiotica negli ovocisitelila di mare é piu volte
stato oggetto di dibattito (Guerrier et al., 1978; Eisen e Reynolds, 1984; Witchel e
Steinhardt, 1990; Kikuyama e Hiramot®9ll; Santella e Kyozuka, 199d)ad oggi il suo
significato fisiologico rimane oscuro. Al fine di momaoe i cambiamenti dei livelli di

C&”" intracellulare durante la maturazione meiotica, ho microiniettato gli ovociti di
Asterina pectiniferacon Calcium Green e successivamente li ho incubati ddé 10ltre

alla gia citata e ben nota onda di’Cahe si oigina all'emisfero vegetale pochi minuti
dopo l'esposizione ad-MA (Kyozuka et al., 2008), ho osservato per la prima volta un
rilascio di C&" che si realizzava pil tardivamerg, precisamente, in una fa$e coincide

con la progressione della GVBD,0é 20-40 min dopo l'aggiunta di-MA (Fig. Ill, 1).
Questa risposta tardiva consisteva di una serie di molteplici picch?tiviaalizzabili in
prossimita della membrandagmatica (Fig. Ill, 1A), ed eréortemente dipendente dai
livelli di Ca®* extraellulare, poiché tali picchi erano totalmente eliminati in acqua di mare
senza calcio (Fig. lll, 1A e B) . E interessante notare ahgeguito della mancanza di
questi picchi, il livello basale di Gacitosolico in questi ovociti, stimolati a maturare in
acqua di mare senza calcio, era nettamente inferiore a quello degli ovociti la cui
esposizione ad-MA era invece avvenuta in acqua di maartificiale (Fig. Ill, 1B).A
differenza di questo rilascio di &atardivo, perd, la rispostdi C&* iniziale scéenata
pochi mi nut i dopo | 6esposi zione all 6or mo
Cd&'nel |l 6ambiente extracellulare, i Adaluant

ovociti maturati in acqua di mare artificiale (0.62 + 0.20 RFU, r6rera praticamente
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uguale a quella degli ovociti maturati in acqua di mare senza calcio (0,62 £ 0,12 RFU, n =

17; P = 0,9365).
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Figura Ill, 1. Cambiamenti dei livelli di Ca?" intracellulare negli ovociti in
maturazione e nelle uova fecondate di stelle maringsli ovociti di A. pectinifera
microiniettat:i con Cal ci-MAM ASWeeéennCaFSW rlla st

concentrazione di 1uM. (A) In fluorescenza relativa soappresentati graficamente i
momentanei aumenti di €adurante la maturazione. Il tempo immediatamente precedente
al primo segnale di G& rilevabile & stato impostato come t = 0 per facilitare la
comparazione. (B) Le variazioni del livello citosolico @&* negli ovociti durante la
maturazione i n ASW most r-MAYun'ondanrapidal nelfa lfasec e
iniziale e dei flash corticali di breve durata nella fase tardiva. Quest'ultima risposta e
totalmente assente negli ovociti maturati in CAF$C) Immagini di fluorescenza relativa

che rappresentano i momentanei aumenti di @alle uova fecondate in intervalli di
tempo selezionati. Le uova maturate in ASW o in CaFSW sono state trasferite in ASW e
fecondate 5 minuti dopo. (D) | cambiamentii digelli di Ca** nelle uova fecondate,
maturate in ASW (curveli colore verdg o in CaFSW (curvali colore marrore). Nel
riquadro: le stesse curve rappresentate su una scala temporale diversa per mostrare meg
il flash corticale (freccia blu) e il primaumento di CE.

62



3. 2. La r i s p oNA regliiovoditizdi stdllee di radrel répfiresenta una
modal it” pi% rapida di *propagazione del |l
Una caratteristica evidente e particolarmente degna di riflessione riguarda la prima onda d
Cd" rilasciata nel cortex degli ovociti stimolati a riprendere la maturazione meiotica che si
propaga con una velocita molto maggiore rispetto a quelle osservate nelle uova fecondat
della stessa specie. Come ho gia accennato, il primo segridleil®abile si origina
sempre nell'emisfero vegetale in prossimita della membrana plasmatica per poi propagars
verso il polo animalelegli ovociti dove e situato ilucleo. Tale momentaneo aumento di
cd* & limitato alle aree corticali, immediatamente sottostantidenbrana plasmatica, e

non coinvolge altri compartimenti citoplasmatici intermiosi come nel caso della
fecondazione, per cui la discrepanza nella velocita di propagazione tra le due ontfe di Ca
pud essere spiegata priapin termini di differentemodalta con cui il C&" & rilasciato da

due messagger. pri mar i c AV e spermatozod,i (Rige Itl, s i
1A). Misurando il tempo di attraversamento dell'onda di*Ceheinizia nella regione
corticale del | 0 ov oicaialtpalo opdostopnelicaso della ghanivee | e

ho ottenuto una media di7.9 + 7.6 sec (n = 160), mentre alla fecondazione il tempo
necessario affinch® | 6onda, partita dal
completasse il suo percorsodin al | 6al tra estremit”™ era no
una media di 57,5 + 12,6 sec, (n = 127; P0801) (Fig. Ill, 1C). Infattiil tempo di
propagazi on e ?degli ooéitofecondati wkila fa6%G era praticamente lo
stesso (56,6 + 18,sec, n = 37), di quello delle uova mature fecondate. Pertanto,
considerando il di ametro medio degl:] OV C
C&”* che si genera nella fase iniziale della maturazione era 12,4 pm/sec, che & piul di tre

voltesupew r e al | a v el oZ%delte uovalfecontlabe 3O qira/sed).i Ca
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3.3. | picchi tardivi di Ca®* degli ovociti durante la GVBD manifestano caratteristiche
comuni ai flash di C&"* corticali delle uova fecondate.

Il n seguito ad u relieaanatdristiche di questpicehctardivi d&Gde d
potuto notare come somigliassero ai flash corticali che si manifestano nelle uova degli
echinodermi al momento della fecondazione (Moccia et al., 2006; Chun et al., 2014),
originandosi in modo sinono lungo lintera regione del citoplasma al di sotto della
membrana plasmatica e con una durata molto breve (< 2 sec). Inoltre, entrambi risultavant
essere fortemente dipendenti dal “Casterno, in quanto, come gia detto prima,
I'eliminazione del C& dal mezzo era in grado di abolire la comparsa dei picchi negli
ovociti in maturazione (Fig. lll, 1B). D'altro canto, quando le uova venivano fecondate in
acqua di mare con unoél(vnav), dampiezza e flashr a z
corticale diventavaliverse volte maggiore rispetto alle uova fecondate nell'acqua di mare
con una normale concentrazione dCE0 mM) (Tabella Ill, 1) . In aggiunta, quando
effettuavo | dinseminazione in acdodulmmi m
in 4 delle5 uova testate la fecondazione non avveniva, indicando che la necessita di un
dosaggio minimo di CA per l'attivazione degli spermatozoi di riccio di mare (Sano e
Kanatani, 1980) puo applicarsi anche al caso della stella marina. Sebbene I'ampiezza de
pcco del | 6on & mqugdtoauhica Lioso fetondat® & acqua di mare con 1 mM
Cd" fosse praticamente la stessa di quella delle uova fecondate nell'acqua di mare con un
normale concentrazione di €ail flash corticale non si manifestava (datimmostrati).
Appare percio plausibile ipotizzare che I'ampiezza del flash corticale nelle uova fecondate
di stella sia determinata dal differente gradiente di concentrazione deltr&€a due
versanti della membrana plasmatica. Considerata I'aboliziengicchi tardivi di C&'

negli ovociti maturati in acqua di mare senza calcio, ho pensato che gli ovociti avessero
perso anche la capacita di manifestare il flash 8f Gaticale alla fecondazione. Al fine di
verificare tale ipotesi, gli ovociti espostil-MA in acqua di mare senza calcio sono stati

trasferiti in acqua di mare naturale e ivi fecondati dopo 5 minuti di incubazione.
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Curiosamente lI'ampiezza del flash corticale era significamente ridotta rispetto alle uova
maturate in acqua di mare artiite (CaFSW, 0,006 + 0,01 RFU, n = 17; ASW, 0,070 *
0,078 RFU, n = 16; P <0,01). (Fig. L1,
del |l 6onda gl obale rimaneva praticamente

+ 0,19 RFU; P = 7.868). Tuttayi quando fecondati 10 minuti dopo essere stati trasferiti in
acqua di mare naturale, gli ovociti maturati in acqua di mare senza calcio esibivano un
normale flash corticale (0,039 + 0,0038, n = 6) rispetto alle uova fecondate dopo soli 5
minuti (0.006 £ 001 RFU, n = 17 ; P <0.0Q). Pertanto, questi risultatimostrano che

per | doccor r e’icorficalaaid fecdntlaaiand in avaciti iBadurati in acqua di
mare senza calcio e fecondati dopo il loro trasferimento in adguaare normale sia
neessariala loro incubazione in acqua di mare contenent&” @ar almeno 5.0 min.
Questo suggerisce che il flash corécanon & legato ad un influssdi ioni C&*

dal |l esterno, bens?3 all a sua |l i berazior

d e | Yo@aveil legame con loro aveva avuto il tempo di avvenire.

Tabella 1ll, 1. L'ampiezza del picco di rilascio di €anelle uova diA. pectinifera
fecondate in acqua di mare con una normale (10 mM) e una maggiore (30 mM)
concentrazione di G4

10 mM ca&* 30 mM ca* t-test
Flash di C&*
corticale 0.020 + 0.022 RFU (n=5)| 0.16 + 0.015 RFU (n=5) | P<0.0001
Onda globale di
ca’t 0.83+0.082 RFU (n=5) | 0.79 + 0.072 RFU (n=5) | P=0.4199
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3.4. | picchi tardivi di Ca** non sono la causa, ma un risultato della GVBD.

Come accennato sopra, anche se gli ovociti maturati in acqua di mare senza calcio nol
mostravano i picchi tardivi di G220-40 minuti dopo I'esposizione adMA (Fig. Ill, 1B),

|l a di ssol uzi onockeared(6VYBD)opronedevd norcnalroente. Cio suggeriva
che questi picchi tardivi non fossero necessari per la GVBD e quindi per il proseguimento
della maturazione. Ho quindi indagato sul ruolo della vescicola germinale e sul contributo
della sua scomparsalta genesi dei picchi di Garimuovendo con sottili aghi 1¥G

prima della stimolazione con-MIA. Gli ovociti enucleati rispondevano lo stesso
all 6or mone, presentando un a(nseniets@ ndllani z i
cinetica «iaemanaleempodellan@VBR erano quasi privi dei picchi tardivi di
cd”* (Fig. Ill, 2A). Mentre il numero medio dei picchi tardivi di €alurante i 45 miati

del periodo di maturazione negli ovociti intatti era 27,0 + 11,5 (n = 8), il numero degli
stessinegli oociti enucleati scendeva drasticamente a 6,0 + 11,4 (n = 9, P < 0.01) con ung
notevole riduzione dellampiezza. Queste uova enucleate mantenevano comunque I
capacit”™ di essere fecondate, e*amomenmi ez
della fecondazione (0,74 + 0,11 RFU, n = 9) era quasi indistinguibile da quella delle uova
intatte (0,79 = 0,24 RFU, n = 8; P = 0,5663). Tuttavia, la cinetica del decadimento del
segnale C# era considerevolmente alterata nelle uova enucleate (Fig. )lls@Bgerendo

che la rimozione del nucleo potrebbe aver causato sottili cambiamenti nei compartimenti
cellulari deputati al riassorbimento del “Calal citoplasma. In effetti, dopo la prima

ri sposta all 6or ficitomlico globale hdglieciti leoucledtii risultaa
assestarsi ad un livello basale piu elevato rispetto agli ovociti intatti (Fig. 1ll, 2A). Questi
risultati suggeriscono che i componenti del materiale nucleare mescolato al citoplasma
dopo maturazione possano giocare un ruolo ne#golazione del processo di
riassorbimento del Gcitoplasmatico. Urulteriore dato interessante da considerare & la
significativa riduzione nel numer o e nel

rispetto alle uova intatte (Fig. Ill, 2B, quadro). Nel complesso questi risultati
66



suggeriscono che i picchi tardivi di €aono strettamente dipendenti dal mescolamento
del nucl eoplasma con il citopl asma, me n t

puramente corticale, la cui geneshdipendente dal contributo delicleo.
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Figura Ill, 2. Gli ovociti enucleati conservano la capacita di propagare le onde di
Ca”*, ma non riescono a produrre i picchi tardivi.La VG & stata rimossa con sottili aghi
dagli ovociti diA. pectinifera e gliovociti enucleati cosi ottenuti sono stati microiniettati
con il colorante del calcio ed esposti adMA al fine di monitorare i cambiamenti dei
livelli intracellulari di C&". (A) Il rilascio di C&" negli ovociti enucleati (curve di colore
marrone) ed itatti (curve di colore verde) durante la stimolazione ormonale. Si noti che i
caratteristici picchi di Cd manifestati dagli ovociti intatti nella fase tardiva della
maturazione meiotica sono in gran parte assenti negli ovociti enucleati. (B) Le risposte
delle uova intatte (curve di colore verde) e in quelle enucleate (curve di colore marrone)
allo spermatozoo fecondante. Nel riquadro: le stesse curve®tlir@ppresentate su una
scala temporale diversa per mostrare a piu forte ingrandimento il flasta(freccia

bl u) e | 6i ni Z.ill#ashdcertichleddoGH dilanondento delta fecondazione &
severamente represso nelle uova enucleate al momento della fecondazione.
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3.5. Gli ovociti maturati in CaFSW anche se fecondati in acqua di mare ostrano
considerevoli alterazioni nel successivo sviluppo embrionale

I n seguito al-MA @&sapgoasd mare seeza @ldio, dli ovociti Ai
pectinifera sembrano, almeno in apparenza, riprendere e completare la maturazione
meiotica in manieradel tutto simile ai controlli, differenziandosi esclusivamente pe
l'assenza dei picchi tardidi C¥*dur ante | a fase di di ssol u
Tuttavia, ad un esame piu attento, emergono sottili differenze. In primo luogo,
l'ultrastruttura della corteccia dell'ovocita risulta essere leggermente modificata. Negli
ovociti maturati in acquaidnare artificiale, sia i granuli corticali che le vescicole non
electron dense nel cortex si trovano strettamente al di sotto della membrana plasmatic
(Fig. 3A). Quando gli ovociti vengono maturati in acqua di mare senza calcio invece,
queste vescicole slispongono ad una distanza molto maggiore dalla membrana (Fig. I,
3B). In secondo luogo, la cinetica della progressione meiotica appare leggermente diverss
In acqua di mare senza calcio, la prima fase della meiosi ovocitaria progredisce
normalmente ame i ndi c at ella G¥BDI(ABWhna 5.3 & 3.2l min dopo il
trattamento con-MA, n = 16; CaFSW, a 16,8 +1min, n = 16, P = 0,0883 ) e dal tempo

che occorre affinchia GVBD si complet (ASW, 17,8 + 4,6 min; CaFSW20,0 + 1,9 min,

P = 0,0835). Ingce le fasi successive della meiosi hanno luogo molto prima. Mentre

| 6estrusione del primo globul o pol are ne
avviene circa 77.5 = 2.1 minuti (n = 6) dopo l'esposizioneMAl i tempi dello stesso
evento inacqua di mare senza calcio si aggirano intorno ai 70,7 £ 3,2 min (n = 6, P <
0.01). Analogamente, il sendo globulo polare & espuldopo circa 127,0 £ 1,8 min in
acqua di mare artificiale, e dopo 109 £ 1.4 min in acqua di mare senza calcio (n = 4, P <
0,0001). Cosi, nelle uova maturate in acqua di mare senza calcio e fecondate poi in acqu
di mare artificiale dopo 5 min dal trasferimento, i due eventi di estrusione dei globuli polari
erano accelerati rispettivamente di 10 e 15 minuti. In acqua di maza seleio, inoltre, i

due gobul i pol ar i sembravano all apparen
68



ll, 4A, freccia). E interessante notare che gli zigoti risultanti mostravano un tasso di
divisione cellulare nelle prime fasi dello sviluppo embale significativamente ridotto.
Dopo 2 ore dalla fecondazione, si osservava una normale progressione della divisione
cellulare nel 72,7% (n = 66) delle uova maturate in acqua di mare naturale, e nel 73,3% (r
= 30) delle uova maturate in acqua di matdieiale. Al contrario, nelle uova maturate in
acqua di mare senza calcio solo il 42,1% della popolazione mostrava un normale sviluppc
embrionale (n = 57). Tale anomalia che maggiormente si riscontrava nelle uova maturate ir
acqua di mare senza calciametda imputarsi al fallimento della citochinesi (Fig. I, 4B,
freccia) piuttosto che alla condizione di polispermia. Infatti, le uova maturate in acqua di
mare senza calcio manifestano una forte tendenza alla monospermia al momento dell
fecondazione (20 us 20 uova), come dimostrato dal conteggio del numero degli
spermatozoi incorporati nelle uova attraverso la colorazione con Hoechst 33342 (dati nor
mostrati). Complessivamente questi risultati suggeriscono che il cambiamento
nel | 60ome o% e kelninazidne dei pitehi durante la maturazione meiotica sono
espressione di sottili cambiamenti nella citologia cellulare che comportano una successive
alterazione nella tempistica dapprima degli eventi meiotici in corrispondenza della GVBD

e poi mitotici duante lo sviluppo embrionale.

