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RIASSUNTO

Nella maggior parte dei vertebrati, gli ovociti maturi sono bloccati nella
metafase della II divisione meiotica, mentre in molti invertebrati il blocco si
verifica in metafase I; in altri, invece, allo stadio di pronucleo (G1). La
fecondazione induce il completamento meiotico. Il mantenimento del blocco
metafasico ed il passaggio (maturazione) dalla profase agli stadi successivi ¢,
dal punto di vista molecolare, sotto il controllo di due complessi interagenti:
MPF (fattore che promuove la maturazione) e CSF (fattore citostatico). Il CSF
comprende la chinasi Mos, codificata dal gene c-mos, un proto-oncogene
cellulare. Il complesso MPF, invece, ¢ costituito da una subunita catalitica: la
chinasi Cdc2, ed una subunita regolatrice: la ciclina B. MPF e CSF
interagiscono per mantenere attivo il blocco meiotico. L’MPF ¢ stato
caratterizzato sia in vertebrati che invertebrati e il suo ruolo nella maturazione
e attivazione degli ovociti pud considerarsi universale. Per il CSF, invece,
molto ¢ stato fatto sin dagli anni ’70 in modelli meiotici di vertebrati
(Xenopus, Rana, Mus), mentre, negli invertebrati, il ruolo e la composizione
del CSF sono rimasti elusivi e in parte discordanti.

Nel presente lavoro di tesi ¢ stata utilizzata I’ascidia Ciona intestinalis
come organismo modello per lo studio del completamento meiotico. L uso del
genoma di tale organismo, di recente pubblicazione, ¢ risultato uno strumento
fondamentale per ricostruire dal punto di vista filogenetico la pathway del
CSF in Ciona intestinalis a partire da quella funzionale nei vertebrati

(Xenopus). In ascidia, semba che la via del CSF coinvolga la cascata di



fosforilazioni Mos>MEK->MAPK - p90*“>Bub1->Cdc20 con conseguente
blocco dell’attivita del complesso APC/C. E’ stato interessante osservare che
I’omologo della chinasi Mos in Ciona intestinalis presenta un’ampia regione
N-terminale priva di omologia significativa con altre proteine note. Cio ha
suggerito un ruolo per Mos da ascidie non unicamente limitato alla
regolazione del CSF. Questa parte di lavoro in silico consentira,
nell’immediato futuro, di semplificare I’attivita sperimentale diretta a valutare
I’espressione e regolazione dei componenti del CSF nelle ascidie.

Nella seconda parte del presente lavoro, ¢ stata sperimentalmente
dimostrata D’esistenza del CSF in ascidie mediante microiniezioni di
citoplasma ottenuto da ovociti di Ciona intestinalis (bloccati in M-I) in
embrioni allo stadio di due cellule. Tale attivita CSF, similmente a quanto
avviene in Xenopus, non dipende da un’attiva e continua sintesi proteica come
descritto per altre specie di invertebrati. Tuttavia, il lavoro di tesi ha messo in
evidenza importanti differenze tra ascidie e vertebrati. Ad esempio, in Ciona
intestinalis, 1’attivita di MAPK, un componente del CSF, non sembra rivestire
lo stesso ruolo essenziale nella rimozione del blocco metafasico come da
tempo descritto nei vertebrati.

I risultati ottenuti e in parte pubblicati nell’articolo allegato alla
presente tesi, suggeriscono che la regolazione meiotica in Ciona intestinalis si
attua attraverso dei meccanismi molecolari in parte condivisi con quelli dei

vertebrati in accordo con la posizione di tale organismo nella scala evolutiva.



Il lavoro di tesi ha anche riguardato il ruolo della chinasi CK2 nel
completamento meiotica e nello sviluppo embrionale della Ciona intestinalis.
Dati di letteratura suggeriscono che le due subunita dell’enzima (., catalita e
B, regolatoria) possano avere un ruolo differenziale nella regolazione della
progressione meiotica e prime fasi dello sviluppo (a) e nella regolazione del
CSF (B). Alcuni dei dati preliminari ottenuti riguardanti CK2 in Ciona

intestinalis sono stati riportati nella presente tesi.



1. INTRODUZIONE

1.1 Generalita sul ciclo cellulare

“Omnis cellula e cellula”: ogni cellula deriva da un’altra cellula, asseri
il patologo Rudolf Virchow in risposta alla teoria della generazione spontanea
nella seconda meta dell’ottocento. Da allora la sfida ¢ stata quella di
comprendere 1 meccanismi che governano il ciclo cellulare e attraverso i quali
la cellula trasmette il proprio patrimonio genetico. Il ciclo cellulare infatti,
rappresenta la serie di eventi che avvengono in una cellula tra una divisione
cellulare e quella successiva con la produzione di due cellule figlie a partire da
una cellula madre. La durata del ciclo cellulare varia col variare della specie,
del tipo di cellula e delle condizioni di crescita ed € un processo geneticamente
controllato, costituito da una serie di eventi coordinati e dipendenti tra loro,
dai quali dipende la corretta proliferazione delle cellule eucariotiche. Gli
eventi molecolari che controllano il ciclo cellulare sono ordinati, finemente
regolati e direzionali: ogni processo ¢ la diretta conseguenza dell'evento
precedente ed ¢ la causa di quello successivo.

Esistono due tipologie di divisione cellulare: la mitosi che coinvolge le
cellule somatiche e la meiosi che riguarda le cellule germinali. Il ciclo
cellulare mitotico (Fig. 1.1) ¢ tradizionalmente diviso in due periodi: la
divisione cellulare (fase M) e I’interfase. Quest’ultima rappresenta il periodo

di crescita della cellula e di preparazione alla mitosi € comprende tre tappe: la

10



fase pre-replicativa G1 (gapl) in cui la cellula svolge le funzioni per le quali ¢
stata predisposta dal differenziamento; la fase S in cui avviene la duplicazione
del DNA e la fase G2, post-replicativa di controllo del risultato degli eventi
precedenti. Durante la fase mitotica propriamente detta (costituita da
prometafase, metafase, anafase, telofase) si completa la divisione cellulare con
la formazione di due cellule figlie identiche (Nigg, 2001; O’ Farrell, 2001;

Doree¢ e Hunt, 2002; Murray, 2004).

INTERFASE

sintesi di RNA

\ ¢

sintesi del DNA
e duplicazione
dei cromosomi

G,
sintesi di
proteine

—

"??,r‘rn&;

Fig. 1.1 Il ciclo cellulare e le sue fasi (www.torinoscienza.it)

Diversamente, la meiosi consiste di due divisioni: la prima divisione
meiotica in cui, dopo la replicazione del DNA, si verifica la segregazione dei
cromosomi omologhi, uno di origine paterna e uno di origine materna; la

seconda divisione meiotica, dal punto di vista morfologico identica ad una
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mitosi, in cui 1 cromatidi fratelli si dividono in cellule figlie. 11 risultato ¢ la

produzione di quattro cellule aploidi che escono dal ciclo

1.1a Mitosi nelle cellule eucariotiche (Alberts et al., 2004)

In una cellula somatica, la divisione cellulare viene tradizionalmente
suddivisa in sei stadi, citologicamente distinguibili, di cui i primi cinque
costituiscono la mitosi mentre il sesto ¢ la citodieresi. Sebbene
I’organizzazione spazio-temporale della mitosi e della citocinesi differiscano
tra cellule animali, vegetali e funghi, la segregazione cromosomica richiede
invariabilmente l'assemblaggio del fuso mitotico, mentre la citocinesi dipende
dalla formazione del fuso, dall’actomiosina del citoscheletro e del cortex
cellulare. La regolazione e la progressione della fase M, si fonda
essenzialmente su due meccanismi : la fosforilazione di proteine e la
proteolisi. La descrizione della divisione cellulare ¢ basata sulle osservazioni
provenienti da due fonti: microscopia ottica di cellule viventi e la microscopia
ottica ed elettronica di cellule fissate e colorate. Nello schema presentato nella
Fig 1.2 sono riportate le varie fasi della divisione qui di seguito riassunte:

Profase. La cromatina nucleare comincia ad organizzarsi e

condensarsi a formare 1 cromosomi osservabili al microscopio ottico. 1l

nucleolo inizia a disgregarsi e gradualmente scompare. Ogni

cromosoma ¢ costituto da due cromatidi fratelli uniti in un punto
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specifico da una regione detta centromero. Durante la profase, dei
cambiamenti avvengono anche nel citoplasma: all’inizio della profase, 1
numerosi microtubuli citoplasmatici del citoscheletro si disgregano
costituendo una grossa riserva di molecole di tubulina. Queste molecole
sono poi riutilizzate per la costruzione del componente piu importante
dell’apparato mitotico, il fuso mitotico. Si tratta di una struttura fibrosa
bipolare, composta soprattutto da microtubuli, che inizialmente si forma
fuori dal nucleo. Nella maggior parte delle cellule animali il centro per
la formazione del fuso ¢ indicato dai centrioli che sono organizzati a
formare il centrosoma, la cui comparsa a livello biochimico, sembra
essere controllata dall’azione delle chinasi Polo-like che fosforilano
proteine dette Asp (abnormal spindle) la cui funzione ¢ quella di
vincolare 1 filamenti di y tubulina dei microtubuli al centrosoma. La
separazione dei centrosomi sembra essere invece regolata dalla chinasi
Nek2, la quale ¢ in grado di fosforilare una proteina del centrosoma, C-
Napl causando la dissoluzione di una struttura che lega 1’uno all’altro 1
centrosomi duplicati (Fry ef al., 1998). Inoltre, sembra che la famiglia
delle KRPs (kinesin related motor proteins) ¢ la dineina citoplasmatica
siano necessarie per la separazione dei centrosomi. Un ruolo nella
separazione dei centrosomi ¢ stato anche proposto per le chinasi della
famiglia Aurora-A. La coppia originale di centrioli della cellula si
duplica mediante un processo che inizia subito prima del periodo S e da

origine a due coppie di centrioli. Ciascuna coppia entra quindi a far
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parte di un centro mitotico che partecipa all’organizzazione a raggiera
dei microtubuli (aster). All’inizio i due aster si trovano uno di fianco
all’altro e vicini all’involucro nucleare. A partire dalla tarda profase 1
fasci di microtubuli polari che interagiscono tra 1 due aster (visibili al
microscopio ottico come fibre polari) si allungano in modo specifico
facendo allontanare I’uno dall’altro i due centri lungo la superficie
esterna del nucleo. In questo modo si forma un fuso mitotico bipolare.
L’assemblaggio del fuso e 1 successivi movimenti dei cromosomi,
dipendono dalle proprieta dinamiche dei polimeri di microtubuli e
dall’azione della dineina e della chinesina che rappresentano i “motori”
dello spostamento microtubulare. La dinamicita dei microtubuli infatti,
¢ regolata da un equilibrio dinamico di stabilitd/instabilita della
struttura microtubulare mediato da proteine. L’attivita della maggior
parte di tali proteine ¢ regolata da fosforilazione; un esempio ¢
rappresentato dalla statmina, la cui attivita destabilizzante ¢ inibita da
una sequenza di fosforilazioni che coinvolge anche il complesso
Cdc2/ciclina (cyc) B (di cui si discutera nei prossimi paragrafi) e una
chinasi ancora non caratterizzata (Larsson et al., 1997; Nigg, 2001)

e Prometafase. La prometafase inizia con la disgregazione

dell’involucro nucleare. Durante I’interfase, la membrana nucleare ¢

stabilizzata da una struttura citoscheletrica nota come lamina nucleare che

¢ depolimerizzata in seguito a fosforilazione; cio causa la disgregazione

dell’involucro  nucleare = che  origina  cisterne =~ membranose
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morfologicamente diverse da quelle del reticolo endoplasmatico. Durante
la mitosi rimangono visibili intorno al fuso. Il fuso, inizialmente
sviluppatosi all’esterno del nucleo, penetra nell’area nucleare. Strutture
specializzate dette cinetocori si formano su entrambe le facce del
centromero e si attaccano ad uno speciale gruppo di microtubuli, detti
fibre del cinetocore o microtubuli del cinetocore. Queste fibre si irradiano
in direzione opposta da ciascun lato di ogni cromosoma ed interagiscono
con le fibre del fuso bipolare. I cromosomi divengono preda di movimenti
agitati dovuti alle interazioni fra le fibre dei loro cinetocori e gli altri
componenti del fuso.

e Metafase. A causa dei loro movimenti durante la prometafase 1
cromosomi assumono una disposizione tale che 1 loro centromeri si
trovano tutti su uno stesso piano. Sembra che 1’allineamento dei
cromosomi a meta strada tra 1 poli del fuso e del loro orientamento con
I’asse maggiore disposto ad angolo retto rispetto all’asse del fuso, sia da
attribuire alle fibre del cinetocore. Ciascun cromosoma € mantenuto in
tensione a livello della piastra metafasica dalla sua coppia di cinetocori, le
cui fibre si dirigono verso gli opposti poli del fuso. Ogni cromosoma
quindi, ¢ bi orientato sulla piastra metafasica grazie al duplice attacco del
cinetocore al fuso. Tale meccanismo ¢ sotto il controllo delle chinasi della
famiglia Aurora B che facilitano I’orientamento dei cinetocori ai
microtubuli mediante fosforilazione dei componenti del cinetocore stesso

(Lampson et al., 2004). Durante la transizione metafase-anafase, la
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separazione dei cromatidi fratelli necessita della rimozione dei residui di
coesina dai cromosomi (Nasmyth e Haering, 2005). La separazione dei
cromosomi ¢ irreversibile e il principale regolatore di questo processo €
una proteasi detta separasi (Ulhmann et al., 2000) (spiegazione in seguito).