3.6. Gli inibitori dei canalidelCa®*di ti po L riducono | 6ampi
Ca’*, lasciando inalterata la loro frequenza.

L'assenza dei picchi tardivi di €anegli ovociti maturati in acqua di mare senza calci

| ascia supporre che tale fenomeno coinvo
Per verificare questa possibilita, agli ovociti in maturazione sono stati somministrati
inibitori specifici dei canali del calcio di tipo L, circa 8 minuti ddf@sposizione iniziale
adtMA, <ci o al termine ddli pediedd etdot d Niepno

costituisce i t empo mi ni mo di sommi ni s

maturazione si completi. Dopo che gli ovociti avevano manifesta | 6 onda pr ec
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Figura Ill, 3. Gli ovociti maturati in assenza di C&" extracellulare mostrano sottili

di fferenze struttural: nell a zonMBA corti c:
Gli ovociti di A.pectiniferasono stati incubati con 1 uM-MA sia in ASW o CaFSW. (A,

B) Immagini TEM degli ovociti (aree corticali) fissati 30 minuti dopo l'aggiunta-sAL

in ASW (A) o CaFSW (B). Abbreviazioni: JC (jelly coat), MV (microvilli), GC (granuli
corticali), VC (vescicte chiare), GY (granuli di yolk). Negli ovociti maturati in CaFSW, il
jelly coat & stato in gran parte eliminato tranne che per alcuni piccoli residui (frecce). E
anche interessante notare che questi ultimi presentavano una zona quasi sgombra
vescicole(circa 1 pum di profondita, contrassegnata dalle due frecce opposte) al di sotto
della membrana plasmatica.
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Tempo di espulsione dei globuli polari

1° gp 2°gp
ASW 77.5+£2.1 min (n=6) 127.0£1.8 min (n=4)
CaFSWwW 70.7%3.2 min (n=6) 109+1.4 min (n=4)

b

Sviluppo embrionale degli zigoti monospermici dopo 2 ore
Sollevamento MF Sviluppo normale

ASW 100% 73,3% (n=30)
CaFSW 100% 42,1% (n=57)

Figura Ill, 4. Gli ovociti maturati in CaFSW dimostrano differenze funzionali nel
proseguimento della meiosi e dello sviluppo embrionalésli ovociti di A.pectinifera

sono stati incubati con 1 pM-MA sia in ASW o CaFSW. (A) Formazione dei globuli
polari nello spazio peritellino (frecce). Dopo essere state maturate in ASW o CaFSW per
50 minuti, le uova sono state trasferite in ASW e fecondate 5 minuti dopo. Le immagini
sono state scattate rispettivamente 80 e 60 minuti dopo la fecondazione. (a) Media de
tempo di espulsne dei globuli polari in ASW e CaFSW. (B) Embrioni (2h dopo la
fecondazione) sviluppati dalle uova maturate rispettivamente in ASW o CaFSW. (b)
Sommario del sollevamento della membrana di fecondazione e sullo sviluppo embrionale
degli zigoti monospermidn ASW e CaFSW.
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da IMA, ho aggiunto il verapamil o il diltiazem nel mezzo, entrambi ad una
concentrazione finale di 200uM (Fig. Ill, 5, frecce blu), ed ho provveduto a conteggiare e
confrontare il numero dei picchi di €dvi ottenuti con quello degbvociti di controllo, in

cui avevo aggiunto unicamente il mezzo in cui erano disciolte le due sostanze, ossia acqu
distillata. Ho quindi scoperto che né il verapamil né il diltiazem cambiavano il numero
totale dei picchi in confronto a quello degli ovocit d i controll o nell @
di maturazione: in acqua distillata, contavo una media di 7,6 £ 8,6 picchi (N = 13); in
verapamil, 8.2 + 6.7 picchi (N = 12); in diltiazem, 9.3 + 1.6 picchi (N = 8), Test ANOVA,

P = 0,8529). Tuttavia, quando ho esaato l'incremento dei livelli di Ca per ogni picco,

e apparso evidente che sia il verapamil che il diltiazem sopprimevano significativamente
I'ampiezza media dei picchi rispettivamente del 50 e 66%, rispetto agli ovociti di controllo
(Fig. 1ll, 5C). Qusta profonda riduzione dell'ampiezza dei picchi tardivi df*@egli

ovociti trattati con verapamil e diltiazem non é pero imputabile ad una generale incapacita
delle uova nell'aumentare i livelli di €ai nt racel | ul ar e, C 0Ome
dedmmpPpi ezza del pi cc o? aledMd bebentré diverisencordizianil e
sperimentali, che essendo indipendente dai" @aterno non ha mostrato differenze
significative: in acqua distillata, 0.54 + 0.24 RFU (N = 13, dove N indica il numero di
ovociti esaminati); in verapamil, 0.64 £ 0.11 RFU (N = 12); in diltiazem, 0,62 + 0,14 RFU
(n =8), P =0,3907. Questi risultati suggeriscono che verapamil e diltiazem possono inibire
le attivitd dei canali ionici responsabili della genesi dei picchi di* @arante lafase

tardiva della maturazione meiotica senmhire completamente la lommparsa.
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Figura lll, 5. Inibitori dei canali del calcio di tipo L sopprimono lI'ampiezza dei picchi
tardivi di Ca?, ma non la loro frequenza Gli ovociti di A.pecinifera sono stati
microiniettati con il colorante del calcio, e incubati in acqua di mare naturale. Otto minuti
dopo il trattamento con -WMA, €& stato aggiunto verapamil o diltiazem ad una
concentrazione finale di 100 puM (frecce blu) e acqua distillata nei dantiambiamenti

del livello di C&" citosolico sono stati continuamente monitorati per valutare I'effetto del
verapamil (A) e diltiazem (B) sui picchi tardivi (in corrispondenza della GVBD) df Ca
indotti da tMA. In entrambi i casi, i livelli di C& del controllo e degli esperimenti sono
stati rappresentati rispettivamente con curve di colore verde e marrone. Il tempo
immediatamente precedente al primo segnafé @avabile (circa 1 min dopo l'aggiunta

di 1-MA) & contrassegnato come t = 0. (C) Qifar@zione dei picchi di Cd in termini di
picchi totali durante il periodo di incubazione di 45 min (grafico linea marrone e numeri) e
ampiezza del segnale €ger ogni picco (istogramma verde e numeri). La deviazione
standard media + € indicata in psoeita dei dati nello stesso codice colore. 'N' tra
parentesi si riferisce al numero di ovociti testati, e 'n' al numero di picchi per ovocita.
** Statisticamente significativa rispetto al controllo (P < 0,01 in test di Tukey HSD).
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3. 7. Cambi amenntzizazeloin@ordge!l | actina nell
influenzano significativamente | 6anripi ezz:
Durante | a maturazione dell''ovocita, | O
cambiamenti soprattutton prossimita della membrana plasmatica e dei microvilli
(Schroeder, 1981; Lim et al., 2002). Poiché l'attivita dei canali ionici € spesso modulata
proprio dall 6actina del citoscheletro (C:
al., 2006), mi sono chiesta se i picchi tardivi dig” in corrispondenza della GVBD
potessero esee in qualche modo influenzatial | o st ato di pol i me
citoscheletrica a livello della zona corticale. A tal fine, gli ovociti in maturazione satio st
esposti ad agenti farmacologici che promuovono la depolimerizzazioneAl).Appure la
stabilizzazione (JAS) dei filamenti di actina. Come previsto, 45A€ JAS inducevano
rispettivamente una netta depolimerizzazienep er pol i mer i z zcartraleo n e
al di sotto della membrana plasmatica a differenza degli ovociti controllo in cui si
osservava un normale reticolo di filamenti (Fig. lll, 6A). Quando la {4AE stata
aggiunta nell 6acqua di myA, do cBnstatdtonsualforge o |
capacita di bloccare significativamente i picchi tardivi in maniera-dgsndente, come
dimostrato dal conteggio del numero totale dei picchi nei 4utnit maturazione (Fig.

6B, grafico a linee in marrone, P < 0,01). D'altra parte, quabdomp al cat ur a
del | 6actina  stata alterata con il JAS,
scomparivano, anzi il numero degli stessi risultava marginalmente aumentato (Fig. Ill, 6C,
grafico lineare in marrone, P = 0,5121) . &a si deduce che la transizione meiotica degli
ovociti verso uno stato che consente la genesi dei picchi dir@h periodo di GVBD
sembra richiedere come condizione necess
interessante notare che, sebbg&neM LAT-A avesse ampiamente diminuito il numero dei
picchi tardivi di C&", | *"ampi ezza me d i “A ad dogni pidt@ arme n
significativamente superiore rispetto a quella degli ovociti di controllo (Fig. 1ll, 6B,

istogramma in verde). Allo stesso modo, un simile trattamento degli ovociti in maturazione
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con un agent e dal | 6ef f et {louM A sapprimevas u |
significativamente I'ampiezza dell'aumento df Gzer ogni singolo picco considerato (Fig.

lll, 6C, istogramma in verde). Quindi in conclusione, I'ampiezza dei picchi tardivi’di Ca
sembra essere sostanzialmente influenzata dafid st d i poli merizza

corticale del citoscheletro.
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Figur a 6 . I cambi ament i del |l dactina ne

influenzano la frequenza e l'ampiezza dei picchi tardivi di C&. (A) Effetti della
Latrunculina A (LAT-A) e del jasplakinolide (JAS) sui filamenti di actina in prossimita
della membrana plasmatica (freccia). Leadtina e stata visualizzata in microscopia
confocale utilizzando Alexa48ghalloidin precedentemente inigth negli ovociti di
A.pectinifera(50 UM in pipetta) prima dell'incubazione con LAX (3 uM), JAS (6 uM) o
0,05% DMSO (controllo) per 20 min. Dal confronto con il controllo, EATinduce una
depolimerizzazione apprezzabile del reticolo di actina nei iprdsa membrana
plasmatica, mentre JAS induce iperpolimerizzazione. (B, C) Effetti di-RAB) e JAS
(C) sui picchi tardivi di C& in termini di numero di picchi totali durante il periodo di
incubazione di 45 min (grafico linea marrone e numeri) e ampielel segnale &aper
ogni picco (istogramma verde e numeri).
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Discussione per il Capitolo 11l

| meccanismi di rilascio di Ga intracellulare che si verifica negli ovociti stimolati a
riprendere la maturazione meiotica non sono stati oggetto di studi approfonditi se
paragonati a quelli sulle onde di Calella fecondazione. Dai miei esperimenti ho potuto
accertar e dud dversestipobogierdh aumenti di Cahe hanno luogo negli
ovociti di Asterina pectiniferaal momento della ripresa del ciclo meiotico. Il primo segnale

di C&" & rappresentato da una singola rapida onda che ha luogo appena pochi minuti dop:
l'aggiuntadi 1-MA, e il secondo da una risposta tardiva composta da un insigme
oscillazioni (picchi multipli di C&) in corrispondenza dell a
nucleare. Sebbene fosse gia noto che un breve aumento®*déGm evento che si
accompagnalla mitosi, non era mai stato documentato un aumento diir@eacellulare

all atto della rottura dell e membrane n
rispostadiCdal | 6i ni zio della ripresa meiotn ca,
particolare. In primo luogo, questa iniziale onda df'Carigina sempre dall'emisfero
vegetale nonostante sia stato dimostratorirepc e d e nz a ¢ h énsPjsonp pitc e t t
funzionali al polo animale (Lim et al., 2003; Kyozuka et al., 2008). Inrskrduogo,
questa risposta iniziale di €anegli ovociti di Asterina pectinifera® indipendente dalla
concentrazione di Ghesterna alla membrana plasmatica (Fig. 1A), come gia suggerito in
undal tra sMaeHadteaias dlacialisiGuermer et al 1978) a conferma che il

C&” visualizzato deve essere necessariamente mobilizzato dai compartimenti interni della
cellula. Allo stesso modo la capacita degli ovociti di stella marina di riprendere e
completare la maturazione meiotica in assenza di Gesterno conferma quanto gia
dimostrato per gli ovociti di topo e Henopus(Tombes et al., 1992; Sun e Machaca,
2004). Infine, il punto forse pill interessante & che la prima onda“din@aifesta una
straordinaria velocita di propagazione. Sulla scited#ecedenti osservazioni (Santella et

al ., 1998; Kyozuka et al ., 200 8%a momentoqu a

della sua comparsahe e cruciale per la ripresa meiotica. Come gia accennato, ho scoperto
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che questa onda negli ovociti maturazione si propaga tre volte piu velocemente (12,4
Om/ sec) ri spe t nale uava fedoadatd 3,9 fdni/secl &lo inoltre potuto
constatare che tale fenomeno non era limitato esclusivamente agli ovociti della specie
giapponeseA. pectinifera poiché anche per gli oviic della specie mediterranea,
Astropecten aranciacud, e onde i ndott eMAd arlell d adagciqumt ac
propagano molto piu velocemente (11,7 + 4,7 um/sec, n = 7) rispetto alle rispettive onde
Cd nel |l buovo feromdazione (2,84 0,37 pm/sec, n = 29, P <0,0001). In
considerazione del fatto che gli ovociti di stella marin faseGV sono molto meno
sensibili dell e uova mature all 6azione d
Cd'come ad ;¢ Chiba etab, 11998; Pim et al., 2003) e NAADP (Santella et al.,
2000), che un'onda di &apossa propagarsi ad una velocita cosi alta negli ovociti

I mmat ur i e meno sensibili al | § eogtituisce @n d e
fenomeno rilevantena che non & prerogativa solo dei gameti di stella di madeeropus
lMdspu, produr r é molto piloveldca negliiovodtiammaturi (23 pm/sec)
che nelle uova mature (8 Om/sec), anche
inferiore (Machaca, 2004). Sono state formulate diverse ipotesi al fine di spiegare i
cambiamenti nella velocita di propagazione delle onde in ovockedopustra cui quello
basato sul raggruppamento dei recettoril g8@sP;, ma il dibattito resta aperto (UHaet al.,

1993). Il meccanismo molecolare attraverso cui gli ovociti delle stelle marine riescano a
promuover e un d%intrdcellulared poia far siche esa si propaghi ad una
velocita cosi elevata € ancora lontano dall'essere decifrato.gtémde quantita di dati
raccolti ha suggerito che la maturazione meiotica degli ovociti di stella marina € mediata
dalle subunita T¥delle proteine G presumibilmene as s oci at €l-Ma|[Chibae c et
et al., 1993; Jaffe et al., 1993), e che antlsegnale C& possa essere generato mediante

| 6attivazione di una fosfolipasi C speegol
idrolisi del PIR di membranaA s upporto di tale ipotesi,

Ccd" indotta da AMA risulta completamente abolita da un classico inibitore del recettore
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per 4 0lossRh a | 6eparina, e dall 6U73122, un
In linea con il ruolo svolto dalleroteineGre | | 6i ndurre | a (Bchaées a
un attivatore delle @ r ot ei ne guando mi croini etet at ¢
del | 6 o-Mfio guantolin grado di generare una veloce onda di*@egli ovociti

di A. pectinifera Cos?3 ¢ ome proteineGjillGDRRE blaeca d segnble &

i ndott o de&YVyokukaoat al.o B089). Tuttavia, l'interpretazione di questi dati
diviene piu complessa se si pensa che tutti gli agenti sopra menzionatidepat8122, e
GDPCS) caiupsearnpoo lunmer i zzazi one |drathmedadedlii n a
ovociti con jasplak nol i de, che I nidpuecrepobhachberasibo
corticale inibisce il rilascio di C& i nd ot t-MA (Kywdukadetlal., 2008; 2009). E
interessante notare che sia il rilascio df'Gadotto da 3MA negli ovociti immaturi che
quello stimolato dallo spermatozoo alla fecondazione delle uova dopedi trattamento

con tMA é particolarmentes ensi bi |l e al |l o st adrticale del n a m
citoscheletro, (Kyozuka et al., 200Buppo et al., 26 ) . Léunica differ
é tra le modalitad con cui le onde di“ai propagano durante la ripresa meiotica e al
momento della feandazione, per non parlare deltgplice differenzanella loro velocita
planare. Allo stato attuale, non & podsiei spi egare preci sd&ment
indotta da IMA sia in grado di viaggiare da wur
velocemente rispetto all'onda generata dallo spermatozoo fecondante. Anche se appal
plausibile escludere il contributo delcio esterno nella modulazione geltternd e | | 6 0 n
di C&*, perché il calcio da-MA aumenta anche in assenza diCast er no, c
osservare chin tre esperimenti dedicati, le onde di’Cadotte da IMA completano il

loro percorso verso il polo animale entro 20.1 £ 6.9 sec (n = 17) in acqua di mare senze
calcio, al contrario il tempo necessario affinché cio avvenga in acqua di mare artificiale e
di26,3+11,2sec(n=15P=0,0683)iRbh® | a vel ocit *ipdbtanar
da EMA é tre volte superiore rispetto a quella della fecondazione negli ovociti

indipendentemente dallo stato di maturazione (vedi sopra), appare plausibile ipotizzare che
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possano essere autocataliticateenrasmessi sotto forma di un‘onda nella matrice
intracellulare eccitabile degli ovociti seguendo percorsi separati. A questo proposito, € da
notare che i recettori rianodinici sono principalmente localizzati subito al di sotto alla
membrana plasmatica m¢ r e i r e czesbnb piuttosto dneplamemte didriBuiti
negli ovociti e nelle uova degli echinodermi (McPherson et al., 1992; lwasaki et al., 2002).
A sostegno del | *indbaala IMA ossh [referedzamlmehie viaggiare
attraveso le regioni corticali, alcuni studi condotti su frazioni ovocitarie di stelle marine
(in particolareM. glacialis) hanno mostrato che la frazione corticale della membrana
plasmatica rispondeva adMA con un maggiore rilascio di Garispetto alla frazine
contenente il reticolo endoplasmatico ed i mitocondri (Dorée et al., 1978). Poiché la
distruzione dei granuli corticali con A23187 non sembrava compromettere il rilascio di
Cd" nella frazione composta dalla membrana plasmatica, rimane ancora daraccert
|l 6i denti t "~ del comparti ment o? loaalizdata Indllaa r e
regione corticale e molto sensibile all:«
influenza esercitata tra i canali del calcio e 'actina del citoschelell®zone adiacenti ad

essi potra certamente essere un interessante oggetto di indagine futura. Cosi come s
interessante identificare i meccanismi molecolari che regolano il segrfdlal@omento
dell a dissoluzione delA)éheée éstatwldairerevidenziate pee a
|l a prima volta, e che ancora una volta r
corticale del citoscheletro (Fig. Ill, 6).