e Anafase. La metafase pud durare a lungo. L’anafase inizia
bruscamente, come se innescata da uno speciale segnale, quando i1 due
cinetocori di ogni cromosoma si separano, per cui ogni cromatidio puo
essere lentamente trascinato verso un polo del fuso. Durante questi
movimenti dell’anafase, le fibre del cinetocore si accorciano man mano
che 1 cromosomi si avvicinano ai poli. Quasi contemporaneamente, le
fibre del fuso si allungano ed i due poli del fuso polare si allontanano
reciprocamente. Di solito 1’anafase dura solo pochi minuti. Studi effettuati
nei lieviti hanno evidenziato che la separazione dei cromatidi fratelli
dipende dalla degradazione, ubiquitina-dipendente, di una molecola
inibitrice detta securina (Nasmyth et al., 2000; Yanagida et al., 2000), il
cui compito ¢ quello di inibire ’azione della separasi la quale favorisce il
distacco dei cromatidi fratelli agendo sul complesso proteico della coesina
(Ulhmann et al., 2000). Tale complesso € costituito da quattro molecole:
Smcl, Smc3, Sccl e Scc3 (Nasmyth e Haering, 2005). Smcl e Smc3
dimerizzano formando un eterodimero a forma di V che viene chiuso da
Sccl e Sce3 per formare una struttura ad anello che ¢ generalmente legata
ai cromosomi alla fine della fase M.

e Telofase. Quando i1 cromatidi figli che si sono separati arrivano
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ai poli, le fibre del cinetocore scompaiono. Le fibre polari si allungano
ulteriormente e si riforma un nuovo involucro nucleare attorno a ciascun
gruppo di cromatidi figli. La cromatina condensata si espande ancora una
volta, 1 nucleoli ricompaiono e la mitosi termina.

o Citodieresi (citocinesi). Il citoplasma si divide con un processo
che di solito inizia alla fine dell’anafase o alla telofase. La membrana che
circonda la zona mediana della cellula secondo un piano perpendicolare
all’asse del fuso e che si trova tra 1 due nuclei figli, viene trascinata verso
I’interno e forma il solco di divisione, che gradualmente si approfonda
finché incontra 1 pochi resti del fuso mitotico presenti tra 1 due nuclei
formando una struttura ad anello. Questo stretto ponte o corpo intermedio,
puod rimanere per un certo tempo prima di chiudersi e infine rompersi alle
due estremita dando origine a due cellule figlie complete e distinte. La
scomparsa dell’anello contrattile si verifica grazie all’intervento della
chinasi Plk1(Burkad et al., 2007) che fosforila la GTPasi Rho-A, una
proteina che controlla I’assemblaggio dell’anello contrattile agendo sulla

miosina II e sull’actina (Petronkczi et al., 2008).

17



Prophase
Metaph: Microtubube
etaphase Fi

<— Mitochandria
4 ~— Spindle
Mitotic ’ Pols
Spindie —#  *——— Metaphase

- Plate
ikotlc \

Metaphase
Spindle Chromosomes

Eﬁmnlﬂn:l e, Cytokinesis
» } _Midbody
4

Mitatic
Spindie

Daughter
Chromoscmes.

N . e W .

Kinetochors o
Wioritubiies — \ . Hucleus
e = Midbody

L4

Pular
Microtubules
Mitachandsia Early
Late
Anaphase Telophase

Fig. 1.2 Fasi del ciclo mitotico in cellule renali di Potorous tridactylus. Le
immagini sono visualizzate mediante tecniche di microscopia ad epifluorescenza. il
DNA cellulare (blu) ¢ colorato con DAPI, i microtubuli ,(in verde) con Alexa fluor
488 coniugato ad un anticorpo secondario. In rosso sono indicati i mitocondri
(http://micro.magnet.fsu.edu/cells/fluorescencemitosis)

1.1b Meiosi

La meiosi ¢ il processo di divisione cellulare caratteristico delle cellule
germinali che porta alla formazione di gameti aploidi da cellule parentali
diploidi. Durante la meiosi il numero di cromosomi si dimezza percheé una
singola replicazione di DNA ¢ seguita da due divisioni nucleari. Alla
fecondazione la fusione dei nuclei aploidi dei gameti maschile (spermatozoo)
e femminile (uovo), ripristina il corredo cromosomico diploide dando vita allo
zigote, che ¢ la prima cellula del nuovo individuo. L’individuo quindi affida 1
suoi geni ai gameti che a loro volta assicurano la propagazione della specie.

La meiosi, fenomeno unico per molteplici aspetti, ha consentito lo
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sviluppo della riproduzione sessuale e quindi il rimescolamento dei geni.
Durante la meiosi I’assortimento indipendente dei cromosomi parentali e il
crossing-over meiotico contribuiscono a generare la diversita degli individui e
I’evoluzione di nuove specie. Infine, la comparsa di genomi sempre piu
complessi e con caratteristiche imprevedibili ha consentito alle specie di
adattarsi agli ambienti piu avversi.

Virtualmente la meiosi ha inizio con la replicazione del DNA grazie
alla quale ogni cromosoma si divide in due cromatidi che restano strettamente
congiunti, questo evento da inizio alla prima profase che nella linea germinale
femminile, pud bloccarsi anche per decadi, mentre in quella maschile il
processo meiotico ¢ continuo. Durante la profase I, si assiste inoltre
all’appaiamento dei cromosomi omologhi, alla formazione del complesso
sinaptinemale e alla ricombinazione omologa tra cromatidi non fratelli.

Ogni divisione meiotica ¢ formalmente divisa in profase, metafase,
anafase e telofase. Di queste la piu lunga e complessa ¢ la profase I, la quale a
sua volta ¢ suddivisa in leptotene, zigotene, pachitene, diplotene e diacinesi.
E’ comunque necessario immaginarsi questi processi come dinamici ed in
parte sovrapposti, senza che vi siano confini netti.

Profase I. Nelle cellule che vanno incontro alla meiosi, il complesso
di coesina mitotico coesiste, almeno inizialmente, con isoforme specifiche.
Nei mammiferi sono stati evidenziati dei geni paraloghi per SMC1, (che in

un contesto meiotico viene definita SMCla) RAD21/SCCI1 ed esistono

delle isoforme di SCC3: SMCI1 (Revenkova et al., 2001), RECS8 (Parisi et
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al., 1999) e STAG3 (Prieto ef al., 2001). La presenza di SMC mitotici e
meiotici e ’assenza di subunita di coesina SMC in profase I suggerisce la
presenza di piu complessi di coesina a questo stadio (Revenkova e
Jessberger, 2005). Diverse evidenze sperimentali infatti, indicano
I’esistenza di almeno tre distinti complessi di coesina. SMCla e
SMCI1f coesistono in profase I in speramatociti (Revenkova et al., 2001,
2004, Eijpe et al., 2003), suggerendo I’esistenza di due complessi di
coesina ognuno su una specifica isoforma SMCI1. Due proteine SMC:
SMC1B e SMC3 rimangono associate inoltre ai centromeri fino alla
transizione metafase Il/anafase II (Eijpe, 2003).

e Leptotene. A questo stadio 1 cromosomi diventano visibili ed
hanno [D’aspetto di lunghi e sottili filamenti. Nessuna duplicazione
longitudinale ¢ ancora visibile. Il processo di contrazione continua nel
leptotene e durante I’intera profase. Un’altra caratteristica del leptotene ¢ la
comparsa lungo il cromosoma di piccole aree di ispessimento, denominate
cromomeri, che danno al cromosoma I’aspetto di una collana di perle.

e Zigotene. E’ questa la fase dell’appaiamento attivo, quando
diviene evidente che il complemento cromosomico del meiocita ¢ in effetti
rappresentato da due insiemi completi. Ogni cromosoma ha infatti un
partner con cui accoppiarsi € cid0 accade effettivamente, da un’estremita
all’altra di ogni coppia di cromosomi, con un meccanismo a cerniera, nel
corso di un processo denominato sinapsi: ogni paio rappresenta una coppia

di omologhi. Si deve anche notare che il fenomeno dell’appaiamento
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rappresenta una differenza notevole con la mitosi, dove questo processo
non ha luogo.

e Pachitene. Questo stadio ¢ caratterizzato dalla presenza di
filamenti molto spessi che corrispondono al completamento della sinapsi. 1l
numero delle unita presenti nel nucleo ¢ pertanto uguale ad n. Spesso in
questo stadio sono assai pronunciati 1 nucleoli. Gli ispessimenti lungo 1
cromosomi, 1 cromomeri, sono esattamente allineati negli omologhi
appaiati, producendo un pattern caratteristico per ogni coppia.

e Diplotene. Diviene a questo stadio manifesta la sintesi di DNA
che ¢ avvenuta nella fase S premeiotica in quanto ogni coppia di omologhi
appare longitudinalmente duplicata. Anche in questo caso le due unita
derivate dalla divisione longitudinale prendono il nome di cromatidi. Dal
momento che ogni membro di una coppia di omologhi da luogo a due
cromatidi fratelli, la struttura sinaptica viene ad essere costituita da quattro
cromatidi omologhi. Durante il diplotene 1’appaiamento tra gli omologhi
diviene meno stretto; in effetti essi giungono al punto di respingersi e
quando cominciano a separarsi diventano visibili delle strutture poste a
croce tra i due cromatidi non fratelli e denominate chiasmi (singolare
chiasma). Per ogni coppia di cromosomi sono evidenziabili uno o piu
chiasmi: essi sono la manifestazione visibile di eventi accaduti in
precedenza, probabilmente durante lo zigotene o il pachitene quando vi ¢
una parziale sintesi di DNA. Si tratta degli scambi (detti anche crossing-

over o crossover), 1 quali rappresentano una delle principali differenze tra
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meiosi € mitosi (nella quale avvengono solo raramente). Uno scambio ¢ un
evento esatto di rottura e risaldatura che avviene tra due cromatidi non
fratelli; essi hanno anche un’altra funzione interessante: la creazione di
variabilita genetica per mezzo della formazione di nuove combinazioni di
geni.

e Diacinesi. Questo stadio non differisce in modo apprezzabile dal
diplotene se si eccettua un’ulteriore contrazione dei cromosomi. A questo
punto 1 lunghi filamenti cromosomici dell’interfase sono stati sostituiti da
unitd molto pit compatte e manovrabili nella complessa dinamica della
divisione meiotica.

e Metafase I. La membrana nucleare ed i nucleoli sono a questo
punto scomparsi ed ogni coppia di omologhi si colloca sul piano
equatoriale. I centromeri non si dividono in questo stadio della meiosi, al
contrario di quanto accade nella mitosi. I due centromeri di ogni coppia di
omologhi si attaccano alle fibre del fuso provenienti dai due poli opposti.

e Anafase I. Come nella mitosi, ’anafase ha inizio quando 1
cromosomi cominciano a muoversi verso 1 poli: 1 due membri di ciascuna
coppia di omologhi vanno verso poli opposti .

o Telofase I. Questa telofase e la successiva “interfase”, sono
molto variabili: in molti organismi questi stadi non esistono affatto, la
membrana nucleare non si riforma e la cellula procede direttamente verso
la meiosi II; in altri la telofase I e I’intercinesi sono assai brevi, i

cromosomi si allungano e si assottigliano, poi scompaiono e si riforma la
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membrana nucleare. In ogni caso non vi ¢ mai in questo stadio nuova
sintesi di DNA e lo stato genetico dei cromosomi non cambia; i due nuclei
che risultano dalla meiosi I sono effettivamente aploidi (in questo caso
I’aploidia ¢ piu chiara se si contano 1 centromeri invece dei cromosomi 0
cromatidi).

e Profase II. Questo stadio ¢ caratterizzato da cromosomi contratti,
nei quali ¢ facilmente verificabile il numero aploide

e Metafase II. I cromosomi si collocano sul piano equatoriale. Una
differenza rispetto alla mitosi ¢ rappresentata dal fatto che 1 cromatidi
spesso si dissociano in parte I’uno dall’altro invece di essere strettamente
associati come nella mitosi.

e Anafase II. I centromeri si dividono e 1 cromatidi sono attratti ai
poli opposti dalle fibre del fuso

o Telofase II. I nuclei si riformano ora attorno ai cromosomi in

corrispondenza dei due poli .

1.2 Regolatori del ciclo cellulare

Nelle cellule eucariotiche, 1’inizio, la progressione, il controllo e la

successione armoniosa delle diverse fasi del ciclo cellulare, sono regolate

dall’attivazione transitoria e sequenziale di una famiglia di proteine chinasi, le

CDKs (cyclin dependent kinases), che dipendono dal legame con componenti
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di un’altra famiglia di fattori proteici, le cicline. Queste ultime sono proteine
poco stabili, sintetizzate e degradate periodicamente, che si accumulano in fasi
del ciclo specifiche e che non solo attivano le Cdk, ma ne determinano anche
la specificita di substrato. In piu, attivita delle Cdk ¢ regolata attraverso
processi di fosforilazione e defosforilazione, proteolisi e interazione con
cellulare ¢ regolato da una sola Cdk (Cdc2 nel lievito con divisione per
scissione Schizosaccharomyces pombe e Cdc28 nel lievito a gemmazione
Saccharomyces cerevisiae). Nell’'uomo sono state scoperte almeno tredici
Cdk, di cui sette sono quelle coinvolte nella regolazione del ciclo cellulare:
Cdkl, 2, 3, 4, 6, 7, 8 (Knockaert et al., 2002) e 25 cicline (Morgan 1997,
Meijer, 2003). Schematicamente (Figl.3), durante il ciclo cellulare, Cdk4 e 6
si associano alle cicline di tipo D, regolando lo svolgimento della fase GI1. Il
complesso Cdk2/cycE ¢ attivo durante la transizione G1/S, seguita dal
complesso Cdk2/cycA, che assicura il corretto svolgimento della fase S
(Voronina et al., 2003; Mitra e Enders 2004); Infine, il complesso Cdk1/cycB
regola la transizione G2/M e I’ingresso in mitosi mediante la fosforilazione di
un gran numero di substrati, tra cui il complesso che promuove 1’anafase
(APC, anaphase-promoting complex), responsabile del passaggio dalla

metafase all’anafase e del completamento della fase M (Peters, 2002).
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Fig. 1.3 Distribuzione dei complessi cicline/cdk durante le varie fasi del ciclo
cellulare (Vermeulen et al., 2003)(in alto) e schema della distribuzione delle
cicline nelle varie fasi del ciclo cellulare (in basso).