Studi precedenti sulle proprieta elastiche delle cellule hanno dimostrato twesiene
superficiale degli ovociti di stelle di marA.(pectinifera diminuisce quasi ad una velocita
lineare (0,280,3 dyn/crd p e r mi nut o) dopo pochiMA mi nut
raggiunge il suo livello minimo al momento della dissoluzione della Inena nucleare
(Nemoto et al.,, 1980). Questo e attribuito principalmente ai graduali cambiamenti
struttural: del |l 6actina del citoscheletr

marine in corso di maturazione (Schroeder e Stricker, 1983:Gteipdelaine e Otto,
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1996). La perdita di aree sulla superficie della membrana delle cellule a causa
del | accorciamento dei mi crovil |l pu, p
potassio (Moody e Bosma, 1985). Presumibilmente a causa di queptigriziale di
membrana (da70 a-90 mV) degli ovociti di stella marina (specke aranciacu$ va
incontro ad una progressiva depolarizzazione durante la maturazione alla velocita di 0.5
mV/min fino a quando non viene bruscamente dirottato verso ursidtim stabile che va
da-10a-2 0 mV al momento della rottura dell 0
impennata (Dale et al., 1979). Quindi, questo brusco cambiamento elettrico in
corrispondenza della fase di dissoluzione della membrana nuclespecatia
perfettamente i picchi tardivi di Gasopracitati. Infatti, ho osservato il verificarsi dei
picchi tardivi di C&" negli ovociti in maturazione di.aranciacuglurante la fase di rottura
delle membrane nucleari (40,5 + 18,9 min dopo l'aggiunteMA, n = 14), anche se |l
numero medio dei picchi era molto minore (1,4 per ovocita) rispetto agli ovookti di
pectinifera Tali risultati suggeriscono che questa risposta tardiva df ®aquesta
determinata fase di maturazione non sia un fenomenoscritto esclusivamente ad una
specie, ma e probabile che si realizzi negli ovociti in corso di maturazione di altre specie di
stelle marine, e suggeriscono che tali picchi df*@@ssano essere in relazione con le
variazioni del potenziale di membramescritte in precedenza. In questo studio, ho
dimostrato che questi aumenti di®Cael corso della maturazione ovocitaria sono dovuti

ad un ingresso dello ione dal mezzo esterno, come dimostrato dalla loro eliminazione in
acqua di mare senza calcio (AH, 1A) e dall'inibizione operata da inibitori specifici dei
canali del C& di tipo L (Fig. Ill, 5). E probabile che durante questa fase della
maturazionein cui molte modificazioni strutturali si verificano a livello del cortex delle
celluesi a necessari o uno scambi o,tawoirelagedusamb i
dei canali voltaggio dipendentiion gr ess o di cchelé wvisualizzdta@ldlld 6 e s

comparsa dei picchi (Nusco et al., 2002).
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Un aspetto notevole nel mio studicstata la scoperta che i canali ionici responsabili di tali
picchidiCca't ar di vi sono influenzat. dal | dact.i
modal it~ . I n primo |luogo, sembra che sia
frequenzadei picchi di C&". Quando gli ovocitsono stati esposti alla LAR, un agente

c he depolimerizza | dactina e previene I
di ssoluzione dell 6involucro nucl eare, ne
picchi era significativamente ridotto secondo uno schemadipsadente (Fig. Ill, 6B). In
secondo luogo, nonostante la diminuzione del numero, I'ampiezza del segnale massim
misurata nei picchi rimasti era al contrario aumentata (Fig. Ill, 6B istograrbanee
verdi). Allo stesso modo, ma con una sottile differenza, i picchi tardivi ti €mo stati

ridotti in numero e dell'ampiezza quando il nucleo & stato rimosso con aghi sottili prima
dell'esposizione a-MA (Fig. lll, 2A). Pertanto, si evince che lgartecipazione di un
fattore nucleare e |l a corretta regol azi
necessari per la genesi dei picchi tardivi. Infatti, il fattore che promuove la maturazione
(MPF) e attivato nel nucleo durante la maturazioneshifoto et al., 1981; Picard e
Dorée, 1984), @ ¢é noto chéa coflinguna proteina che regol a |
del |l dacti na deé anche pressntehnell nacled inattivath quando e
fosforilata (Enser i nplezzaedei Kiogbliopitchiedi Garisilal 0 ) .
essere incrementat a-A ena significatieamente sabbbassatarcen il a
JAS. Qui ndi , i due far maci avent.i effett

corticale del citoscheletro (Fidll, 6A) hanno dimostrato effetti coerentemente opposti

sulle attivit?” dei canal i ioni ci . LéassL
| 6i ndebol i mento ed il raffor zame rfitinbornal e | |
al | 6 ap ecartaluionei ogpb@e una modulazione piu diretta delle attivita dei canali

i oni ci causat a daidelcitosuolieieto deamcora tutldh eHialiré e c t i

necessita di ulteriori e piu approfondite indagini. Al fine di utilizzare un modo quanto

meno invasivo per chiarire il ruolo di questi picchi di’Caho indotto la maturazione
82



meiotica degli ovociti in acqua di mare senza calcio. Con I'eliminazione specifica di questi
eventi tardivi, gli ovociti maturano normalmente almeno in apparenza,ecmezione di

fini cambiamenti strutturali nelle aree immediatamente al di sotto della membrana
plasmatica (Fig. Ill, 3) e della tempistica del rilascio dei globuli polari (Fig. 1ll, 4).
Tuttavia, tali ovociti maturati in acqua di mare senza calcio ma fiatbe incubati in
acqua di mare naturalenostrano un aumento del tasso di fallimento nella divisione
cellulare (Fig. lll, 4B), suggerendo la possibilitd che in questa fase di maturazione
mei oti ca, |>*6dian fl |6uessst ce r chio @ a spsranteasulla divisione n
cellulare. Tuttavia, una tale conclusione necessita di sipliofonditi. A tale proposito
varrebbe | a pena verificare se | '"effett
all 6ini bizione del |l 6i nlgdeleacowoltaygedipendenti di n e
per Ss® oppur e, da al tri ef fetti col |l at e
considerazione del f at t o ? svhlge ur radloringpor@rges o
nelle prime fasi dello sviluppo embriale (Yazaki et al., 2015)sarebbe interessante
indagarese questi picchi tardivi di Garappresentano semplicemente una manifestazione

anticipata dell'attivita dei canali ionici che saranno poi utilizzati in fasi di sviluppo

successive o direttamente fyano un ruolo piu incisivo durante la progressione meiotica.
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CAPITOLO IV
Le prime fasi del processo di fecondazione sono sensibili agli effetti delle

mol ecol e organiche che | egano |

Risultati

4.1. Gli effetti dei farmaci | egant i |l 6actina sull dor g
citoscheletro nelle uova di riccio di mare.

(! | aboratorio dove ho svolto | a tesi di
citoscheletro svolge un ruolo fondamentale nel modulare numerosti afgerilascio di
Cd'intracellulares i a nel | ovocita in maturazione,
con lo spermatozoo fecondante o iniettate con secondi messaggeri responsabili dell:
mobilitazione del CZ dai depositi intracellulari. Cid étato evidenziato pill volte
attraverso | 6i mpiego di svar i atactinbiading r oc
proteincof i |l ina (Nusco et al.,2006), dell dan

(Chun et al., 2013), degli inibitori per le prote G (Kyozuka et al., 2009), o con |l

sequestro del PIP2 sulla membrana con il dominio PH dellatPlC ( Chun et a

oghuno dei qgual.i capace di provocare C
del |l 6actina 1 n mani guest risdtatir oftenati aellaostelia midnare, e t
sono avvalorat.i dal |l 6evidenza diretta ch

effetti simili sul segnale Ganelle uova di questa specie (Kyozuka et al., 2008; Puppo et

al., 2008), sottolineamd ancora wuna volta il ruol o cru
solo nella regolazione del segnale’Ca ma anche nell desocito
nell 6i ncorporazione spermatica nelle uov

ruolo regolatorio della Factina sia svolto unicamente in questa specie 0 sia esteso anche
all e wuova di al tri echinoder mi, ho inve

fecondazione anche del riccio di mdtelividus. Siccome | 6aatra@umaa d
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struttura dinamica sottoposta a continui cambiamenti anche in un uovo quiescente, Ci s
aspetta <che [ far maci c he S i |l egano S [
strutturali al citoscheletro interferendo con il naturale fenomendredidmilling. Per
dimostrare innanzitutto I'efficacia di sostanze chimiche che, in maniera specifica, si legano
all actina alterandone l a struttur a e |
citoscheletro nelleava di riccio di mare, ho micioiettatole singole uova con una piccola
quantita di falloidina AlexaFluor568 che di per sé non interferisce con il processo della
fecondazione. Cinque minuti piu tardi, le uova sono state trattate con quattro diverse
sostanze c hi mi ¢ hne o intubte, tomea aontmwllo,doltarstcc ton |
corrispettivi mezzi in cui erano disciolte. Ho monitorato i cambiamenti strutturali del
citoscheletro nelle uovan vivo mediante microscopia confocale ad intervalli di cinque
minuti. Come mostrato in Fig. IV, 1A, le uowd controllo trattate con 0,4% DMSO
mantengono il reticolo di actina corticale formato da una moltitudine di filamenti
fluorescenti nel citoplasma per un periodo di 20 min. Nelle uova trattate con 2 uM
Citocalasina B (CY1B), invece i filamenti di actindanno cominciato a scomparire dopo

5 minuti dal trattamento ed erano scarsamente visibili nel citoplasma dopo 15 minuti. Allo
stesso modo, le uova trattate con 3 pM LATmanifestano una riduzione nella
colorazione dei filamenti di actina dopo 5 minuti, atleuni di essi sono ancora visibili nel
citoplasma dopo 20 minuti. Inoltren queste wuova | 6actina
essere modificata globalmente, a giudicare dalla perdita della forma perfettamente sferice
delle cellule intorno ai 5 minuti, tésso di un sostanziale cambiamento nella rigidita
cellulare. Al contrario della CY-B e LAT-A che tendono a promuovere una netta
depolimerizzazione dei filamenti di actina, gli altri due farmaci noti per stabilizzare tali
filamenti, consolidano fortementa struttura del reticolo di actina in prossimita della
membrana plasmatica. Nelle uova esposte a 12 uM jasplakinolide (JAS), lo strato corticale
dei filamenti di actina e diventato visibilmente pitu spesso dopo 5 minuti (Fig. 1V, 1A,

freccia). Allo stessomodo, le uova microiniettate con 1 mM falloidina (PHAL)
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mani festano undéintensa iperpolimerizzazi
di sotto del cortex dopo 5 min dalla microiniezione (Fig. IV, 1B, freccia), con una
concomitante depolimerizziane nella parte interna del citoplasma. Cosi, tutte e quattro le
sostanze chimiche c¢che agiscono sull 6act

struttural: apprezzabil. del |l actina cit

4.2. Gli effetti dela CYT-B e della LAT-A s u |l | & a u nféintracelluldredelle C a
uova di riccio di mare alla fecondazione.

Ho poi esaminato in che misura la fecondazione potesse essere influenzata da due sostan
chi miche che S i |l egano i n muovendonee una nekap e C
depolimerizzazione. Innanzitutto ho indagato sui loro effetti nel rilascio 4i @la
fecondazione. Come mostrato in Fiy, 2 e 3, CYFB e LAT-A inducono effetti
estremamente simild@ sotto mol t ialteraosgelat t i
risposta C& nella uova pretrattate con CYHF (2 pM, 10 min) era che lintervallo di
tempo tra la genesi del flash corticale e la rilevazione del primo aumento®dinCa
corrispondenza del sito di interazione con lo spermatozoo, defindtome fAper i o
|l atenzabo, ri sultava di s ednntd4d) meontroato aqueti@ n t
delle uova di controllo (7,8 = 3,26 n = 36; P < 0.0001), anche se I'ampiezza dello stesso
flash corticale rimaneva praticamente invariata: 1¥13D.8% nelle uova pretrattate con
CYT-B contro 100,0 £ 19,4% nelle uova di controllo trattate con 0,1% DMSO, P = 0,2223
(Fig. IV, 2). Allo stesso tempo, il periodo di latenza nelle uova pretrattate corALADO

nM, 15 min) era anche significativamerdamentato (9,1 + 2,6eg n = 18) rispetto al
controllo (7,4 £ 2,5a&q n = 22; P < 0.01). L'ampiezza del flash corticale di queste uova
mani festava unobdelevata variabilit"™, ma r
controllo (90,9 + 56,0% contr@00,0 + 22,2%; P = 0,4400) (Fig. IV, 3). D'altra parte,

| "' ampiezza del pi cco ?arma lsigndicativamentet dimingtd o b a |

entrambi i casi. Il picco di Garaggiunto nelle uova pretrattate con GBlera 90,8 +
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Figura IV, 1. Alterazione del | 6actina del citoschel et

trattate con sostanze c hi rhé advee di 2 hivedus s i
microiniettate con falloidin&\lexa Fluor568 (10 uM nella pipetta), sono state trattate c
4 diverse sostanze chichec he agi scono sulla struttura
sono state incubate in acqua di mare contenente 0,4% DMSO (controllo) eB QYT
puM), LAT-A (3uM), e JAS (12 pM). Per ogni trattamento, il momento immediatamente
prima dell'aggiunta dearmaco e indicato come t = 0, e le immagini della visualizzazione
del |l actina nei successiVvi intervall.i di
corrispondenza del piano equatoriale delle uova. (B) Essendo incapace di attraversare |
memirana, la PHAL, (1 mM nella pipetta) & stata somministrata tramite una seconda
microiniezione dopo 10 min di recupero, mentre le uova di controllo sono state
mi croiniettate con DMSO. Le frecce 1i1ndi
prontamentegerpolimerizzata dopo il trattamento.
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22,0% (n = 47, P <0.05) rispetto al controllo (100,0 + 11,4%, n = 36), e il picco’tli Ca
nelle uova pretrattate con LAAK era semplicemente 74,1 + 14,8% (n = 18, B,6001)

ri spetto alle wuova di controllo (100, 0 |
sulle uova pretrattate con LAK  er a c he 21, 6he sidrginadriel pl@ di
interazione con lo spermatozoo, non e riuscita a propagarsi fino algudsto del 72,2%

dei casi (n = 18), mentre nelle uova controllo si realizzava sempre una completa
propagazione (n = 22). Le uova pretrattate con 1AATanifestavano spesgmatterns
irregolari di rilascio di C& che iniziava in siti multipli ma che si esaano prima di
riuscire a svilupparsi come un‘onda coordinata (F¥g.3, frecce rosse). In aggiunta a
questi aumenti di Ca localizzati e aberranti, quando le uova pretrattate con-AAT
venivano fecondate presentavano picchi multipli per una durafsotate maggiore, che di
solito avevano origine in diverse aree della superficie della cellula che si sviluppavano
talvolta come un'onda parziale (FIy, 3, curve in grassetto). In misura minore, le onde di
Cd" nelle uova pretrattate con CYH riuscivano a raggiungere il polo opposto nel 23,4%
dei casi (n = 47) . C interessant?riusnivmiar e
propagarsi con successo nelle uova pretrattate conB;¥lTlasso di tempo tra il primo
aumentodiCde | dukwviamol ei bl | dantipode (defini-t
significativamente aumentato (22,3 £ 4g& s = 36) rispetto a quello della uova controllo
(17.8 + 3.1 8, n = 35; P < 0,0001). Di conseguenza, la velocita planare dell'ond&’di Ca
era sigfficativamente ridotta nelle uova pretrattate con CYTB (circa 3,6 ga/spetto a

4,5 um/®cnel controllo). Seppure in minor misura, anche il tempo di traversata dell'onda
di C&" nelle uova pretrattate con LAA risultava aumentato (20,0 + 5,8csn = 5), ma la

sua differenza dai valori nel controllo (18,2 = 2,8csn = 22) non ha raggiunto
significativita statistica. Nel complesso, le uova pretrattate con -BY3@ LAT-A
condividono somiglianze significative in quasitti gli aspetti del rilasciadi C&* alla
fecondazione (Fig. 1V, 2 e 3) in accordo con i loro effetti comparabili sulla struttura

del |l 6actina del citoscheletro (Fig. 1|V,
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CYT-B Controllo

038 - 0.6

Ca?* RFU

Figura IV, 2. Effetti della CYT-B s ul | 6 a u Mm'anracellulackidelleCumva di

riccio di mare alla fecondazione.Le uova diP. lividus sono state microiniettate con
coloranti per il calcio e incubate in acqua di mare contenente 2 uMEY¥D,1% DMSO
(controllo). Dieci minuti piu tardi, le uova sono state accuratamente sciacquate e fecondate
in acqua dimare fresca. | cambiamenti del livello intracellulare di*‘Csono stati
monitorati dopo l'aggiunta degli spermatozoi nel controllo (curve di colore verde) e nelle
uova pretrattate con C¥B (curve di colore marrone). Le immagini di fluorescenza
relativain pseudecolori in alto rappresentano i siti degli aumenti momentanei &i @z

t empi chiave (I numer i S i ri fer inelogafico ai
tracciano i cambiamenti globali dei livelli dello ione in riferimento a quedisali. In
guesta e nelle figure successive, il lasso di tempo immediatamente precedente al prime
segnale C# rilevabile & stato impostato come tempo zero (t = 0). Qui di seguito i risultati
di uno di cinque esperimenti indipendenti. Per facilitare $éirdiione visiva, le due curve

di C&" che mostrano schemi ripetitivi sono stati evidenziate in grassetto con sfumature
diverse. Nel riquadro, la stessa curva rappresentata su una scala temporale diversa p
descrivere il cambiamento di €aniziale. Il flash corticale e gli spot di Gainiziali nei
presunti siti di contatto con lo spermatozoo sono stati contrassegnati rispettivamente dalle
frecce e da punte di freccia. Le curve delle uova le cui onde?dis6ao rappresentate nel
pannello sono state ielenziate con piccoli cerchi rossi.
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LAT-A Controllo
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Figura IV, 3. Effetti della LAT-A s ul | 6 a u ri'eintracelluladei dell€ wova di

riccio di mare alla fecondazione Qui di seguito sono stati presentati i dati provenienti da
un lotto rappresentativo diuovaheb ambi t o di tre esperi ment
i risultati di un esperimento comparabile a quello presentato nella figura precedente, ma
con pretrattamento di 15 min con 100 nM LATo 0,1% DMSO (controllo). Dieci minuti
dopo, le uova sono stakecuratamente sciacquate e fecondate in acqua di mare fresca. |
cambiamenti del livello intracellulare di €asono stati monitorati dopo l'aggiunta degli
spermatozoi nel controllo (curve di colore verde) e nelle uova pretrattate CorALAT
(curve di coloremarrone) e presentati con immagini di fluorescenza relativa in pseudo
colori e con curve di G4 come descritto nella legenda della figura IV, 2.
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4.3. Gli effetti del JAS Zéntradgedlllateamellduavadi s u |
riccio di mare alla fecondazione.