Come sara discusso in seguito, il complesso Cdkl/cycB, inizialmente
identificato in ovociti di anfibio, ¢ stato definito come MPF (maturation-
promoting factor). Le cicline fanno parte di una ampia e variegata famiglia di
proteine di 50-90 kDa che presentano una scarsa omologia di sequenza
amminoacidica, tranne che in una corta regione definita “cyclin box” (una
regione di circa 100 amminoacidi importante per I’interazione con le rispettive
chinasi) che mostra un’elevata percentuale di conservazione in organismi di
specie differenti compresi lievito, piante, uomo (Kitazono et al., 2003). Le
cicline sono anche regolate a livello di trascrizione, traduzione e degradazione;

infatti, al completamento della mitosi, esse diminuiscono bruscamente in
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seguito a processi di ubiquitinazione e successiva idrolisi. Infine, la
localizzazione cellulare rappresenta un altro meccanismo di regolazione: le
cicline mitotiche, per esempio, si trovano nel citoplasma durante I’interfase e
traslocano nel nucleo durante la transizione G2/M.

Le cicline G1 ad esempio, contengono sequenze PEST (ricche di prolina,
acido glutammico, serina e treonina) che sembrano conferire loro una certa
instabilitd e quindi, una emivita breve (Pines ef al, 1995; Rechsteiner e
Rogers, 1996). Le cicline G2, invece, contengono una sequenza all’estremita
N-terminale detta “destruction box” per il riconoscimento da parte dell’APC
(Yamano et al., 2004; Kraft et al., 2005).Una ulteriore regolazione si attua sul
complesso ciclina-Cdk, grazie al legame con un gruppo di molecole note come
inibitori delle Cdk (CKI). Nei metazoi sono state definite, in relazione alla loro
origine evolutiva, struttura e specificita per le Cdk, due famiglie di CKI. Della

famiglia dei geni INK4 fanno parte le proteine pl6™ " p15™NK4® p1gNKse

9NK4d' 1o quali interagiscono con le Cdk4 e Cdké6 inibendone Iattivita

pl
chinasica e 1’associazione con le cicline di tipo D (Sherr e Roberts, 1999;
Besson et al., 2008).

Al contrario, gli inibitori CKI appartenenti alla famiglia Cip/Kip legano
sia le cicline che le Cdk e possono modulare I’attivita delle cicline D, E, A e
del complesso cycB/Cdk. Le proteine p21, p27, pS7 inibiscono la maggior
parte delle Cdk grazie ad una regione conservata all’estremitda N-terminale

(Lees, 1995; Dai e Grant, 2003). Tali inibitori mostrano un ampio spettro di

specificita, e sono in grado di inibire i complessi Cdk-cicline G1 e in maniera
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meno efficace anche 1 complessi Cdk/cycB. Diversamente dagli inibitori

INK4, i p21 mostrano una maggiore affinita per i complessi Cdk-ciclina che

per le Cdk monomeriche (Lees, 1995).

1.2a Punti di controllo del ciclo cellulare (Stein et al., 2002)

Ogni fase del ciclo cellulare ¢ strettamente regolata e controllata a
livello dei checkpoints, punti di controllo costantemente sollecitati al fine di
bloccare la divisione alla minima anomalia. 1 checkpoints bloccano la
divisione cellulare consentendo [’attivazione di meccanismi capaci di
riparare gli errori e di consentire quindi la ripresa del ciclo. Se 1 danni sono
irreversibili, la cellula pud andare incontro ad un meccanismo di morte
programmata noto come apoptosi (Kastan e Bartek, 2004). Esistono quindi,
dei punti di controllo, a livello dei quali la cellula “decide” il proprio
destino di vita o morte. Le tappe che maggiormente sono soggette a tali
controlli riguardano la condensazione dei cromosomi, I’assemblaggio del
fuso mitotico, 1’allineamento dei cromosomi sulle fibre del fuso ¢ il loro
movimento lungo le stesse, nonché la citocinesi. I checkpoints sono quindi
localizzati a livello delle transizioni G1/S e G2/M: in fase G2; all’ingresso
in fase M (prima di procedere la cellula “si assicura” che tutto il DNA sia

stato duplicato e che I’ambiente sia favorevole); in metafase, all’uscita dalla
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fase M (a questo punto la cellula “verifica” se tutti i cromosomi siano
attaccati al fuso).

1) All’uscita dalla fase G1, prima dell’ingresso in fase S, che avviene
solo quando I’ambiente ¢ favorevole. Questo punto di controllo ¢ noto
come START nei lieviti e restriction point nelle cellule somatiche in
divisione. Se non si verificano le condizioni ottimali per entrare in fase S,
la cellula resta bloccata in G1/S, oppure puod decidere di uscire dal ciclo
ed entrare nella fase di quiescenza detta GO. Piu in dettaglio: in caso di
danneggiamento del DNA, le chinasi ATM e ATR sono le principali
proteine ad essere coinvolte nelle prime tappe dell’attivazione dei
checkpoints. Esse infatti, se si verificano danni al DNA, fosforilano la
proteina p53 che controlla la trascrizione di p21 e inibisce il complesso
cycE/Cdk2 responsabile della transizione G1/S (Ekhlom e Reed, 2000;
Child e Man, 2006). Allo stesso modo, le chinasi ATM (Ataxia
Telengiectasia Mutated) e ATR (ATM and Rad3-related) fosforilano
delle serina treonina chinasi: Chkl (principalmente attivata da ATM) e
Chk2, (principalmente attivata da ATR) (Dorée, 2003; Pommier e Kohn,
2003) le quali a loro volta fosforilano delle molecole essenziali coinvolte
nella transizione G2/M: le fosfatasi Cdc25B ¢ Cdc25C (‘O Connor et al.,
1994; Peng et al., 1997).

Il risultato di questa via biochimica di fosforilazione/defosforilazione ¢
I’inattivazione dei complessi Cdk2/cycA e Cdc2/cycB con il conseguente

arresto del ciclo cellulare. Lo spindle checkpoint rappresenta invece il punto



di controllo responsabile dell’arresto del ciclo cellulare prima che avvenga
la separazione dei cromatidi. Tale checkpoint si attiva sia in assenza di una
corretta forza di tensione tra il cinetocore e 1 microtubuli, sia se il cinetocore
non ¢ correttamente attaccato. In tali casi, si attiva la chinasi Mpsl che
fosforila la proteina Madl (mitotic arrest deficient). Tale fosforilazione ¢
dipendente da altre proteine del checkpoint: la chinasi Bubl (budding
inibhited benzimidazole), Bub3 e Mad2 (Amon, 1999). L’insieme di queste
proteine ¢ localizzato sul cinetocore dei cromatidi in modo tale che, quando
¢ presente un difetto, tali proteine interagiscono con il complesso
Cdc20/APC inibendone I’attivita di ubiquitinazione (Nigg, 2001). In questa
situazione, I’APC/C ¢ incapace di ubiquitinare la securina e pertanto i
cromatidi non sono separati. Se le anomalie del fuso sono eliminate, Mad2
st dissocia dal complesso e il complesso Cdc20/APC a sua volta puo quindi
ubiquitinare la securina con conseguente separazione dei cromatidi fratelli e
la cellula puo entrare cosi in anafase.

In accordo con I’argomento trattato nel presente lavoro di tesi

(&

considerata la vastita della tematica concernente il ciclo cellulare e la sua

regolazione, nei prossimi paragrafi si focalizzera 1’attenzione soprattutto sulla

meiosi; verranno approfonditi pertanto, alcuni aspetti riguardanti

la

regolazione del ciclo meiotico prendendo in considerazione gli attori principali

oggetto di questo studio.

29



1.3 MPF (Maturation promoting factor)

La convergenza di approcci sperimentali multidisciplinari realizzati in
diversi modelli, quali lievito (approccio genetico), maturazione meiotica della
stella di mare e dello Xenopus, lo sviluppo embrionale del riccio di mare
(approccio embriologico) ha consentito 1’identificazione delle molecole e dei
meccanismi coinvolti nella transizione G2/M (Dorée e Hunt, 2002; Nurse,
2002). In tal senso, nel 1971 esperimenti di trasfezione di citoplasma effettuati
da Masui e Markert durante la maturazione meiotica di anfibio hanno mostrato
I’esistenza di un fattore capace di promuovere I’ingresso in meiosi, che essi
pertanto definirono MPF (maturation promoting factor) (Masui e Markert,
1971). Alla fine degli anni ’80, fu evidenziata un’attivita MPF in cellule
somatiche in divisione dai lieviti ai mammiferi e da qui I’MPF fu rinominato
M-phase-promoting factor ad indicarne il coinvolgimento nell’indurre la fase
M in tutte le cellule eucariotiche (Hashimoto, 1988). Studi indipendenti hanno
consentito la caratterizzazione molecolare dell’MPF. Mediante screening
genetico nei lieviti Schizosaccharomyces pombe e Saccharomyces cerevisiae
si sono identificati 1 geni cdc2 e CDC28, risultati essere regolatori sia della
fase M che della fase S e codificanti per una proteina di 34 kDa (Hartwell et
al., 1970; Nurse et al., 1976). Parallelamente, Hunt e coll. identificavano, in
molluschi bivalvi e riccio di mare, le cicline quali proteine sintetizzate nelle
prime fasi di divisione dell’embrione e i cui livelli d’espressione fluttuavano

nel corso della divisione cellulare mostrando dei picchi ad ogni metafase
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(Hunt, 1989). Grazie alla convergenza di questi studi, fu definita la natura
molecolare del’MPF che risultd composto da una subunita catalitica, la
Ser/Thr chinasi Cdkl (detta anche Cdc2, perché omologa alla proteina
codificata dal gene cdc? che controlla il ciclo cellulare in S. pombe) € una
subunita regolatrice, la ciclina B (cycB, Lohka et al., 1988; Gautier et al.,
1988, Hunt, 1989; Nurse, 1990).

L°’MPF fu inizialmente purificato da ovociti di rana, dove si scopri
essere capace di indurre la rottura della membrana nucleare. Successivamente,
fu dimostrata D’attivitd dell’MPF nella fosforilazione di proteine quali la
condensina, necessaria per il supercoil del DNA durante la mitosi (Swedlow e
Hirano, 2003), dell’istone H1 e di alcune proteine come la nucleoporina, un
componente dei pori nucleari la cui fosforilazione potrebbe rappresentare uno
dei primi steps della rottura della membrana nucleare (Burke e Ellenberg
2002; Lénart et al., 2003).

Il legame della Cdk1/Cdc2 alla cycB ¢ necessario, ma non sufficiente
per I’attivita chinasica. Nel corso del ciclo cellulare, infatti I’attivita dell’MPF
¢ regolata attraverso meccanismi di fosforilazione/defosforilazione della

subunita catalitica.

1.3a Regolazione dell’ MPF (Fig.1.4)
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a) Le fosforilazioni attivatrici

Cdc2 puo essere fosforilata su un residuo di treonina, la Thr 161 (la
posizione si riferisce sequenza della proteina umana), che favorisce la stabilita
e lattivazione del complesso (Gu et al., 1992). Il complesso proteico
responsabile di tale evento ¢ noto come CAK ed ¢ a sua volta costituito da una
subunita catalitica (Cdk7 o MOI15) ed una regolatrice, la ciclina H (Solomon
et al., 1993). La defosforilazione della Thr 161 ¢ essenziale per 1’inattivazione
di Cdc2 all’uscita della fase M (Gould et al., 1991; Lorca et al.,1992). Diverse
proteine sono implicate direttamente o indirettamente, in questo processo: una
fosfatasi di tipo 2A detta INH (Solomon ef al., 1990; Janssens e Goris, 2001),
le fosfatasi 2C (De Smedt et al., 2002), la proteina kap (Harper e Adams,
2001) e una fosfatasi di tipo 1 (Lorca et al., 1992).
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Fig. 1.4 Struttura molecolare e regolazione dell’ MPF.
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Durante la fase S la cycB neosintetizzata si lega a Cdc2 formando il
complesso cycB/Cdc2, noto come pre-MPF, dove I’attivita MPF ¢ inibita a
causa delle fosforilazione dei residui di treonina e tirosina (Thr-14 et Tyr-15)
presenti nel dominio di legame con I’ATP sulla molecola di Cdc2. La
fosforilazione di questi residui ¢ realizzata dalle chinasi Weel e Mytl
(Membrane-associated tyrosine- and threonine-specific cdc2-inhibitory
kinase). La chinasi Wee 1 fosforila tirosina 15, mentre Mytl (Han e Conti,
2006) ¢ in grado di fosforilare entrambi 1 residui. Queste due chinasi sono
attivate per defosforilazione e inattivate per fosforilazione (Fig. 1.5)(Russell e