Ho anche esaminato in che modo la fecondazione delle uova di riccio di mare potesse
ri sentire del | 6 sesdsosanezhimchneecJASd AHALadhe legandasil a
all 6actina del ci t os c h e leiefiltamenti di dctmal nelee amree |
corticali immediatamente sotto la membrana plasmatica (Fig. 1V, 1). A differenza di
quanto osservato con CYH e LAT-A, le uova pretrattate con JAS (12 uM, 20 min) o
microiniettate con 1 mM PHAL (20 min di incubazione) remidenziano alcuna differenza
significativa rispetto alle uova di controllo in termini di periodo di latenza. Le uova
pretrattate con JAS esibiscono una media di 8.8 tet(s= 24), molto simile a 8,1 £ 1,7

sec delle uova di controllo esposte a 0,49MB80 (n = 22, p = 0,2485). Anche le uova
iniettate con PHAL si aggirano intorno ai 7.5 = 2et gn = 29), un valore non molto
diverso dai 7.0 + 1.3 s riscontrato nelle uova controllo iniettate con DMSO (n = 24, P =
0,3975) (Fig. IV, 4 e 5). Tuttavigueseé due sostanze provocaatietti significativi sul

flash corticale, sebbene in modo del tutto opposto. Infatti, mentre il JAS riduceva
leggermente I'ampiezza del flash corticale (82,9 + 22,3% vs. 100 + 22,5% del controllo, P
< 0,05), la PHAL la incrementavfortemente (162,7 £+ 100,3% contro 100 £+ 27,6% del
controllo, P < 0,01). Per quanto riguarda I'aumento globale i &la fecondazione, il
pretrattamento delle uova di riccio di mare con il JAS non ha prodotto una differenza
significativa in termini diampiezza del picco raggiunto, misurando 90,6 + 23,8% rispetto
al controllo (100 = 19,4%, P = 0,2142) (Fig. IV, 4). In contrasto con questi risultati, il
picco di C&" nelle uova preiniettate con 1 mM PHAL (n = 30) ha mostrato un forte
aumento: 140,6 + 5998 rispetto al controllo, 100,0 + 13,3% (n = 26, P < 0,01) (Fig. IV,

5). Nonostante queste differenze sottili, tuttavia, il pretrattamento delle uova di riccio di
mare con JAS o PHAL generava effetti sorprendentemente simili nella fase di decadimentc
del sgnale C&". Mentre il segnale Gain tutte le uova controllo trattate con DMSO

continuava a diminuire dopo il picco (Fig. IV, 4 e 5, cudveolore verdg la diminuzione
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del segnale CGA nelle uova trattate con JAS e PHAL apparentemente si arrestava
rispettivamente dopo circa 5 e 3 minuti, (Fig. IV, 4 e 5, cuiveolore marrong Come
risultato, i livelli di C&" in questeuova raggiungevano un plateamantenendosi
significativamente piu elevati rispetto ai livelli delle uova di contralborispondenti. Per
guantificare questo dato, ho estrapolato i due tratti lineari nella fase di caduta delle curve
prima e dopo il brusco cambiamento di direzione all'inizio del plateau, ottenendo cosi |l
livello di C&* nel punto di incontro delle due tete normalizzando poi con I'ampiezza del
picco di C&". Il valore del plateau cosi definito era significativamente pitl alto nelle uova
pretrattate con JAS (0,406 = 0.086, n = 17) rispetto alle uova controllo (0,175 + 0,039, n =
22; P < 0,0001), cosi comeelle uova preiniettate con PHAL (0.455 £+ 0.089, n = 30) in
confronto alle rispettive uova di controllo (0,231 + 0,102, n = 26; P < 0,0001). Quindi,
sembra che gli ioni Ga mobilizzati alla fecondazione siano riassorbiti dal citosol con

meno efficienza ccapacita nelle uova pretrattate con sostanze chimiche che inducono

| 6i perpolimerizzazione dell dactina nell e
plasmatica.

4 . 4 . Gl i effetti di sostanze chi mi che

soleme ment o dell a membrana di fecondazi one

In normali condizioni sperimentali, la fecondazione delle uow dividusmanifesta quasi
sempre una condizione di monospermia (Just, 1939) ed il pieno sollevamento della

membranad i fecondazi one, guest'ultima causa
testato quindi se il soll evamento dell a
spermatozoo potessero essere in qualche modo influenzati dalle sostanze chimiche cf
modificen o | a struttur a de-tidjerentet A talafinej ho lavatn i
abbondantemente le uova i lividus pretrattate con concengiani crescenti delle

suddettesostanze e le ho fecondate con spermatozoi colorati con Hoechst 33342 . Ho po

contdo per ogni uovo il numero di spermatozoi incorporati (Fig. IV, 6 e 7), e la frequenza
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Controllo

JAS

Ca®* RFU

Figura |V, 4. Effetti*indracéllulaieAsle wvaldilriéciadi me n
mare alla fecondazioneLe uova diP. lividussono state microiniettate con coloranti per il
calcio e incubate in acqua di mare contenente 12 pM JAS o 0,4% DMSO (controllo). Venti
minuti piu tardi, le uova sono state abbondantemente risciacquate in acqua di mare fresca
sono stati aggiunti gli spemtozoi. | cambiamenti del livello intracellulare di Taono

stati monitorati dopo I'aggiunta degli spermatozoi nel controllo (curve di colore verde) e
nelle uova pretrattate con JAS (curve di colore marrone), e presentati con immagini di
fluorescenza rakiva in pseudeolori e con curve di G4 come descritto nella legenda
della Fig. 1V, 2. Qui di seguito i risultati di uno di tre esperimenti indipendenti.
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Figura 1|V, 5. Ef fetti d & IntraeellulBrel delle usva Hil 6 a

riccio di mare alla fecondazione.Le uova diP. lividus sono state microiniettate con
coloranti per il calcio miscelato con 1 mM PHAL (concentrazione nella pipetta) o DMSO
(controllo). Dopo 20 minuti di incubazione, le uova sono state fecondate, e la risposta €
stata monitorata e presentata come descritta fegjenda della Fig. IV, 2. Le curve dia

nel controllo e nelle uova microiniettate con PHAL sono rappresentate rispettivamente con
curve di colore verde e marrone. Qui di seguito i risultati di uno di quattro esperimenti
indipendenti.
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delle uowa che manifestavano un completo sollevamento della membrana di fecondazione
per ciascuna dose della sostanza chimica utilizzata, ottenuta dalla media dei risuati di 4
esperimenti indipendenti ognuno eseguito st@Qova. Come mostrato in figura 1V, 7
(punti e linee di colore marrone), la percentuale media delle uova con un completo
sollevamento calava progressivamente con dosi crescenti delle quattro sostanze che
|l egano all dactina modificandone | a dlua ¢
numero degli spermatozoi incorporati nelle uova diminuiva (Fig. IV, 7, barre di colore
verde), suggerendo che le quattro sostanze somministrate alle uova prima dells
fecondazione, general mente inibivanahel 60i
una dose piu bassa di CH (0,4 uM, 10 min) al contrario aumentava il numero di
spermatozoi incorporati dalle uova (1,2 + 0,51 per uovo, n = 60) in confronto alle uova di
controllo (1,03 = 0,18 per uovo, n = 87; P < 0.01). Questo piccolo ma sigmidica
aumento della polispermia nelle uova pretrattate con -BYidon poteva pero essere
attribuito ad un sollevamento incompleto o aberrante della membrana di fecondazione,
poiché tutte le uova polispermiche (9 su 60), avevano incorporato un numero @atiabil

2-3 spermatozoi, nonostante la membrana di fecondazione fosse completamente «
perfettamente sollevata (Fig. IV, 6, notare i tre spermatozoi internalizzati in un uovo
pretrattato con CYB). Viceversa, tutte le uova che esibivano un sollevamento
incomgdeto della membrana di fecondazione (14 su 60) erano monospermiche.
Sorprendentemente ho riscontrato una simile tendenza all'aumento della polispermia col
una dose bassa anche nelle uova microiniettate con PHAL (3 pM, la concentrazione
stimata nel citoplasa), che presentavano 1.31 = 1.27 spermatozoi per uovo (n = 80, P <
0,05) rispetto a 1.01 + 0.11 (n = 80) delle uova di controllo microiniettate con DMSO (Fig.
IV, 7, PHAL). E interessante sottolineare che la PHAL éastatroiniettata direttamente

nel ctoplasma delle uova a differenza degli altri tre farmaci, che sono stati somministrati
mediante una semplice incubazione, e che la microiniezione del solo veicolo (DMSO) in

cui era disciolta la PHAL gia riduceva significativamente la frequenza delle wovarc
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completo sollevamento della membrana di fecondazione (80,0 £ 24,8%, N = 4). Cio
nonostante, solo 1 su 80 uova microiniettate con DMSO aveva incorporato piu
spermatozoi, suggerendo che la presenza o l'assenza di un completo sollevamento del
membranali fecondazione non e il fattore determinante la polispermia nelle uova di riccio
di mar e. Nonostante | a mancanza dell a ba
spermatozoi alla superficie esterna (Fig. IV, 6), le uova pretrattate con le dadtiepiei
quattro farmaci sono state in grado di incorporare piu spermatozoi solo blandamente, ¢
giudicare dalla drastica riduzione della media del numero di spermatozoi incorporati nelle
uova pretrattate con C¥B (0,05 + 0,22, n = 60), LAA (0,11 £ 0,34n = 120), JAS (0.0

+ 0.0, n = 60), e PHAL (0,013 + 0,11, n = 80) rispetto alle corrispondenti uova di controllo
(P < 0.0001 in tutti i casi) (Fig. IV, 7). Tutti questi risultati insieme indicano che le
sostanze che modi fi can studib pravocano weyli effditiichei z z
sono dosa&li pendent i sull i ncorporazione degl
elevate, tutte le sostanze inibiscono il meccanismo di incorporazione degli spermatozoi

nelle uova; ma a basse concentrazioni E&&PHAL aumentano il tasso di polispermia.
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Controllo CYT-B (0.4 pM) LAT-A (0.1 pM)

e

Figura 1|V, 6 . Ef fetti del |l e sostandella ch
membrana di fecondazionee sul | 6i ncor porazi adenwvadiP.lI | o
lividus sono state trattate con dosi credcedi sostanze chimiche che si legano

specificamente all b6actina e fecondate <co

stati monitorati i loro effetti sulla fecondazione valutando il numero di spermatozoi
incorporati e la percentuale delle uova cimostravano un completo sollevamento della
membrana di fecondazione. Tempo di incubazione: -8YTI0 min; LAT-A, 15 min; JAS,

20 min; PHAL, 20 min. Circa 5 min dopo linseminazione, sono stati esaminati il
sollevamento della membrana di fecondazione euihero di spermatozoi incorporati
rispettivamente in campo chiaro (in alto) e in epifluorescenza (in basso). Le frecce
indicano i pronuclei delle uova casualmente a fuoco.
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Figura IV, 7. Sintesi grafica degli effetti dosedipendenti delle sostanze chimiche che

S i |l egano al | 6 a ctLlafiegquersza mediadelfe eavachednazifestamod .
completo sollevamento della membrana di fecondazione é stata illustrata mediante punti ¢
linee di colore marrone, e la media esattaStell numero (N) di esperimenti indipendenti
sono stati indicati sotto la concentrazione della sostanza corrispondente. Il numero medic
di spermatozoi incorporati & stato calcolato in base ai dati relativilettaminata dose di
ciascuna sostanza, ed  stato presentato
+ DS ed il numero delle uova fecondatesaminate (n) sono stati indicati sopra alle
corrispondenti barre dell'istogramma. | risultati che indacevuna differenza significativa

dai valori controllo sono stati segnati con simboli spect®i<0.05, * P < 0.01, ** P <
0,0001.
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Discussione per il Capitolo IV

In questo lavoro di tesi ho dimostrato che le sostanze chimiche che specificamente s

legano all dactina alterandone -$omminstratepaliei e t
uova di riccio di mare provocano effetti sostanziali sul segnafé, Casul | 6 esoc
granul i corticali, e sull &ingresleoovadde | | ©

riccio di mare pretrattate con CYB o LAT-A, che promuovono una netta e generale

depolimerizzazi one Wel),Imarafestano migerse aanatteristiclzel e
comuni nel | 6al t?% alafeapondazione.elm primo lwbgdintvallo di

tempo tra il flash cortical €&nelllduovmpdre
rilevabile al sito diinterazione con lo spermatozop,o s si a i | Apeera odo

significativamente prolungato del 57% e del 23% qudedmmva sono statpretrattate con
CYT-B e LAT-A, rispettivamente (Fig. IV, 2 e 3). Anche se molto inferiori in termini di
risoluzione temporale, questi risultati confermano i precedenti dati elettrofisiologici che
hanno dimostrato che l'intervallo tragiladino iniziale di depolarizzazione della membrana
plasmatica ed il potenziale di fecondazione aumentava di quasi due volte in seguito a
trattamento con citocalasina (Dale e De Santis,1981). Cosi, il flash corticale e il primo spot
di C&" al sito di inteazione con lo spermatozoo possono corrispondere rispettivamente al
gradino iniziale e all'inizio del potenziale di fecondazione. Tuttavia, il significato
fisiologico esatto del periodo di latenza e del suo aumento causato dalla citocalasina non
ancora biaro (Dale e De Santis,1981; Dale et al., 1978). Considerando le storiche ed
accreditate teorie sulla modalita con cui gli spermatozoi attivano le uova (Lillie, 1913;
Loeb, 1914; Santella et al., 2004), il periodo di latenza potrebbe indicare il tempo
neessario affinché lo spermatozoo riesca ad infondere una sostanza direttamente
all 6interno dell uovo attraverso un conc
attraverso un recettore localizzato sulla superficie della cellula. Quale che siaisperc
CYT-B e LAT-A sembrano ritardarlo significativamente (Fig. 1V, 2 e 3). | rigsuliella

mia tesi di dottorate vi denzi ano che | 6actina cortic
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questo processo ancora sconosciuto che porta alla generazionenuelspgnale CGa
dopo | "interazione dell o spermatozoo <co
distintiva che si osserva di frequente nelle uova pretrattate conrBCYTLAT-A € la
presenza di picchi multipli di Ghalla fecondazione (Fig. IV, 2 3). Durante i primi 6
minuti della risposta, le uova pretrattate con LATproducono ben 3.8 + 2.1 picchi (n =
18) rispetto alle uova di controllo (1,05 + 0,21, n = 22; P < 0,0001). In misura minore, le
uova pretrattate con C¥B producono 1,8 + 0,95 mibi (n = 47) nello stesso intervallo di
tempo, a differenza dei 1,19 + 0,47 picchi presenti nelle uova di controllo (n = 36, P <
0,01). Il verificarsi di molteplici picchi di Caalla fecondazione é risultato estremamente
sensibile alla LATA, poiché la nmima dose capace di indurre il fenomeno partiva da 1
nM. Questi molteplici aumenti di €aprodotti cosi facilmente dalla LAR riportano alla
mente in qualche modo gli aumenti spontanei di @@vati nelle uova di.aranciacus
guando sonancubate in pesenza della sola LAA (Lim et al., 2002), ma chiaramente
sono di natura diversa. Innanzitutto, la L/ATda sola, senza spermatozoi, non induce un
aumento di C& nelle uova diP. lividus ed in secondo luogo in un esperimento simile
condotto utilizzanddAT-A ed un C&" ionoforo & stato liberato Easotto forma di un
singolo picco e non oscillazioni (dati non riportati). In virtu di quanto appena detto percio,
questi molteplici aumenti di ¢§ che generalmente originano da diverse aree della
superficie dell'uovo e si sviluppano in un'‘onda parziale, sono molto probabilmente il
risultato visibile delle interazioni di molti spermatozoi. Tuttavia, ho riscontrato che nelle

stesse condizioni sperimentali (100 nM LAT 15 min), raramente & possibile trovare

sper mat ozoli i ncorpor at i rgenzldinolteplic picahi dC#&'i g .
dovuti all i nterazione con gl Sspermat oz
pretrattate con sostanze chimiche che esercitano un effetto depolimerizzanu | | 6 a c

Anche nelle uova pretrattate con JAS (che stabilizza i filamenti di actina) € possibile
osservare la presenza di picchi (1.63 + 1.10, n = 24), piu numerosi rispetto a quelli

riscontrati nelle uova di controllo (1,05 + 0,21, n = 22, P < 0,08p tendenza simile é
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stata osservata anche nelle uova preiniettate con PHAL (1.40 £ 0.56, n = 30), ma la
differenza, con i valori delle uova di controllo preiniettate con DMSO, non ha raggiunto
una significativita statistica (1.23 + 0.51, n = 26; P 20@6). Cosi, si € evidenziato che le
uova pretrattate con sostanze che si l eg
modo piu permissive verso gli spermatozoi, consentendo loro di innescare molteplici onde
di C&* da punti diversi sullsuperficie. Sebbene il segnale®Cd el | 6onda gl o
uova pretrattate con JAS fosse altamente paragonabile a quella delle uova di controllo ir
termini di ampiezza (Fig. IV, 4), le uova trattate nelle stesse condizioni (12 puM, 20 min)
manifestavano mwé avver si one ver so gl i Ssper mat oz
trovarne incorporati nelle suddette uova (Fig. 1V, 7). Sorprendentemente nelle uova che
presentavano un singolo picco di “Caera occasionalmente possibile trovare pil
spermatozoi (dati nomostrati). Da qui si deduce che un singolo evento di @a
fecondazione non & né necessario né sufficiente per garantire l'ingresso ad un unice

spermatozoo nelle uova di riccio di mare, ma al contrario € lo stato strutturale o funzionale

d el | 0 a@lccitoschetetro dhelle uova ad essere strettamente correlato alla regolazione
del |l 6ingresso degl: spermatozoi (Fi g. [\
| 6i ngresso degli spermatozoi mostratt dal

attribuibile ad un effetto potenzialmente deleterio degli agenti chimici sulla motilita degli
stessi spermatozoi perché le uova di controllo non pretrattate, presenti nella stessa came
con uova precedentemente sottoposte al trattamento con le sostaggetto, sono state
fecondate con successo (dati non mostrati). Inoltre la possibilita che possano entrare pi
spermatozoi in uova che manifestano un completo sollevamento della membrana di
fecondazi one, unita all a mauwnovaache iavecel non s p
esibiscono tale sollevamento (Fig. IV, 6), dimostra che la formazione di questa membrana
di fecondazione potrebbe non avere alcuna utilita pratica verso il blocco alla polispermia
(Santella et al., 2014). Quindi, la fecondazione mpaosica nelle uova di riccio di mare

puo probabilmente essere garantita da un meccanismo piu veloce, come suggerito per |
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prima volta dallo scienziato americano E.E. Just (Just, 1939), che successivamente si
ipotizzato potesse basarsi su una rapida ldepmazione del potenziale di membrana
del |l 6uovo alla fecondazione (Jaffe, 1976
veloce alla polispermia possa attuarsi € ancora oggetto di un acceso dibattito, (Dale, 2014
Dale e DeFelice, 2011), i risali del mio studio hanno indicato che il perfetto
coordinamento dell dactina del <citoschel e
interazione dello spermatozoo con la cellula uovo (ricordo a tal proposito gli anomali
picchi multipli di C&" nelle uova pretrattate con LAR e CYT-B) ed anche nella sua
successiva internalizzazione, che potrebbe collegarsi alla regolazione di un qualche
meccanismo che consenta lingresso ad un singolo spermatozoo, assicurando |
monospermia (Fig. IV, 6 e 7). A segno dell'idea che il citoscheletro giochi un ruolo
dominante nel controllo della monospermia indipendente dal sollevamento della membrane
di fecondazione, sono i risultati prodotti sulle uova di molluschi, che non manifestano
sostanzialmente tale sollevanm t o i n condi zi oni nor mal
percentuale di polispermia alla fecondazioneseguito al pretrattamento cddYT-B
(Ziomek e Epel, 1975). Un altro punto importante di questo studio & che in tutte le 60 uova
pretrattate con JAS nessunasge a manifestare neanche un minimo sollevamento della
membrana di fecondazione (Fig. IV, 6 e 7), anche se nella stessa condizione sperimental
(12 um, 20 min) & ancora rilevabile una massiccia onda di @mparabile alle uova di
controllo (Fig. IV, 4).Tutti gli altri agenti utilizzati inducono essenzialmente lo stesso
effetto: il mancato innesco dell 6esocito
livelli di Ca** intracellulari avesse normalmente avuto luogo. Quindi, & evidente che
laumeno di C&* da solo non & sufficiente per l'esocitosi dei granuli corticali alla
fecondazione del riccio di mare, ma invece necessita di una precisa organizzazione
del | 6 a citoscheletro.dQedsti risultatorroboranoquelli precedentemente ottenuti

con le uova di stella di mare (Kyozuka et al., 2008; Puppo et al., 2008; Chun et al., 2010;

Vasilev et al., 2012).
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Per guanto concerne gl effetti gener al
strutt urinathe asl&Voltaalererilascio di C&" alla fecondazione, 'ampiezza

del flash corticale, che & espressione dell'ingresso4it@anite canali del Ga voltaggio

di pendent i, c 6  duasti sventi the $i venfieaaa sequena eurante t t
il processo di fecondazie sono fortemente influenzati dalla sostanze che stabilizzano i
filament. di actina (Fig. |V, 4 e 5). D'
moderatamente repressa nelle uova pretrattate con-BC¥TLAT-A del 9% e 26%,
rispettivamentena era piu alta del 41% nelle uova pretrattate con PHAL. Al contrario di
quanto appena detto per la PHAL, le uova pretrattate con JAS non mostravano
praticamente alcun cambiamento significa
in confronto alle ava di controllo (Fig. IV, 4). Queste sottili differenze tra JAS e PHAL
nei loro effetti sul segnale €asono difficili da spiegare in quanto le loro influenze precise
sui filamenti di actina in specifici loci cellulari intorno al reticolo endoplasmagicei
microvilli sono in gran parte sconosciuti. Tuttavia, ho notato che sia JAS che PHAL
avevano un effetto simile sulla fase di decadimento delle curve d&(fig. IV, 4 e 5).

Dopo essere stati liberati dai depositi intracellulari, gli ioni*@&voro legarsi a proteine

che vengono cosi attivate o riassorbiti nuovamente nei depositi, 0 anche estrusi fuori dalle
cellula. Viceversa ho trovato con sorpresa che la rimozione déti@asolico arriva prima

al punto di saturazione nelle uova pretrattate 38S e PHAL (Fig. IV, 4 e 5). Questo

fenomeno non e stato trovato nelle uova pretrattate con le sostanze ad azione

depoli merizzante sull 6actina, ma  risul
(Fig. IV, 5) che induce effetti iperpolimerizzargis t r e mament e f or ti S
(Fig. IV, 1) . I meccani s mi mol ecol ar at

corticale possa attenuare il buffering o il recupero di Gaqueste uova non sono chiari.
In considerazione del fattohe i canali ionici e le pompe presenti sulla membrana
pl asmatica e sul reticolo endopl asmati c

citoscheletro, & plausibile che le attivita di mobilizzazione dél €iano modulati dallo
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stato del | schelettoiatiraversd & Iregotazioneodel posizionamento dei canali
deputati al transito dello ione (Smani et al., 1838; Fujimoto et al., 1995; Patterson et al.,
1999; Sugiyama et al., 2000; Fukatsu et al., 2004) . Per lo stesso motivo, € possibile ch
| 6n pe@l i meri zzazione dell dactina <cortical
influenzato negativamente il recupero di’Cda parte delle G&ATPasi presenti sul
reticolo endoplasmatico e sulla membrana plasmatica ed elevato il livell'db&sale

(Fig. IV, 4 e 5). Infatti, e stato dimostrato che il trattamento dei neuroni dell'ippocampo
con JAS agisce in sinergia con la tapsigargina che aumenta i livelli “dicasolico
principalmente inibendo il suo assorbimento attraverso I&-&BPasi sul reticolo
endoplasmatico (Wang et al., 2002b). In alternativa, questo maggiore livello®ti Ca
mi surato nella fase decadente della risp
delle riserve di actina monomerica nel citoplasma in seguito alla waassi
iperpolimerizzazione corticale. Il legame del’Calla Gactina e la sua integrazione nei
filamenti potrebbe servire come meccanismo supplementare per riassorbifg jpje€a
diminuire localmente ed in maniera tempestiva la sua concentrazione (L888elange

e Gartzke, 2006; Chun e Santella, 2009; Santella e Chun, 2011; Vasilev et al., 2012)
Quindi, la marcata stabilizzazione dei filamenti di actina da parte di PHAL e JAS potrebbe
aver represso il processo di rimozione def‘Gampprimendo iltreadmilling. Tuttavia, i
meccani s mi funzional i e gl effetti del
altamente intricati, che é difficile spiegare tutte le mie osservazioni esclusivamente sulla
base di una tendenza alla polimerizzazione o depoligaiane. Pertanto chiarire in che
modo | 6actina del <citoscheletro possa in
di C&* e di incorporazione dello spermatozoo richiede certamente ulteriori indagini in
diversi sistemi modello. Infine, hoggee r t o che i | | asso di t e
viaggiare dal sito di interazione con lo spermatozoo al polo opposto e risultato
significativamente aumentato, non solo in seguito a trattamento corBCYTAT-A

(vedi risultati), ma anche con PHAL e JAS | | Atempo di traver seé
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con PHAL era di 20,3 + 2,%s(n = 29) rispetto a 16,8 = 2,@sdelle uova di controllo (n

=25, P <0,0001). Analogamente, il tempo di traversata nelle uova pretrattate con JAS er:
molto piu lungo (25,& 3,3 £¢ n = 15) rispetto al rispettivo controllo (19,8 £ 2e&a =

22; P < 0.0001). Cos?3 , | % nelleaubva prétrattate goh a n
PHAL e JAS alla fecondazione e stato ridotto del 17% e 23%, rispettivamente, in

confronto ai caispondenti controlli. Nel loro insieme, questi risultati ottenuti nelle uova di

riccio di mar e i ndi cano ancora una volt .
chiave durante | e prime fasi del | danet i v
del | "eccitabilit” del |l e zone corticald. e

alla sua ricettivita nei confronti dello spermatozoo al momento della fecondazione.
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CAPITOLO V
Le uova di stelle marine come modello sperimentale per lo stio dei

meccanismidel | 6i nvecchi amento ovo

Risultati

5.1. La fecondazione polispermica puo essere legata ai cambiamenti strutturali della
zona corticale derheioicakcovo nell a fase post
E ormai ampiamente noto che affinché si realizzi t@wdproca interazione ed attivazione
funzionale tra i gameti, la cellula uovo deve essere fecondata ad un preciso stadio meioticc
o stadio maturativo, ottimale per la fecondazione, che € caratteristico di ciascuna specie
Gli ovociti dei mammiferi, ad es&pio, conservano piena competenza per lo sviluppo per
un periodo di diverse ore dopo l'ovulazione, arrestando il loro ciclo meiotico alla metafase
Il (Fissore et al.2002). Se non fecondati entro tale periodo pero, siano essi negli ovidotti o
coltivati in vitro, gli ovociti vanno incontro ad un deterioramento della loro qualita che é
dipendente dal tempo. Tale deterioramento implica alterazioni nella loro originaria
struttura citoplasmatica e nucleare, che si riflette sulla loro capacita di attivaziorie pe
vanno incontr o adirgo6voatarie Glcdvaocid meecchiab, pertanto,
manifestano la capacita di interagire e fondersi con piu spermatozoi e la polispermia
conduce ad un aberrante sviluppo embrionale.

Alla nascita una donna possgéedn milionedi cellule uovo potenzialmentgrogenitrici,
tuttavia, solo circa 500 di queste saranno poi rilasciate come uova mature e le cellule
rimanenti subiranno un processo di degradazione e morte cellulare. Questa gradual
diminuzione che siverificaon | 6et”™ e che i nteressa sia
si associa ad una progressiva diminuzione della fertilita femminile e ad una maggiore

probabilita di insorgenza di numerose patologie fetali.
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Purtroppo fino a oggl processo fisiological e inMeazhiamento degli ovociti non é stato
completamente compreso ed appare percio di fondamentale importanza far luce sulle caus
che lo inducono.

Nelle gonadi femminili delle stelle di mare, gli ovociti, caratterizzati dalla presenza di un
grandenuiceo definito Avescicola germinal eo (
meiosi. L'esposizione di questi ovociti, allo stadio di profase della prima divisione
me i ot i A portaaallalriprdsa del ciclo meiotico e alla transizione verso la nsetafa

I. Pertanto il meccanismo che rende le uova di stella di mare competenti per essere
fecondat e con successo da un singol o
mat urazi oneo, ha | uogoi caratteristicc ehenbontacitmesmiet i r
ossera b i | i al mi croscopio ottico, come ad
(GVBD) e la scomparsa del nucleo il cui contenuto si mescola con il citoplasma. Durante
l a ripresa del ciclo meiotico, | 6 asettoi n a
specialmente in prossimita della regione sottostante la membrana plasmatica, il cortex
Contemporaneamente alla riorganizzazione

alla superficie dei granuli corticali immediatamente sotto la membranmatiaa che é

essenziale per innescare | 6esocitosi del
all 6interazione con | o spermatozoo. Lbes
del | 6i nviioded alla formazione dellmembraa di fecondazione, che da sempre

si ritiene responsabile del blocco lento contro la polispermia.

In considerazione della facilita con cui € possibile simulare il procesagim, e cioe
lasciando semplicemente le uova in acqua di mare per un periaiiledse ore dopo la
sommi ni st r aVMA] ho rudizzatbeulbova @ilstella di mare paseiotiche per
studiare gl ef fetti del |l 6i nvecchi amento
della fecondazione, con particolare riguardo alla relazigmeilt rilascio di calcio

intracellul ar e, i cambi ament i nell o stat
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blocco alla polispermia, in cellule a differenti stadi maturativi, cioeé che erano state
incubate per molte ore corMA.

Il periodo ottmale affinché si realizzi una fecondazione monospermica nelle uova di stella
di mare  quello che intercorre tra | a
primo globulo polare (Fujimori e Hirai, 197%Be la fecondazione, infatti, e effettuatalial

fuori di questo lasso di tempo, si evidenzia una maggiore tendenza alla polispermia che
inevitabilmente porta ad uno sviluppo embrionale anormale. Al fine di verificare la
relazione tra la polispermia e &adio maturativo delle uovap esaminato il mmero di
spermatozoi che venivano incorporati dopseminazione di cellule uovdi Astropecten
aranciacusnei tre differenti stadi di maturazione: 1) ovociti immaturi allo stadio VG
notoriamente polispermici; 2) uova mature nel periodo ottimale di fez@rda (circa 1

ora e 10 minut i -MAY B)amovd SO\aagngtural(tnattade per 6 dré corll
MA). Per fare cio, ho incubato gli spermatozoi in una soluzione con Hoechst 33342 per
circa 1 minuto, dopodi ch® Inente plimvoatiedeiuava t i
da fecondare e infine dopo circa 10 minuti ho osservato i campioni con la fotocamera CCD
mediante filtro per la luce UV. Come previsto, negli ovociti allo stadio VG che non
sperimentano il sollevamento della membrana di fecoadaz molti spermatozoi (6.53 +
2.47, n = 60) riuscivano a penetrare la membrana plasmatica ed ewranéoplasma
(Fig.V,1AeFi g. V, 2A). Al <contrario, | e uova
concentrazione di spermatozoi incorporavanellanmaggioranza dei casi, un singolo
spermatozoo (Fig. V, 1B e b). D'altra parte, quando ho fecondato le uoesacitestate
maturate per 6 oreonostante il normale e completo sollevamento della membrana di
fecondazione, ho potuto constatare la presehzaiu spermatozoi all'interno dell'uovo
(Fig. V, 1C e c). Mentre le uova di controllo fecondate nella giusta finestra temporale
erano principalmente monospermiche 1,12 + 0,3, (n = 60), le uova fecondate 6 ore dopc
Il 6i ni zi o d e l-MA ;mesieasoiuz numenoadi spednatbzoi incorporati di 2.6

+ 1.11 (n = 60), statisticamente significativo rispetto al controllo (P < 0.001) (Fig. V, 2A).
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Quindi, i miei dati sono in linea con quanto si afferma in letteratura (Fujimori e Hirai,
1979), che la frequena di polispermia negli ovociti immaturi (100%) e nelle uova
maturate per 6 ore (91.7 £ 5.77%) e significativamente superiore (P < 0.001) rispetto alle
uova mature che sono state fecondate nel corretto intervallo di tempo (8,5 £ 2,3 %) (Fig. V,
2B). Inoltre a | fine di valutare | desistenza
processo di formazione della membrana di fecondazione che potessero giustificare quest
discrepanza nel numero di spermatozoi incorporati nelle uova mature ed in quelle maturate
per 6 or e, ho provveduto a misurare | a
intesa come tempo necessario affinché sia possibile osservare anche al microscopio ottic
i formar si di guesta membr ana upve.rQuirdiyt t a
considerando come t = 0 il momento in cui inizia a visualizzarsi il sollevamento in una data
regione della superficie e terminando il conteggio quando la membrana € sollevata in
maniera equidistante per tutta la sua estensione, ho misugteelatita di sollevamento
pressoché invariata nelle uova sovramature (108.9 + 26.8 sec, n = 16) rispetto a quell:
misurata nei controlli (106.3 = 22.8 sec, n = 17) (Fig V, 1D).

Pertanto questa condizione di polispermia che si realizza a fronte delsplEvamento

della membrana di fecondazione nelle uova sovramature dimostra chiaramente che I
formazione di questa membrana non € un fattore sufficiente a garantire l'ingresso di un solc
spermatozoo negli echinodermi e che percio potrebbe esistere ummsearaggiuntivo e

pit veloce per impedire lingresso di spermatozoi soprannumerari al momento della

fecondazione.
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Velocita di sollevamento MF

D uova mature (controllo) 106.3 +22.8sec, n =17
Uova sovramature (6 ore) 108.9 + 26.8 sec, n = 16

Figura V, 1. La fecondazione monospermica si realizza solo nelle uova fecondate nella
giusta finestra temporale durante la maturazionelmmagini a luce trasmessa scattate
con la fotocamera CCD 10 minuti dopo la fecondaziar{@&)dovociti immaturi allo stadio

VG, (B)uovamature(br a e 10 mi nut i-MA) e (€puova Soargntatura n t
(6 or e dal |-KA.gS) inatinilt meno dsollevainento della membrana di
fecondazione in (B) e (C) (frecce nere), del tutto migsen (A). Immagini con luce UV
delle stesse cellule dove si visualizzano gli spermatozeinptdati con Hoechs33342

sotto forma di puntini fluorescenti di (a) fecondazione polispermica tipica degli ovociti
immaturi (si notino 6 spermatozoi incorpayatb) entrata di un singolo spermatozoo
nell 6uovo matur o; (c) fecondazione polis
incorporati). (D) Sintesi della velocita media di sollevamento della membrana di
fecondazione nelle uova mature e sovramatumati si riferiscono ad una serie di tre
esperimenti indipendenti, ossia condotti su gonadi provenienti da tre diversi animali (N =
3).
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Figura V, 2. Alta frequenza di polispermia negli ovociti allo stadio VG e nelle uova
sovramature (6 ore) allafecondazione Gli ovociti allo stadio VG, le uova mature e le
uova sovramature sono state fecondate con spermatozoi precedentemente colorati cc
Hoechst 33342, al fine di renderli visibili alla luce UV per sottoporli al conteggio tramite
fotocamera CCD. (All numero di spermatozoi incorporati negli ovociti (6.53 £ 2.47, n =
60) é significativamente diverso da quello nelle uova mature (1,12 + 0,3 n = 60; P <
0.001), parallelamente al numero degli spermatozoi nelle uova sovramature (2.6 + 1.11, r
= 60; P < 0001) che e statisticamente significativo rispetto alle uova fecondate nel loro
periodo ottimale. (B) Frequenza della polispermia negli ovociti (100%), nelle uova mature
(8,5 £ 23 %) e nelle uova sovramatu@l.7 + 5.77%). | dati si riferiscono ad unaiseli

tre esperimenti indipendenti, ossia condotti su gonadi provenienti da tre diversi animali (N
=3).
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5. 2. Léactina del citoscheletro come un
alla polispermia durante la fecondazione

L6act i oitaschalegd degli ovociti di stella di mare va incontro ad una
riorganizzazione strutturale finemente regolata sigate la ripresa meiotica cHa
fecondazione (Lim et al., 2003; Kyozuka et al.,, 2008; Puppo et al.,, 2008). Alla
fecondazione delle uovai stella e riccio di marel 6 a c t i roscheletre lcorticale t

d el | @artecypaattivamente al processo di interazione con lo spermatozoo, stabilendo
un contatto tra il flamento acrosomale (che concontieetiha) dello spermatozoo e
strutture dif i | ament i di act i na Lomsmbilirsidi questp lfoes ma
ancoraggio € una condizione essenziale perché lo spermatozoo venga incorporat
nell uovo fecondato (Puppo et al ., 2008)
actina é herata con agenti farmacologici e la sua funzione dinamica € compromessa,
anche il numero e la modalita di entrata degli spermatozoi risulta inficiata (Puppo et al.,
2008; Vasilev et al.,, 2012). Sulla base di queste informazioni, ho esaminato la
distribuzone di Factina nella corteccia di ovociti immaturi, di uova controllo e di uova
sovramature al fine di correlare | 0o0rgal
risposta delle uova allo spermatozoo a stadi maturatwarsii e condizionpatolgiche

come nel caso delle sovramatuRer la visualizzazione dei filamenti di actina nelle cellule

in vivo, ho iniettato falloidina fluorescente come descritto in precedenza negli ovociti