Nurse, 1987; Tang et al., 1993).
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Fig. 1.5.Regolazione delle chinasi Mytl e Weel durante la maturazione

meiotica.
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Sono state identificate diverse chinasi responsabili di queste fosforilazioni:
Akt (Okumura et al., 2002), p90 Rek (Han e Conti, 2006; Philpott ¢ Yew,
2008), nim1 (Coleman ef al., 1993; Han e Conti, 2006) e Plk, una chinasi della
famiglia polo (Okano-Uchida et al., 2003; Philpott e Yew, 2008). Queste
chinasi inibiscono Myt 1 e Weel ristabilendo 1’equilibrio dinamico che regola
I’attivita MPF tra le chinasi inibitrici (Mytl e Weel) e la fosfatasi attivatrice

dell’MPF(Fig. 1.5), Cdc25 (spiegazione in seguito) (Fig. 1.6).

c¢) Le defosforilazioni attivatrici

Le fosfatasi della famiglia delle Cdc25 (Cdc25A, Cdc25B e Cdc25C
nell’uomo) sono capaci di rimuovere le fosforilazioni inibitrici dai residui di
Tyr-15 e Thr-14 (Millar et al., 1991; Rudolph, 2007). Cdc25A ¢ classicamente
descritta come un regolatore attivo nella transizione G1/S, mentre Cdc25B e C
sono attive in G2/M. In Xenopus I’attivita di Cdc25C ¢ regolata per proteolisi
e per fosforilazione di residui inibitori (Fig 1.6). Il residuo inibitorio ¢ una
serina conservata, la Ser 287(Ser 216 sulla proteina umana) (Ogg et al., 1994;
Sanchez et al., 1997; Kumagai et al., 1998). La fosforilazione di questo
residuo provoca il legame di proteine nel sito 14-3-3. Le proteine della
famiglia 14-3-3 sono note per riconoscere specificamente dei residui di
fosforilazione su proteine regolatrici del ciclo cellulare (Kumagai et al., 1998;
Hermeking, 2003). Piu chinasi sono coinvolte nella regolazione del residuo

inibitorio, le prime ad essere identificate sono state le chinasi Chkl (Peng et
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al., 1997; Sanchez et al., 1997) e Chk2, responsabili dell’arresto del ciclo nel

checkpoint in G2.
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Fig. 1.6 Regolazione della fosfatasi Cdc25C durante la maturazione meiotica.

Successivamente si € visto che, in ovociti di Xenopus, il blocco in G2 ¢
mantenuto dalla fosforilazione sella Ser 287 di Cdc25 da parte della proteina
chinasi A (Duckworth et al., 2002). Le proteine di tipo 14-3-3 includono
inoltre la proteina C-TAK, identificata in cellule umane (Peng et al., 1998) ¢ la
chinasi calmodulina dipendente (CaMKII), attiva al rilascio di calcio in
seguito alla fecondazione (Perdiguero e Nebreda, 2004). Durante la
transizione G2/M, Cdc25 ¢ attivata per defosforilazione della Ser 287
probabilmente dalla fosfatasi 2 (PP2A) (Pediguero e Nebreda, 2004). La
fosforilazione del residuo Thr 138, forse dovuta a Cdk2, invece, potrebbe

precedere il rilascio delle proteine 14-3-3 e successivamente favorire la
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defosforilazione della Ser287, probabilmente mediata dalla fosfatasi 1 (PP1).
In Xenopus, Xp38 fosforila poi la Ser 205 favorendo il legame con Plx1. Allo
stadio di GVBD, Plx1 fosforila Cdc25 sulla Ser 198 attivandola. Cdc25,
quindi, attiva il pre-MPF. E stato inoltre dimostrato che il complesso
Cdc2/cycB fosforila Cdc25 su Thr 48 e Thr 67, (Perdiguero e Nebreda, 2004)
innescando un meccanismo di auto amplificazione (Fig. 1.4) dell’attivita MPF

che promuove il passaggio attraverso la M-I e la M-II.

1.4 CSF (cytostatic factor)

Nello stesso lavoro in cui Masui ¢ Markert descrissero I’attivita MPF,
fu anche riportato che I’iniezione di citoplasma prelevato da ovociti di
Xenopus bloccati in metafase II in un blastomero di un embrione allo stadio di
2 cellule, bloccava la divisione del blastomero iniettato, pertanto essi
ipotizzarono [’esistenza di un fattore citoplasmastico (presente in ovociti
maturi), capace di inibire la divisione. Tale fattore fu definito cytostatic factor
(CSF). Saggi funzionali di attivita CSF sono stati descritti in Letteratura sin
dagli anni ’70 (Masui, 1971; Longo, 1983) e sono riproducibili in diversi
modelli cellulari di vertebrati (Xenopus, Rana, Mus). Al contrario, la
composizione in subunita del CSF ¢ ancora oggetto di studio. Secondo alcuni
autori, le tre principali caratteristiche per definire un’attivita CSF sono: 1) CSF

deve comparire durante la maturazione ovocitaria; 2) essere presente durante
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I’arresto in M-II (almeno nei vertebrati; 3) essere degradato al momento della
fecondazione (Masui, 2001; Tunquist e Maller, 2003; Schmidt et al., 2006).
Dal punto di vista molecolare, il CSF include la chinasi Mos, una proteina di
39 kDa codificata dal gene c-mos, un oncogene cellulare. Mos ¢ una Ser/Thr
chinasi originariamente identificata come omologo cellulare del prodotto del
gene virale v-mos, responsabile del sarcoma murino di Moloney (Vande
Woude et al., 1990) ed espresso in maniera specifica nell’ovario e nel testicolo
(Propst et al., 1988). Fu nel 1989 che si scopri che la proteina Mos era
richiesta per il mantenimento dell’attivita CSF, in quanto la degradazione
dell’mRNA codificante per Mos coincideva con la perdita dell’attivita (CSF
Sagata et al., 1989). Successivamente ¢ stato visto che negli ovociti di tutti 1
vertebrati, Mos ¢ responsabile del blocco in M-II, agendo come componente
essenziale del CSF (Sagata et al., 1989; Sagata, 1996; Sagata, 1997; Colledge
et al., 1994; Hashimoto et al., 1994; Tachibana et al., 2000). Fu in seguito
dimostrato, che Mos era responsabile dell’attivazione di p42MAPK durante la
maturazione ovocitaria (Nebreda e Hunt, 1993; Posada et al., 1993; Shibuya e
Ruderman, 1993). Cio suggeri che MAPK potesse essere un mediatore
dell’attivita di Mos come successivamente confermato in mammiferi, dove si
osservo che MAPK non era attivata in topi mos -/- (Verlhac et al., 1996). In
questo periodo, venne anche identificata una chinasi capace di fosforilare
entrambi 1 residui di tirosina (Tyr185) e treonina (Thr183) presenti sul loop
regolativo di MAPK (Crews et al., 1992; Nakielny et al., 1992; Crews et al.,