I mmaturi, nelle uvuova di conntal de! hdtou me
dopo GVBD), ed in quelle maturate per 5 ore e 50 miQildme si osserva nelle immagini

di microscopia confocale in Fig V, 3. i lunghi filamenti di actina visibili nel citoplasma
degli ovociti immaturi (A), risultano quasi del tut@@ssenti nelle uova mature (B)
microiniettate con falloidina subito dopo la GVBD. La comparazione delle immagini al
microscopio confocale dei filamenti di actina negli ovociti immaturi ed i maturi di
controllo evidenziano un sottile reticolo corticale ithrhenti irregolarmente interconnessi

in prossimita della membrana plasmatica degli ovociti immaturi che nei maturi & costituito
112



da fasci di actina disposti ordi nat amer
marcatamente piu visibili. Invece la cadaione con falloidina delle uova maturate per
circa 6 or e, mostra unobdevidente peactida t a
della regione sub corticale risulta massicciamente depolarizzata poiché non si osserv:
alcuna colorazione, mentre natoplasma si osservano dei piccoli fasci di nuova sintesi
(Fig. V, 3C). Alla fecondazione nelle uova di controllo ho potuto osservare il fenomeno di
migrazione centripeta delle fibre di actina localizzate in corrispondenza della regione
corticale delle ava mature (Fig V, 5b), fenomeno del tutto assente sia negli ovociti
immaturi (Fig V, 5a) che nelle uova sovramature (Fig V, 5c). Cosi come ho potuto
constatare grande diversita nella morfologia dei coni di fecondazione, che spesso
assumevano forme anormakssendo piu filiformi negli ovociti allo stadio VG, o
comungue irregolari nelle uova sottoposte ad invecchiamento, rispetto al caratteristico
cono tondeggiante delle uova mature (Fig. V, 4). Infine, nelle uova sovramature che
venivano penetrate da piil dno spermatozoo nonostante il normale sollevamento della
memebrana di fecondazione, non era evidente alcuna formazionactin& nella zona
corticale dell 6uovo in corrispondenza de
netto contrasto com cambiamenti morfologici dell'uovo maturo di controllo, e quindi
monosper mi co, i n cul nell a zona di f or ma
una polimerizzazione delle fibre di actina a formare una struttura filamentosa molto estess
(Fig. V, 5. Infine quando ho fecondato gli ovociti immaturi che sono polispermici, la zona
corticale in corrispondenza dei molteplici coni di fecondazione osservabili, era costituita
sempre da factina, anche se organizzata differentemente a formare strutturezpiie
spesse. Quindi mentre la naturale polispermia degli ovociti immaturi puo essere attribuita
all 6effettiva mancanza del soll evamento
del | 6esocitosi dei granul i Cc o rat checsarkalizza n e
nonostante abbia luogo il sollevamento della membrana vitellina, potrebbe essere attribuit

ai cambi ament i strutturald.i del |l actina c
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Figura V, 3. Riorganizzazione dinamicadell'actina del citoscheletro nelle uova di

stella di mare durante la maturazione meioticaMediante la microinione di falloidina

Alexa Flour 568 negli ovociti di A.aranciacusa diversi stadi di maturazione ed
osservazione al microscopio confocale étostpossibile visualizzare la differente
disposizione della factina in (A) ovocita immaturo in profase | (stadio VG); (B) uovo
mat ur o, 60 min dall daggiunta dell 6or mon
del | 6or mone, con p aonacoricald, indicaa dalle freece.i me nt o
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Figura V, 4. Differenze morfologiche dei coni di fecondazione in cellule a diversi stadi
maturativi. Immagini a luce trasmessa sovrapposte a immagini a luce UV per visualizzare
gli spermatozoi colorati con Hoech88342 durante la fecondazione di (A) ovociti
immaturi allo stadio VG, (B) uova mature nel periodo ottimale, (C) uova sovramature. (a, b
e ¢) Ingrandimento della zona compresa nei riquadri blu di ciascuna immagine per rendere
piu facile la visualizzaziondelle differenze morfologiche dei coni di fecondazione: si noti

la forma irregolare negli ovociti immaturi )(ale frecce indicano i siti di interazione
funzionale con gli spermatozoi) e nelle uova invecchiate (c) rispetto a quella piu sferica del
controlio (b).
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Figura V, 5. Cambi ament i del |l dactina del
uova di stella di mare a diversi stadi di maturazioneln seguito alla microiniezione di
falloidina AlexaFlour 568 negli ovociti dA.aranciacusa diversi stdi di maturazione ed
osservazione mediante CCD camera e stato possibile seguire i cambiamenti morfologic
della Factina prima della fecondazione in (A) ovocita immaturo in profase | (stadio VG);

( B) uovo mat ur o, 70 mi n d a | sbvéamajugo, 6 ore a
dal |l 6aggiunta dell 6ormone e dopo circa 1
differente modalita di polimerizzazione dellaaEtina nel sito di interazione spermatica
del |l 6ovocita I mmat ur o visuglizzabile siglles uova decoadate | u
nel periodo ottimale (b) e la totale assenza di polimerizzazione in prossimita dei siti di
i nterazione nelle uova sottoposte ad in
trasmessa sovrapposte alla luce UV peraligmare gli spermatozoi colorati con Hoechst
33342 scattate nello stesso intervallo di tempo. Gli spermatozoi incorporati sono indicati
dalle frecce.
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5.3. | cambiamenti strutturali della regione corticale a cui vanno incontro le uova nel
corso del processo maturativo definiscono il normal@attern di rilascio di Ca** alla

fecondazione

Anche se in tutte | e speci ecelulauovoadiniziolad i n-
una serie di meccani s mi di trasduzi one ¢
sembra svolgere un ruolo chiave nell 6at:t

poco circa le modalita che regolano il rilascio dcia Studi condotti nel laboratorio dove

ho svolto la mia tesi di dottorato hanno ampiamente dimostrato che, nelle uova di

echinoder mi, | 6actina del citoscheletro
della liberazione del calcio intracellulare®he | a perturbazione
strutturale dell dactina con diversi age
jasplakinolide, la latrunculinra , | 6eparina e | a i onomicine

al., 2006, Puppo et al2008, Chin et al., 2010; Vasilev et al., 2012; Chun et al., 2014;
Santella et al., 2014). In particolare, i risultati ottenuti con la ionomicina, assumono un
significato molto i mportante se si pensa
promuovered at ti vazi one artificiale della cel/l
nelle tecniche di fecondazione assistita quando sussistono rprablanfertilita maschile,

ad eempiolegata allaidotta motilitaoa | | 6 ewsmerg di spermatozoi.

Inoltre alcuni studi suggeriscono che il minore successo di un corretto sviluppo embrionale
derivante dalla fecondaziorie vitro di ovociti invecchiati potrebbe derivare dai danni
dovuti proprio ad una anormale omeostasi del Calcio (Takahashi et al., 2008gIdde i
anche variazioni nella modalita e della freoge di rilascio di questo ionalla
fecondazione (lgarashi et al., 1997).

Nella stella di mare stato osservato che gli ovociti allo stadio di vescicola germinale (VG)
mostrano una minore abilita nelasciare calcio se fatti interagire con gli spermatozoi,
ri spetto a quella indotta quando | Guov

mancano in letteratura datigtardanti cellule sovramaturdl fine di colmare questa
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lacuna e valutare se i cambiam t | nell 6organi zzazione str
uova invecchiate dal punto di vista della loro maturazione, potessero avere degli effetti
significativi sulle dinamiche di rilascio del €a ho misurato i cambiamenti dei livelli
intracellulare dello ione in oggetto alla fecondazione delle uova nei diversi stadi
maturativi. Come si osserva in Figura V, 6, essendo polispermici, gli ovociti immaturi
manifestano la genesi di pit onde di*Cin corrispondenza dei siti di interazione
funzional i con diversi spermat ozoi (con wu
non viene preceduta dal flash corticale nella maggioranza dei casi (in 30 ovociti su 32
esaminati), risultando del tutto assente (in 10 su 32). Ho anche osservatodaidne el

flash corticale inunafassuccessiva all 6inizio dell 6on
polo opposto (in 17 su 32) e solo raramente contemporanea al primo spot (in 3 su 32). Ne
caso dell e uova matur at e pispermiéhe, soncegeneratd c h
onde multiple (4.06 + 1.12, n = 16) rispetto alle uova mature di controllo in cui la presenza
di onde addizionali é rara (1.82 + 0.88, n = 17, P < 0.001), pero diversamente dagli ovociti
allo stadio VG, si visualizzaquasisempré occorrenza del fl ash
esaminate), sempre precedente | 06inizio d
nelle uova mature e fecondate nella giusta finestra temporale (40 su 50 uova esaminate
Sorprendentemente, armalz a n d o [ dati relati vi all 6a
presente, ho evidenziato che essa & mediamente molto piu alta nelle uova sovramatul
(0.14 £ 005 RFU) che in quelle maturafisiologicamente (0.05 £ 0.03 RFU, P < 0.001).
Anche negliovocitiimmt ur i , | 6ampi ezza media dei f |

0.18 RFU, P < 0.001). Co da dire per C

flash corticale di C& se si guarda al tempo di comparsa di questo fenomeno & complicata
dalmncomitante aumento dei | i vePlte seguelil| o
flash corticale.

Per quanto r i g?l mrcahfarmita @éan muheto attéso sGlla base dei dati

present.i in | etteratur a, laggiuntaudegli sperrdagorol e
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giovoci ti all o stadio VG mostrano undéampi
maggiore per il raggiungimento del picco massimo di ampiezza (380.6 + 181.2 sec)
rispetto alle misre delle variazioni di calcimelle uova fecodat dopo una normale
maturaziong1.00 + 0.16 RFU e 99.84 + 25.07 sec, P < 0.001). Qussiiaii indicano

una minore responsivita degitoresdi C&* citoplasmatici alla stimolazione dei secondi
messaggeri che liberano il calcio e che semtetizzat dopo fecondazion€rig. V, 6A).

Nel caso delle uova sovramature, invece non si registrano variazioni apprezzabili di quest
parametri (1.17 + 0.13 RFU e 131.2 = 48.42 sec, Fig. V, 6B). Inoltre se si considera |l
tempo di traversata, inteso come iltempe cessari o affinch® | 6o
di origine al polo opposto della cellula, nelle uova sovramature si registrano valori medi di
95.83 + 17.21 sec, estremamente simili a quelli misurati nelle uova mature di controllo
(95.46 £ 2034 sec)elmi t uazi one non varia calcol anct
rapporto tra |l a distanza percorsa (in te
per percorrerla. Infatti le uova sovramature mostrano un valore medio di 3.52 = 0.51
pm/sec, altamee paragonabile a quello ottenuto per le uova mature di controllo (3.42 +
0.59 pm/sec, P < 0.01).

Presi complessivamente, questi dati suggeriscono che le dinamiche di rilascio dello ione
C&" alla fecondazione risultano essere influenzate dalla diversaednarastrutturaledel
cort ex che ¢ foriemente legata al sstato maturativo. In maniera particolare il
patterndi rilascio di calcio del flash corticale, che rappresenta la prima parte della risposta
allo spermatozoe significativamentealer at o, ed i n misura min
successi va. Al |l a | uce dei dat i raccolt
citoscheletro delle uova prima, durante e dopo la maturazione, questi risultati sottolineanc
una stretta correlazione tta capacita di risposta delle uova agli spermatozoi e lo stato
della regione corticale delle uova in condizioni fisiologiche e patologiche rispetto al loro
stadiodi maturazione. Il meccanismo mediante il quale cio possa realizzarsi sara oggetto di

studifuturi.
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Figura V, 6. Sequenza temporale decambiamenti dei livelli di Ca* intracellulare

delle uova di stella di mare a vari stadi di maturazioneGli ovociti e le uova diA.
aranciacussono stati microiniettati con una miscela di Calcium Green el&hme Red
circa 10 minut.i pri ma di effettuare | des
| 6 aggi uMAtrispettthamente nelle uova mature e sovramature) e poi fecondati al
fine di misurare i cambiamenti nei livelli di €anel tempo medianttocamera CCD. Le
immagini di fluorescenza relativa rappresentano la somma complessiva degli aumenti di
cd'in seguito allodinterazione con gl spe
ovocita immaturo (A), di un uovo maturo (B), e di un usavramaturo (C). Il tempo
immediatamente precedente al primo segnafé fllavabile & stato impostato come t = 0

per facilitare la comparazione. | siti di interazione spermatica corrispondenti ai punti di
partenza dell donda s®inone@tvii dledhvas aemz aad el
dell a genesi dell donda in (A).
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Figura V, 7. Differenze nelle dinamiche del rilascio di C& nelle uova a diversi stadi

di maturazione. | cambiamenti dei livelli di C& alla fecondazione di ovociti immaturi
(curvedi coloreblu) uova mature (curvei colore verde o uova sovramature (curce

colore rossp Nei riquadri: le stesse curve rappresentate su una scala temporale diversa pe
mostrare meglio il flash corticaleileprimo aumentodiCd. Compar azi one t
rilascio di C&" alla fecondazione alle uova maturate e fecondate nel periodo ottimale
(ossia 1 ora e 10 -MA) rispettoiagli eaditilindnaatyrg (Aumad a ¢
uova sovramature (osflaecondat e dopo 6 ore dall 6aggi
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Discussione per il Capitolo V

L'idea che la polispermia, caratteristica sia di ovociti non sottoposti a stimolazione
ormonale sia di uova invecchiate, possa essere legata alla particolare adatomiaata
regione sulla superficie dell'uovo, (cortex), e stata chiaramente dimostrata negli ovociti di
stella di mare dove la fecondazione e steffettuata su uova daliversi stadi della
maturazione meiotica. Co me acantbia drasticanoente | a
nel corso della progressione meiotica, come evidenziato dalla visualizzazione della
di fferente struttura dei mi crovil i e d
immaturi arrestati allo stadio VG sono inclini alla polisp&r quando fecondati e poiché

non sono in grado di sollevare la membrana di fecondazione (Fig. V, 1A e 2), difettano di
un efficace blocco meccanico alla polispermia (Santella €2@l2). Anche il progredire

della maturazione citoplasmatica negli ovodt riccio di mare € accompagnato da
modifiche strutturali dello strato superficiale che favoriscono la fecondazione
monospermica (Runnstrém e Monné, 1945; Runnstréom, 1963). Tuttavia, la maggior parte
delle uova sovramature di stella di mare, chesonodui f econdate dopo
secondo globulo polare, vannacontro ad una fecondazione gpkrmica, nonostante la

loro capacita di sollevare correttamente la membrana di fecondazione (Fujimori e Hirai,
1979; Fig. V, 1C e 2). La spiegazione perplalispermia in queste uova sovramature
potrebbe essere duplice. In primo luogo, la tendenza a manifestare polispermia potrebb
essere legata alle proprieta elettriche della membrana plasmatica. Il potenziale di riposc
delle uova mature d. pectiniferandla finestra temporale ottimale & molto meno negativo

(- 30 mV) rispetto a quello di un ovocita immaturo allo stadio V@ mV) e delle uova
sovramature -( 55 mV). E statodimostrato in letteratura chi&a permeabilita della
membrana al Kdiminuisce durate la GVBD ma viene ripristinata progressivamente se la
maturazione viene protratta di diverse ore oltre il periodo ottimale (Miyazaki et al., 1975).
Anche il picco del potenziale di attivazione nelle uova sovramature alla fecondazébne (

mV) non riescea raggiungere valori positivi come nelle uova mature nel periodo ottimale
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(+ 12 mV). Quindi una immatura o alterata organizzazione strutturale della superficie che e
responsabile della regolazione del potenziale di riposo di membrana degli ollociti a
stadio VG o delle uova sovramature, potrebbe rispondere al primo spermatozoo con
cambiamenti lenti e non rapidi del potenziale elettrico della membrana plasmatica
inficiando il meccani smo di bl occo el ett
di spermatozoi sopranumerari (Miyazaki e Hirai, 1979; Dale et al., 1979; Moody e Bosma,
1985). In secondo luogo, la maggiore tendenza alla polispermia riscontrata nelle uova
fecondate dopo il "periodo ottimale" potrebbe essere causata dalla mancata prmeparazio
fisiologica da parte del citoplasma dell'uovo. Studi classici hanno indicato che la
dispersione e la mescolanza del contenuto nucleare con quello del citoplasma e della zon
corticale rappresentano un prerequisito essenziale per la maturazione citiplasm
(Delage, 1901; Chambers, 1921). Terminata la GVDB, un segnale o una sostanze
diffusibile precedentemente imgionata nel nucleo, potrebbiateragire conla zona
corti cal e indureellé¢ d@ppraprate medifiche strutturali, essenziali affinshé
real i zzi una corretta attivazione dell 6u
Infatti il rilascio di C&"*d i p e n d e n t; Echiatleva pildemposper realizzarsi e non si
accompagnava all desocitosi die\i pecgniferadaucti i c
era stata rimossa la VG prima dell'aggiunta €MA. Cosi come uova maturate senza
nucleo rispondevano allo spermatozoo coa tisposta al calcio alterafdirai et al, 1971;

Lim et al.,, 2001). Inoltre le uova sottoposte a matioree esclusivamente nella zona
corticale, attraverso la somministrazione di dosi basseMAlal di sotto della soglia
necessaria per stimolare la normale ripresa meiotica, manifestavano un maggiore tasso
polispermia (Hirohashi et al., 2008). Quesigva non andavano incontro a GVBD ma
esibivano normale sollevamento della membrana di fecondazione. Quindi, & ipotizzabile
che sia la sottoesposizione che la sovraesposizione a segnali di origine nucleari durante |

maturazione, eseguita nei tempi canonigrotratta per diverse ore, possa provocare sottili
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di fferenze nella struttura e quindi nel |
rivelarsi cruciald] nell éindirizzare | e u
Il posizionamento dei granuli corticali e lge altre vescicole che popolano la zona
sottostante la membrana plasmatica, che si attua durante la maturazione meiotica deg
ovociti pud contribuire alla creazione di quel meccanismo protettivo che scherma
efficacemente le uova dagli attacchi di piursp&tozoi (Longo et al., 1995). Al momento
della fecondazione, questi granuli e vescicole secernono il loro contenuto nello spazio
perivitellino e | 6estrusione del | or o r
membrana di fecondazione (Fig. V, 1B).tfAwia, evideme sperimentali pubblicate nel
laboratorio dove ho svolto la tesi, incluse quelle del mio lavoro di dottorato, dimostrano
che la polispermia puo avvenire anche a fronte del normale sollevamento della membran:
di fecondazionead egsmpionelle uova sovramature. Tali risultati hanno chiaramente
indicato che il cosiddetto blocco meccanico apposto dal sollevamento della membrana di
fecondazione non  sufficiente a garant
ipotizzare che il meccam® veloce e meccanico (blocco elettrico e membrana di
fecondazione) deputato ad impedire l'ingresso di spermatozoi in sopranumero in quest
uova possa essere stato danneggiato e non essere piu pienamente funzionale. Come
detto, questo potrebbe esseaesato dalla mancata o alterata riorganizzazione strutturale e
qguindi funzionale del cortex dell uovo d
conseguenze morfologiche piu evidenti della maturazione meiotica & rappresentata dagl
estensivi cemnb i ament i del |l dactina del citoschel
Sebbene il preciso meccanismo molecolare che conduce a tale riorganizzazione struttural
non possa essere spiegato dai risultati di questo lavoro di tesi, risulta quanto maeevident
|l a grande rilevanza del ruol o dell dacti n;
nella sua susseguente incorporazione. A fronte della diversa conformazione dei filamenti di
actina a ridosso della superficie delle uova, gli ovociti polispgratio stadio VG, le uova

fecondate nella giusta finestra temporale e quindi monospermiche e le uova invecchiate
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polispermiche, manifestano un differente comportamento alla fecondazione, non soltanta
in termini di spermatozoi incorporati, ma anche nelesse dinamiche organizzative dei
filamenti di actina. Nel controllo es$iniscono con il partecipare piu 0 meno attivamente

al processo di incorporazione spermatica, attuando una migrazione centripeta ed un;
diversa polimerizzazione in corrispondenza sigidi ingresso degli spermatozoi, mentre

gli ovociti immaturi e le uova invecchiate non sperimentano nessuno di questi fenomeni
(Fig. V, 5).

I microvilli localizzati sulla superficie delle uova possono essere coinvolti nello stabilire la
ricettivita spematica, in quanto negli ovociti umani invecchiati, il loro numero risulta
gravemente ridotto (Santella et al., 1992). Nella stella di mare, gia in passato € state
evidenziata una drastica riduzione nelle interazioni funzionali adeguate tra lo spermatozoc
e le uova sottoposte al processo di invecchiamento (Chambers, 1921; Just, 1939). Stuc
recenti sulle uova di stella di mare hanno indicato che l'altemzionloeghnizZazione
strutturale dei filamenti di actina nella zona corticale rende la superfitieode meno
reattiva al primo spermatozoo fecondante e piu ricettiva verso quelli successivi (Puppo et
al.,, 2008; Chun et al., 2010; Vasilev et al., 2012). Uova che presentano una
I perpol i merizzazione del |l dacti na matdal a

sperimentano la formazione di numerosi coni di fecondazione di forma irregolare come

risultato del | 6attivazione da parte di
| 6i nstaurar si di un | egame pi % | vebeildsea e d
i ncorporazione nell duovo, confermando ul

incorporazione spermatica (Puppo et al., 2008).

Come accennat o, | 6actina ha uf siadaiadépositid i
intracellulari chen e | suo ingresso dall desterno (L
Kyozuka et al ., 2008; Chun et al ., 2010)
citoscheletro  anche un ocitoai ddi grandi carticaliAt i c o

tale riguardo, che | 6aumé fosseil solaefattord imporeanted i
125



per | desocitosi (Steinhardt e Epel, 1974
recentemente messo in discussione dai risultati del laboratoriohdoggolto la tesi di
dottorato che hanno di mostrato che, guart
trova nella sua conformazione otti mal e,
nonostante si sia verificato un normale rilascio di*Qyozuka et al., 2008; Puppo et al.,
2008; Chun et al., 2010).

| risultati ottenuti in questo capitolo evidenziano una significativa differenza nelle
dinamiche di rilascio di CAi n ri sposta all dinterazione
fecondate ad un diveo stadio di maturazione. Il piu delle volte i due eventi caratteristici
del segnale Caalla fecondazione, ciog il flash corticale e la successiva ond& Higdao
sempre presenti, ma si evidenziano profonde discrepanze nel tempo di comparsa e
pers st enza degl i stessi. Avval orando | 06i p
di rilasciare il C&" con la maturazione, gli ovociti immaturi esibiscono una mancata
capacita di manifestare il flash corticale nel giusto tempo, e una riduzione sia
dd | 6ampiezza sia della wvelocitew di prop
numerose evidenze accumulate in letteratura (Nusco et al., 2006; Chun et al., 2010
Vasilev et al., 2012) e dei dati raccolti in questo lavoro di tesi (si vedano anch#aliCap
11 e 1V), | 6actina del citoscheletro si

normal e sequenza degl:i eventi che caratt

che é necessaria per una normale fecondazione e sviluppo est#rion
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CAPITOLO VI
Loalterazione dell e dinamiche del |

nicotina come fattore che induce polispermia

Risultati

6.1. La Nicotina induce polispermia nelle uova di riccio di mare secondo una modalita
dose dipendente.

Nell e wuova di riccio e stella di mar e,
citoscheletro nella regione corticale sperimenta una migrazione centripeta verso la parte
interna del citoplasma durante il sollevamento della membrana vitellinteatladazione
(Terasaki, 1996; Puppo et,a2008;. Chun et g12010; Capitolo V). Se questa migrazione

e bloccata, lo spermatozoo spesso non riesce a penetrare l'uovo (Vasilev et al., 2012). Dor
| 6attivazione dell uovo duapepdritce edallelld 6
formar si una struttura specializzata chi
catturare lo spermatozoo e a guidarlo nel suo ingresso nella cellula. Il cono di fecondazione
e costituito da una estroflessione dellanmbeana plasmatica che contiem@a grande
qguantita di Factina che é in continuita con i lunghi fasci filamentosi di actina all'interno
del citoplasma. Questi a loro volta stabiliscono un forte contatto con il processo
acrosonmle dello spermatozoo attivat@uppo et aJ 2008; Chun et al., 2010). In
concomitanza con il sollevamento della membrana vitellina, si evidenzia la formazione di
prolungamenti sottili della membrana plasmatica cagtittda microfilamenti, che

attraversano lo spazio perivitellino come f or mar e undéi mpal catur

membr ana (Chun et al ., 2010) . Da ci , S i
corticale dell duovo svolge un ruol o <chi
fecondazione. E interessante netar ¢ h e , | a perturbazione

corticale nelle uova di stella di mare con vari agenti, induce sempre interazioni multiple di
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piu spermatozoi con la superficie delle uova attivate (Puppo et al., 2008; Chun et al.,
2010). Nelle uova praiettate con eparina, ad esempio, si osserva una formazione
anomala della morfologia dei coni di fecondazione (a forma conica e non tonda come nei
controlli), mentre le uovancubate con JAS non manifestail normale sollevamento della
membrana di fecoraxione nonostante le molteplici interazioni degli spermatozoi con la
superficie e un afil meaoelluare doenale.6Aln sleaso chado, C a
modi ficazioni del |l 6actina <corticale caus
stella di marecomportano una condizione di polispermia che si associa ancora una volta
ad unodalterazione nella formazionéeatlhei ¢
fecondazione (si veda Capitolo V). Appare evidente che la regolazione fine dei
cambiamentidéla struttura dell dactina del Citos
cortex di tutte le uova durante la fecondazione, possa svolgere un ruolo fondamentale ne
guidare | 6esocitosi dei granul i coranto,cal |
sar”™ interessante studiare ed approfondi
del citoscheletro contribuisce ad assicurare una fecondazione monospermica. A ta
proposito fin dalla prima scoperta che la nicotina potesse indurreispgmohia, (Hertwig

e Hertwig, 1887) questo agente e stato ampiamente utilizzato per studiare i meccanismi ch
controllano l'ingresso degli spermatozoi nelle uova perché e possibile, a causa del grand
numero di spermatozoi, seguire la loro massiccia irwagoone nelle uova trattate
(Hagstrom, 256; Rothschild e Swann, 1990pngo e Anderson, 1970). Purtroppo fino ad
oggi il preciso meccanismo attraverso dai polispermiasi realizzi in seguito &
trattamento con nicotina non & ancora noto.

Alla luce di quanto detto finora, quindi, il mio obiettivo e stato quello di indagare su una
possibile interazione tra | o stato funz
nicotina, utilizzando come modello le uova di riccio di mare della spedieidus

In primo luogo, ho confermato i dati presenti in letteratura (Rothschild, 1952; Longo e

Anderson, 1970; Dale, 1985), che il trattamento con la nicotina induce una fecondazione
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polispermica nelle uova di riccio di mare (Fig VI, 1). Infatti, come mostratagin\i, 1A,

| 6esposi zione delle uova ad wuna concentr
tasso di polispermia, come visualizzato dal numero di spermatozoi colorati con Hoechst
33342 incorporati nelle uova, rispetto al controllo incubato con seenatiqua distillata (il
mezzo in cui la nicotina é dimlta), dove si osserva un solo spermatozoo. Ho inoltre
approfondito le osservazioni sperimentali utilizzando diverse concentrazioni di nicotina,
per valutare se la polispermia potesse essere influenzata in maniera dose dipendente.
effetti rispetto al cotmollo, (1.07+ 0.14, n = 240), il numero di spermatozoi incorporati
nelle uova che subiscono un pretrattamento di 5 minuti con nicotina, risultava aumentare
progressivamente all daumentare ®&0cbnd00do s
MM (n = 50); 1.23 £ 0.20 con 200 uM (n = 50); 1.23 £ 0.25 con 500 uM (n = 30, P < 0.01);
1.86 £ 0.54 con 1 mM (n = 30, P < 0.0001); 2.2 £ 0.59 con 1.5 mM (n = 30, P < 0.0001);
5.01 £ 2.02 con 2 mM (n = 80, P <0.0001); 7.2 £ 1.26 con 6 mM (n = 40, P < 0.01); e
infine 11.1 £ 1.94 con 20 mM (n = 40, P < 0.0001, Fig. VI, 1B).

Inoltre, mentre in tutte le uova di controllo esaminate=(240)si realizzava sempre un
pieno e completo sollevamento della membrana di fecondazione (100% di frequenza), il
pretrattamento con |l a nicotina sembrava
conseguente formazione della membrana di fecondadioaggiunta, mntenendo sempre

una forte dipendenza dalla concentrazione di nicotina utilizzata, tutte le uova esaminate
(n= 200) mostravano undinibizione tot a
fecondazione per dosi superiori a 1.5 mM (2, 6 e 20 mM,w@ frequenza dello 0% per
tutte le concentrazioni) e un blocco parziale per tutte le dosi utilizzate inferiori a questa
soglia. Piu precisamente, la frequenza di uova che manifestavano un pieno sollevament
della membrana di fecondazione duoiva progessivamente al 50 % per uova trattate con
100 pM (n = 50), al 24 % con 200 pin = 50) per poi scomparire del tutto con dosi di

500 uM e 1 mM (= 60), e ripresentarsi con Umando 3.3 % con un trattamento di 1.5

mM (n = 30). Le restanti percentuali ecartalvolta rappresentative di uova che
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manifestavano un incompleto o ridotto sollevamento (18 % per uova trattate con 100 puM;
22 % con 200 pM; 33.3 % con 500 pM; 13.3 % con 1 mM; 6.6 % con 1.5 mM), (Fig VI,
1B).

Sulla base di questi dati, la tendenzaplla!| i sper mia causata dall
non puo essere semplicemente conseguente al mancato sollevamento della membrar
vitellina, poiché in tutte le uova esaminate, doveollevamento della membrana era
completamente blocta con concentrazioi uguali o superiori a 2 mM, il numero degli
spermat ozoi i ncorporat. non era | o stess
concentrazione. Cio suggerisce che la nicotina possa interferire con un meccanismc

addizionale per il blocco alla polispeia, diverso da quello considerato.
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Figura VI, 1. La Nicotina induce polispermia nelle uova diP. lividusin maniera dose
dipendente. (A) Le uova di riccio trattate con nicotina (6 mM) per 5 min, sono state
fecondate con spermatozoi preubati conHoechst 33342 in presenza di nicotina (6
mM), e monitorati con fotocamera CCD. Gli spermatozoi incorporati sono stati visualizzati
con luce UV (330 nm) nei riquadri in basso mentre immagini a luce trasmessa evidenzianc
| 6assenza del s bfahadaiviecon@anidn® nelt: edvd teattate e@spetto al
controllo (riquadri in alto). Si noti che le uova trattate con nicotina presentano un maggior
numero di spermatozoi incorporati (pannello di destra), mentre le uova controllo non
trattate hanno un solgpermatozoo (pannello a sinistra). (B) Gli istogrammi mostrano la
percentuale di uova che manifestano un pieno (barre verdi) o parziale (barre rosse
sollevamento della membrana di fecondazione in seguito al trattamento con concentrazion
crescenti di nicona per un tempo fisso (5 min), mentre il grafico a linee indica il numero

di spermatozoi incorporati alla corrispettiva concentrazione.
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6. 2. La nicotina altera profondamente | a
compromette le normali dinamiche alla fecondazione.

Come precedentemente dimostrato (Kyozuka et al., 2008; Puppo et al., 2008; Capitolo Il1),
il mancato sollevamento della membrana di fecondazione implica spesso una possibile
alterazione dell 6or gani zcala del cioschelesot Pertainto, u r
per ottenere ulteriori delucidazioni in merito al ruolo che Jacna potrebbe svolgere
nella regolazione del blocco alla polispermia nelle uova di riccio di mare, ho esaminato se
il trattamento con nicotina potesse amirequalche modo apportato modifiche alla struttura
del |l dactina del citoscheletro. A tal fir
coniugata con AlexaFluor 568 (10 uM, concentrazione nella pipetta) e monitorate nel
tempo per rilevare evential cambi ament i nella struttur
mediante il microscopio confocale. Infatti, le immagini in fluorescenza acquisite pochi
mi nut i dopo | a microiniezione hanno ri Ve
del citoscheletro nkl zona adiacente la membeaplasmatica (Fig. VI, 2). Lébre di

actina nel cortex presentano una massiva polimerizzazione, con un ispessimento evident
gi " dopo sol i 5 minut.i dal |l 6aggiunt a del
freccia). Questa riorganizzazione del citoscheletro era del tutto assente nelle uova di
controll o osservate dopo 5 minut.i dal | 6a
rimaneva pressoché immutata dopo che erano trascorsi 30 minuti (Fig. VI, 2, pannello
swperiore). Infatti non si osservava alcun accenno di polimerizzazione corticale delle fibre
di actina, ma solo un reticolo disorganizzato di filamenti nel citoplasma. Ho osservato un
ispessimento piu marcato nella zona corticale delle uova trattate aratdoduo utilizzato

una concentrazione pi ¥ bassa di nicotina
tardivamente, rendendosi apprezzabile intorno ai 45 minuti di incubazione e
manifestamente evidente dopo 1 ora (dati non mostrati). Queste ass@rvai hanno

indotto ad ipotizzare che | " alterazione
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corticale delle uova trattate con la nicotina potesse essere in qualche modo collegata all
marcata polispermia manifestata alla fecondaziondinaldi testare questa possibilita, ho
microiniettato le uova con falloidiralexaFluor 568 ad una concentrazione (10 uM nella
pipetta), che non interferisce con le normali dinamiche di polimerizzazione e
depolimerizzazione dei filamenti di actina, ed monitorato i cambiamenti nel tempo
medi ante | 6uso del mi croscopio confocal e
uova. Prima di fecondare, pero, ho trasferito le uova, trattate con nicotina (20 mM) o acqua
distillata (il mezzo in cui la nicotina disciolta) per 5 minuti, in acqua di mare fresca per
evitare | 6effetto nocivo dell dagente sug
coordinato movimento centripeto delle fibre di actina, polimerizzate in cicli ripetuti nella
zona corticale earatteristico della fecondazione delle uova di controllo, scompariva del
tutto nelle uova trattate con nicotina, che non mostravano alcuna polimerizzazione
corticale. Déaltra parte S i osservava
protuberanze cifgasmatiche di notevoli dimensioni (i coni di fecondazione), prodotti da
undintensa polimerizzazione dei filament
dei numerosi spermatozoi, in maniera disorganizzata e apparentemente priva di
regolazione.Q e s t i risultat:i evidenziano una pr
del citoscheletro, in particolare nella zona sotto corticale, delle uova trattate con nicotina
che diventano polispermiche. Infatti tale alterazione inficia la bonta delemdihe
strutturali e quindi funzionali che normalmente accompagnano la fecondazione

monospermica.
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Controllo

Nicotina
(20 mM)

Figura VI, 2. LOoincubazione delle uova c
nella struttura del |l dact i rnuavad ectiodcmateds c h e
uova diP. lividus microiniettate con falloidin&lexaFluor 568 (10 uM nella pipetta),
sono state trattate con 20 mM nicotina e acqua distillata come controllo per valutarne gli
effetti. Per entrambi i trattamenti, il momentomediatamente precedente l'aggiunta della
sostanza  indicato come t = 0, e | e i mm
sono state acquisite col microscopio confocale in corrispondenza del piano equatoriale. S
noti che in seguitoldrattanento con nicotinalla ct i na d e | |eorapigdamenset o
iperpolimerizzata dopo soli 5 minuti di incubazione, mentre nel controllo non si
evidenziano significative differenze nel corso del tempo.
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Figura VI, 3. Léincubazione dell e wuova
di nami che di riorganizzazione struttural
P. lividus Le uova diP. lividus microiniettate coralloidina-AlexaFluor 568 (1uM nella
pipetta), sono state incubate con 20 mM nicotina o con acqua distillata (come controllo)
per 5 min e, trasferite in acqua di mare fresca, sono state fecondate dopo 5 min. Immagin
in microscopia confocale dei c ahgidtro aegle nt i
intervalli di tempo indicati in un uovo controllo (A, pannello superiore) e un uovo trattato
con 20 mM nicotina per 5 min prima di essere fecondato (B, pannello superiore); nei
pannelli inferiori sovrapposizione delle immagini confocali eqdelle a luce trasmessa
delle stesse uova negli stessi tempi chiave. La fine riorganizzazione dei filamenti di actina
risulta gravemente compromessa nelle uova sottoposte al trattamento con nicotina (B). S
notino inoltre le numerose protuberanze sullaesiipe prodotte dalla polimerizzazione
del | 6actina nei siti di i ngresso degl i
fecondazione.
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6.3. La Nicotina altera le dinamiche di rilascio del C#' alla fecondazione.
Considerat. g | iioneedtlle eidva alla micetind Sukasspuited gtessa

d e | tin® dek citoscheletro e sulldinamiche di incorprazione spermatica, ho voluto
indagare le conseguenze di queste alterazioni strutturali sulle modalita di attivazione delle
uova trattate con natina. A tal fine ho incubato le uova con diverse dosi di nicotina,
sempre in un lasso di tempo breve (5 min) e ho analizzato i cambiamenti nei livefli di Ca

i ntracell ul are dopo | 6aggiunta degl:. spe
cui le uova erano sospese. La polispermia indotta dalla nicotina, ampiamente documentat
nel paragrafo precedente, si traduce nella genesi di onde multiplé*dioararamente e

in maniera non significativa co..3+ 0.57 onde con 500 pM nicotina (n = 3), £®.57

onde con 1 mM (n = 3) e 1.310.63 onde con 6 mM (n = 18ppetto al controllo con una

sola onda (n = 16). Al contempo il numero delle uova capaecnahifestare il flash
corticale rimane alto per un trattamento con 500 uM o 1 mM (Fig VI, 4A), salvo subire un
drastico decremento con 6 mM, dove solo 4 uova su 13 manifestano tale rilascfd di Ca
corticale.

Anali zzando i dat i flashedorticale, wiiosseavia lura signfficaiva z &
riduzione nelle uova trattate con 1 mM nicotina (0.83R003 RFU, ossia 55.43 + 4.4%, n

= 3) rispetto al controllo (0.07 £ 0.007 RFU, inteso come 100 + 16.1 %, n = 17), e
osservando i dati ottenuti con leraltconcentrazioni, si evince un generale decadimento
dipendente dalla concentrazione di nicotina utilizzata. Infatti, come si osserva dalle Fig.
VI, 4B e 4C, il valore raggiunto dalle uova incubate con 500 puM nicotina era leggermente
superiore a quello pcedente, (82.9 £ 8.2 %, n = 3), mentre il valore raggiunto dalle uova
trattate con 6 mM nicotina calava drasticamente fino al 4.9 + 4.2%, (n = 13, P < 0.01). Per
quanto riguarda la successiva ond&di’, ho misurato invece un lieve aumento della sua
ampezza massima nelle uova trattate con 1 mM nicotina (0.64 + 0.02 RFU, 0 117.9 + 4.2
%) rispetto ai valori misurati nel controllo (0.54 + 0.03 RFU, o 100 + 8.3 %, P < 0.01), ma

nessuna alterazione significativa per le altre concentrazioni esaminate. Uio aspet
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interessante riguarda il tempo di decadimento del segnafecBanelle uova di controllo

si realizzava generalmente dopo circa 10 mitk@2.8+ 19.3 sec, Fig. VI, 4B curvdi

colore verde) dal |l 6inizio del pri mo a usot®posteoa r i
trattamento con nicotina risultava piu veloce e si arrestava dopo circa 2 ribu6g+

4.2 sec, P < 0.0001, Fig. VI, 4B curve di colore marroi@ojne risultato, i livelli di C&

in questeuova raggiungevano un plateamantenendossignificativamente piu elevati
rispetto ai livelli delle uova di controllo corrispondenti. Per quantificare questo dato, ho
estrapolato i due tratti lineari nella fase di caduta delle curve prima e dopo il brusco
cambiamento di direzione all'inizio del f#au, ottenendo cosi il livello di €anel punto

di incontro delle due rette e normalizzando poi con 'ampiezza del piccd dillGalore

del plateau cosi definito era significativamente piu alto nelle uova pretrattate con 1 mM
nicotina (0.25t 0.03)rispetto alle uova controllo (0.660.02, P < 0.01), indicandzhe gli

ioni C&* mobilizzati alla fecondazione sono riassorbiti dal citosol con meno efficienza o
capacita nelle uova pretrattate con quella concentrazione di nicotina. Per quanto riguarda |
altre due concentrazioni prese in esame (500 uM e 6 mM), non é stato possibile osservar
il verificarsi dello stesso fenomeno. Complessivamente, questi dati dimostrano che il
trattamento delle uova di riccio di mare con nicotina incide profondamentalswdiaiche

di rilascio di C&" alla fecondazione.
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Figura VI, 4. La Nicotina altera le dinamiche di rilascio di C&* alla fecondazione

delle uova diP. lividus Le uova di riccio di mare sono state microiniettate con una
miscela di Calcium Green e Rhodamine Red circa 10 minuti prima di effettuare
| 6esperi mento e, dopo 5 min di incubazi o
fine di misurare i cambiaenti nei livelli di C&" nel tempo mediante fotocamera CCD. (A)

Le immagini di fluorescenza relativa rappresentano la somma complessiva degli aumenti
dicf'in seguito alldinterazione con gl S [
un uovo conwllo e di un uovo trattato con 1 mM di nicotina per 5 min. Il tempo
immediatamente precedente al primo segnafé fllavabile & stato impostato come t = 0

per facilitare la comparazione. | siti di interazione spermatica corrispondenti ai punti di
partenzad el | 6onda sono e vi delnaintdamenti dkla livéll@ f
intracellulare di C& nel tempo sono stati monitorati dopo l'aggiunta degli spermatozoi nel
controllo (curve di colore verde) e nelle uova pretrattate con 1 mM nicotina (curve di
colore marrone). Le curve delle uova le cui onde di'@ano rappresentate nel pannello A
sono state evidenziate con piccoli cerchi rossi. (C) Gli istogrammi rappresentano in

percentuale | 6ampiezza del fl ash cescentii ca
di nicotina rispetto al controllo (108 16.1 %), che risulta diminuire in maniera dose
di pendent e. ( D) Gl i I stogr ammi rappres.

percentuale delle uova trattate con concentrazioni crescenti di nicotina redpedtdrollo
(100+ 8.3 %).
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6.4. La nicotina induce polispermia nelle uova di riccio di mare secondo un
meccanismo indipendente dai AChR.

Le vie di trasduzione del segnale mediate dai recettori colinergici e tutti i relativi
componenti, sono presenti non solo negli individui adulti ma anche nei tessuti embrionali
sia degli invertebrati che dei vertebrati ben prima della differenziazione dellule
nervose e muscolari (Buznikov 1984, 1987; Falugi, 1993). | dati a sostegno di questa idez
S i basano su misurazioni elettrofisiolog
(ACh) sulla superficie cellulare di ovociti dienopuse umam (Kusano et al., 1982; Dascal

e Landau, 1980; Eusebi et al., 1984), e soprattutto dati che segnalano la presenza c
componenti del sistema colinergico in stadi embrionali precoci, come la presenza di ACh e
del | 6enzi ma acet il c bdaprinmalivistooset dt blagtgla e dingastrulao
degli embrioni di pesce (Fluck e Shih, 1981; Fluck, 1982). Cosi come la presenza di
acetilcolina esterasi nell a regione peri

embrionali del riccio di mare (Fajuet al., 1989). Inoltre la somministrazione di ACh

negl. i embri oni di poll o allo stadio di (
ciclico e di C&", testimoniando | 6esistenza di r
(Laasbergetal.,1987nfi ne =~ stata di mostrata | 6desi st

di tipo neurale (NAChR) sulla membrana plasmatica della doviccio di mare (lvonnet e
Chambers, 1997).

In considerazione di questi dati e dei risultati precedentemente mostratijidaeziano il
potenziale ruolo regolatorio dei neurotrasmettitori durante la fecondazione, nelle fasi
i ni zial.i di di visione <cellul are, nonch®
della nicotina di indurre polispermia potrebbe ricondursiiiaeneccanismo di trasduzione

del segnale mediante il legame con i recettori nicotinici e muscarinici localizzati sulla
superficie delle uova. Pertanto ho voluto testare la capacita di due agonisti per gli AChR,
| 6acetil col i na e denarrmal dinramidhed iocbrporaziothe speamatica r .

nelle uova di riccio di mare, al pari di quanto fatto dalla nicotina.
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Come mostrato in Fig. VI, 5, | 6esposi zi
carbacolo non incrementa significativamente inewo di spermatozoi incorporati rispetto

al controllo incubato con acqua distillata, dove si evidenzia una totale monospermia in tutte
le uova esaminate (n = 40). Si contano infatti 1#08.08 spermatozoi incorporati in
seguito ad un pretrattamento di Thoti con6 mM ACh (n = 40), 1.12 0.32 spermatozoi

con 20 mM A (n = 40) e totale monospermia per le altracemtrazioni utilizzate (1

mM ACh, 1mM e 6 mM Carbacolo, n = 120). Un caso emblematico e rappresentato dai
risultati ottenuti con la dose piutag  d i Carbacol o, ossia 20
spermatica talvolta fallisce facendo precipitare il numero medio di spermatozoi incorporati
a 0.57 £ 0.25, (n = 40, P < 0.0001), e parallelamente si ha una riduzione della frequenz:
delle uova con il piem sollevamento della membrana di fecondazione (32.5 % e 5 % solo
parziale). Anche osservando gli altri dosaggi, pero, si evince che la frequenza di
sollevamento dello strato vitellino e virtualmente la stessa rispetto al controllo esaminato
(80 % e 20 % paiale) e nel caso in cui essa si riduca, come nel pretrattamamtd @M

ACh (15 % e 32.5 % parziale), ancora una volta non si accompagna ad un aumento de
numero di spermatozoi incorporati. Alla luce di questi riscontri negativi sulla possibilita di

riprodurre la polispermia indotta dalla nicotina attraverso la somministrazione degli

agoni sti dei recettori nicotinici, ho r
l 6i ni bi zione di guest. recettor.i potees s e
| 6eccessiva Il ncorporazione di Sspermat oz

trattamento inibitorio. A tal proposito ho utilizzato due inibitori dei recettori colinergici di
tipo neurale, il Mecamylamine e lo Hexamethonium, ed un inibitore p@oilniuscolare,

il methyl methyllycaconitine o MLA. Come si osserva in Fig. VI, 6A la somministrazione
dei soli inibitori 5 minuti prima della fecondazione non induceva polispemieessuna
delle due concentrazioni selezionate, registrando una media7dt 0.00.17 e 1.05 £ 0.11
spermatozoi incorporati con 10 e 100 uM Hexd#lmonium rispettivamente; di2 + 0.08

con 10 uM MLA; e di totale monospermia con 100 uM MLA ed ambedue le dosi di
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Figura VI, 5. | classici agonisti dei AR (Acetilcolina e Carbacolo) non riproducono

|l a tendenza alla polisper mia iGhdtogrammi da
mostrano la percentuale di uova che manifestano un pieno (barre verdi) o parziale (barre
rosse) sollevamento della membrana di fecondazione guiteeal trattamento con
concentrazioni crescenti di 2 agonisti clasd&i AChR per un tempo fisso (5 min), mentre

il grafico a linee indica il numero di spermatozoi incorporati alla corrispettiva
concentrazione. Si noti che nonostante i composti abbiano parziale effetto
sull 6incidenza di un completo soll evamen
spermatozoi incorporati rimane pressoché invariato rispetto al controllo.
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Mecamylamine. Anche guardando al sollevamento della membranasi megistravano
inibizioni significative, eccezion fatta per la dose piu alta di MLA dove appariva
totalmente compromesso, ma ancora una volta questo fenomeno non si accompagnava :
una condizione di polispermia.

A questo punto ho effettm wmibiterid Wit questa sostarze tsula e
manifesta polispermia causata dalla somministrazione di nicotina, scegliendo una
concentrazione di 2 mM, é quella piu bassa capace di inibire totalmente il sollevamento
della membrana di fecondazione e contempesanente indurre un alto tasso di
polispermia (Fig. VI, 1B). Quindi, ho prima incubato le uova con una delle due dosi
selezionate di ciascun inibitore per 5 minuti, dopodiché ho aggiunto nel mezzo la nicotina
(2 mM) ed ho aggiunto gli spermatozoi dopoidtminuti di incubazione.

Come mostrato in Fig. VI, 6B, la somministrazione preventiva di nessuno di questi
inibitori riusciva a ridurre il numero di spermatozoi incorporati se comparata alla sola
somministrazione di 2 mM Nicotina (8.55 + 1.27, n = 123,nel caso di 100 uM (10.23
+1.68, n =40, P <0.01) 0 10 pM Mecamylamine (9.48 + 1.52, n = 40); sia nel caso di 100
MM (9.83 £ 1.49, n = 40) o 10 uM Hexamethonium (8.7 £ 1.69, n = 40); e sia nel caso di
100 pM (7.15 + 1.19, n = 40) 0 10 uM MLA (7.1 £13, n = 40, P < 0.01). Inoltre
permaneva la totale inibizione del sollevamento della membrana di fecondazione operate
dalla nicotina (dati non mostrati).

Complessivamente questi risultati suggeriscono che gli effetti della nicotina
sull dincoepmadazicane sspl |l desocitosi dei |
legame della stessa con i recettori nicotinici localizzati sulla superficie delle uova, ma sono

imputabili ad un altro meccanismo di azione indipendente.
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Figura VI, 6. La somministrazione di 3 inibitori dei AChR non induce polispermia di

per sé€ e non e in grado di bloccare la tendenza alla polispermia causata dal
trattamento con la Nicotina. (A) Gli istogrammi mostrano la percentuale di uova che
manifestano un pieno (barre verdi) azpale (barre rosse) sollevamento della membrana di
fecondazione in seguito al trattamento con due diverse concentraziora (IDQM) di 3
antagonisti dei ABR per un tempo fisso (5 min), mentre il grafico a linee indica il numero
di spermatozoi incorpati alla corrispettiva concentrazione. Si noti che in seguito al
trattamento con questi composti, il sollevamento efficiente della membrana di
fecondazione non risulta inficiato (ad eccezione del caso di 100uM MLA, dove si osserva
una totale inibizione), mil numero di spermatozoi incorporati rimane pressoché invariato
rispetto al controllo (1.0Z 0.06, n = 12Q)(B) Le uova diP. lividussono state incubate

con i diversi inibitori alle concentrazioni indicate per 5 min dopodiché é stata aggiunta la
nicotina (2mM) e dopo altri 5 min sono state fecondate nello stesso mezzo. Gli istogrammi
rappresentano il numero di spermatozoi incorpamatiascun esperimento.
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6.5. La nicotina interferisce con le dinamiche di polimerizzazione e
depolimerizzazione della Factina in vitro.

Alla luce dei risultati negativi ottenuti con gli agonisti e gli antagonisti dei AChR, che
escludono il coinvolgimento di questi ultimi nella capacita della nicotina di indurre
polispermia, e in virt¥b del |l 06ev haeegosubae s p
profonde modifiche in seguito al trattamento con la nicotina, ho indagato la possibilita
del | 6esi stenza di un meccanismo dobéazione
medi ato dali recettori c olctnadet cgasaheleiro. c he ¢ «
A tal proposito, ho verificato la capacita della nicotina di interferire con il processo di
polimerizzazione e depolimerizzazione dei filamenti di actina mediante un saggim.

Per prima cosa ho condotto un test di polinexzzone dei filamenti di actina pirene,

preparando una soluzione di monomeri da&ina, secondo le istruzioni riportate nel kit

dell a ditta Cytoskeleton wutilizzato per
emessa i n seguimerazazoohelmediante enrfluotinetropcalégato ad un
computer, fornito di un software specifi
| 6effetto del | 6aggi unt a di di ver se con

dinamiche di polimerizzazo n e r i atm-bindingprogeihproblina, chein vitro ha
undazione inibitoria solo se aggiunta in
del semplice buffer di reazione che non interferisce con il normale processo di
polimerizzazone. Come si osserva dalla Fig. VI, 7A usando una concentrazione bassa di
nicotina (2.4 pM) il valore massimo di fluorescenza raggiunto era di 122&8.62 RFU

(n = 3), quindi leggermente piu alto di quello raggiunto dalla profilina (9549.67 + 651.57
RFU, n = 3) e dal buffer9676.67+ 278.25 RFU,n = 3, P < 0.05)Inoltre il tempo
necessario a raggiungereplateau rimaneva pressoché invariato, segnando 4.7 £ 0.17
minuti rispetto ai 4.3 = 0.16 minuti della profilina e i 4.7 £ 0.09 minuti nel caso dkerbu
Esaminando pero i dati ottenuti con una concentrazione molto alta di nicotina, (20 mM),

che € capace di causare quei drammatici cambiamenti nella struttura organizzative
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del |l actina anche durante | a f echehvlarei on
massimo di fluorescenza raggiunto era molto piu basso (48483%% RFU, n = 3, P <
0.001) e richiedeva un tempo molto maggiore (7.65 + 0.86 minuti, P < 0.05), indicando
una marcata azione nell 6al t er actina. Alfiee dd i n a
valutare gli effetti della nicotina anche sulla depolimerizzazione dei filamenti di actina, ho
effettuato un ulteriore saggian vitro, i n Cui | 6avvenut a de
evidenziata dal decadimento del segnale di fluorescenzssemdo usato come controllo

| a@tin-binding proteinc of i | 1 na, una ©proteina <che |e
del | 6accel erazione del pnr \vitro. elis sjuesto dcaso, the p ¢
somministrazione della sola nicotina non sembrava inflaenla depolimerizzazione, in
qguanto la diminuzione progressiva della fluorescenza misurata era del tutto paragonabile :
quella che avveniva per il decadimento spontaneo del segnale emesso in seguit
all 6aggiunt a del buf f er , dellaoveiaeita snassima Wi d e
decadimento di4022 + 111 RFU/min nel caso di 2.4 pyM nicotina (n = 6) €3dB37.5 +

209 RFU/min nel caso di 200 pM nicotina (n = 6) rispetto a quella del bug271.4

163.9 RFU/min, n = 11). Utilizzando la cofilina, invece assisteva ad una veloce
diminuzione del segnale con il raggiungimento di una fagdadeéay in corrispondenza
dell a quale tutta | d6actina del campi one
circa 12 minuti dal | dné présenie an faineal Mordomerigae(r i
2002.5 + 66.1 RFU/min, n = 4, Fig. VI, 7B curva di colore giallo). E interessante notare
che quando ho aggiunto queste concentrazioni di nicotina un minuto prima della
somministrazione della cofilina, ho registrato unamiduzione della velocita di
decadimento della curva2Q89 + 299.81 RFU/min, n = 4, P < 0.0001) che ha richiesto un
tempo molto piu lungo per arrivare alateau(40 min circa), Quando invece la cofilina e
stata aggiunta k@ stesso tempo della nicotim@n si sono osservate differenze rispetto ai
dati ottenuti con la somministrazione della sola cofilfi®74 + 35 RFU/min, n =4, P <

0.001, Fig. VI, 7B arve di colorerosso e violal. 6 e f f et t o depol i mer i
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veniva inibito anche attraves o | 6ut i | i zzo di una dose pi
sembrava addirittura stabilizzare il filamento e spingerlo verso la polimerizzazione, sia
guando aggiunta 1 minuto prima della cofilina (2637.65 + 137.5 RFU/min, n = 4), come
eseqguito per le itk concentrazioni, sia se somministrata singolarmente (383.06 + 643.5
RFU/min, n = 4, P < 0.0001) (Fig. VI, 7C). | risultati ottenuti suggeriscono una possibile
interazione della nicotina in prossimita del sito di legame della cofilina sul filamento
stesse, tale da i mpediragl: | 6accesso, oppur
qualche modo con la stessa cofilina rendendola inattiva ed incapace di occupare il suo sit
specifico sul filamento. Tali ipotesi non possono essere pero conferoi@ebase di
questi esperimenti e necessitano di ulteriori indagini per essere chiarite. Tuttavia sulla bas
dei risultati descritti, € lecito affermare che la nicotina alteri significativamente le
dinamiche di depolimerizzazione e polimerizzazione denfénti di actina anche vitro.
Léoactina del citoscheletro si di mostr a
meccani smo alla base dell édinduzione dell

riccio di mare.
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10000 ey = 2.5 uM profilina
2.4 pM nicotina
8000 === 20 mM nicotina
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Z'Omln
Figura VI, 7. La ni cotina influenza | a polimeriz
depolimerizzazione operata dalla cofilinain vitro. ( A) La polimerizza
pirene viene lievemente stimolata da basse concentrazioni di nicotina (2.4 uM, curva di
colore giallo) ma  rallentata con wunodalta <con
marrone) ; ( B) La fluorescenza dell dacti
cofilina (curva di col ore giall o) ; me n

concentrazioni (ZuM curva di colore blu; 200 uM curva di colore marrone) determina
una variazione della fluorescenza paragonabile al decadimento spontaneo misuratc
dall 6aggiunta del buffer (curva di col «
depolimerizzante dellaofilina sulla Factina se aggiunta 1 minuto prima della stessa
(curva di colore rosso), ma non se aggiunta allo stesso tempo (curva di colore viola); (C)
Una concentrazione di 20 mM nicotina (curva di colore giallo) compromette il naturale
decadimento dedl fluorescenza osservato in presenza del buffer (curva di colore verde) ed

i ni bisce | 6azione depolimerizzante dell a
marrone).
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