1993). Questa proteina chiamata MEK1, fu poi identificata come un attivatore

37



a monte della MAPK (Kosako et al., 1992; Matsuda et al., 1992; Tobe et al.,
1992). Iniezioni di MEK1 in ovociti immaturi causavano infatti 1’attivazione
di MAPK e inibendo MEKI si impediva la maturazione dell’ovocita indotta
dal progesterone. Mos, quindi, attiverebbe MEK1 fosforilandola sui residui di
Ser 218 e Ser 222 (Posada et al., 1993; Huang et al., 1995). Successivamente
si vide che MAPK fosforilava la chinasi ribosomiale S6, p90"* (Frodin e
Gammeltoft, 1999). Nei mammiferi sono state identificate tre differenti
1soforme di p90RSk dette Rsk1, Rsk2, Rsk3, mentre in Xenopus, sono presenti
solo Rsk1 e Rsk2, entrambe attive durante la maturazione degli ovociti (Bhatt
e Ferrell, 2000). La natura molecolare del CSF quindi, sembra essere definita
dalla pathway Mos/MEK1/MAPK /p90"*; durante la maturazione degli
ovociti, in Xenopus, ogni componente di questa pathway ¢ sintetizzato o
attivato in seguito al rilascio del progesterone. Inoltre, una forma attiva di ogni
componente ¢ sufficiente ad indurre la maturazione ovocitaria (Tunquist e
Maller, 2003). Alla fecondazione, in seguito all’aumento della concentrazione
degli ioni calcio (Ca*") Mos ¢ degradata e il suo mRNA ¢ deadenilato, mentre
gli altri componenti della pathway CSF sono inattivati mediante
defosforilazione; suggerendo che, in Xenopus, Mos ¢ la sola MAPKKK
(MAPK chinasi chinasi) attiva durante la maturazione ovocitaria (Tunquist e
Maller, 2003). La pathway regolativa attivata da Mos e responsabile dunque
del blocco mediato dal CSF in M-II, agisce inibendo [Iattivita di
Cdc20/p55°PC/Fizzy, un attivatore del complesso APC/C (Tunquist and

Maller, 2003; Schmidt et al., 2006). La maggior parte degli studi riguardanti la
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regolazione di Mos, sono stati concentrati sulla traduzione del suo RNA
messaggero e sulla stabilita della proteina stessa. Negli ovociti immaturi di
Xenopus, ’'mRNA di Mos non ¢ attivamente tradotto (Sagata et al., 1988),
pertanto la proteina € presente in piccole quantita. In risposta al progesterone
(’'ormone che innesca il processo di maturazione), la chinasi Eg2/Aurora A
fosforila CPEB un fattore che regola la traduzione inibendola (Mendez ef al.,
2000; Pascreau et al., 2005). Cio consente un aumento nella sintesi di Mos
(Sagata et al., 1988). Alcuni autori ritengono che la stabilita della proteina
Mos, sia dovuta alla fosforilazione del residuo Ser3 e tra le proteine ritenute
responsabili di tale fosforilazione rientrano la chinasi Cdc2 (Castro et al.,
2001), p42 MAPK (Matten et al., 1996) e Mos stessa (Sheng et al., 2002).
Chen e Cooper (Chen e Cooper, 1995) hanno evidenziato che la fosforilazione
della Ser 3 oltre a favorire I’interazione di Mos con MEK 1 ne promuove
anche I’attivazione. Cio suggerisce che Mos ¢ regolata non solo a livello di
espressione ma anche in attivita (Yue et al., 2006), anche se la mutazione della
Ser3/Ala3 non impedisce la maturazione ovocitaria o il mantenimento
dell’attivita CSF (Freeman et al., 1992). Chen e collaboratori hanno inoltre
mostrato che la subunita regolatrice della proteina CK2, CK2f3, puo fungere da
modulatore negativo dell’attivita di Mos (Chen e Cooper, 1997; Chen et al.,
1997). Nel 2004, Lieberman e Ruderman hanno effettivamente dimostrato
I’interazione tra Mos e CK2 B indicando il sito di ancoraggio di quest’ultima

sulla sequenza di Mos (Lieberman e Ruderman, 2004). Se I’inibizione di Mos
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da parte di CK2p3 sia costitutiva o regolata e quali siano i meccanismi coinvolti
in tale processo resta ancora da definire.

Negli ultimi anni, 1’attivita del CSF ¢ stata correlata anche al controllo
dell’assemblaggio del fuso in quanto p90™*™* puo fosforilare Bubl, una Ser/Thr
protein chinasi capace di inibire APC/C attivando fattori coinvolti nei
checkpoints quali Madl, Mad2, BubRI1(Schwab et al., 2001; Tunquist e
Maller, 2003, Schmidt, 2006). Alcuni autori hanno avanzato 1’ipotesi
dell’esistenza di una seconda attivita CSF che coinvolge il complesso
Cdk2/cycE (Gabrielli et al., 1993).

Piu di recente, proteine appartenenti alla famiglia Emi/Erpl sono state
considerate come dei componenti importanti del CSF (Schmidt et al, 2006).
Inizialmente si ¢ pensato che la proteina Emil (Xenopus early mitotic
inhibitor) fosse un componente del CSF in quanto essa ¢ necessaria €
sufficiente ad indurre [I’attivita CSF (Reimann e Jackson, 2002).
Successivamente, altri autori hanno evidenziato che Emil non € rilevabile in
ovociti di Xenopus bloccati dall’attivita CSF e la proteina esogena ¢ instabile
in estratti di ovociti bloccati; inoltre, il blocco causato da Emil ¢ indipendente
dalla pathway del CSF mediata da MAPK (Ohsumi ef al., 2004). Sebbene tali
scoperte non possano escludere un contributo di Emil nell’attivita CSF,
secondo alcuni autori, la sua assenza nelle uova dovrebbe escluderne un
coinvolgimento primario (Schimdt et al., 2006). Recentemente, alcuni autori
hanno suggerito un ruolo essenziale della proteina Erpl/Emi2, un inibitore

dell’APC/C, nel mantenimento del CSF (Schmidt, et al 2005; Ohe et al.,
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2007). Sia in Xenopus sia in topo (Schmidt, et al., 2005; Shoj et al, 2006) Erp-
1/Emi2, infatti, similmente a Mos, ¢ distrutta alla fecondazione (Hansen et al,
2006). Emi-2 ¢ una zinc finger protein e presenta un dominio F-box nella
regione C-terminale. Le proteine con dominio F-box, fanno parte del
complesso SCF (Skpl/cullin/F-box) ubiquitina ligasi che, come I’APC/C,
media la degradazione dei regolatori del ciclo cellulare (Schmidt ez al., 2006).
Nei mammiferi ’analisi filogenetica delle proteine contenti un dominio F- box
ha rivelato una stretta relazione tra Emil ed Emi2 (Jin et al., 2004). Esse
infatti presentano il 39% di identita nell’estremita C-terminale nella regione
contenente i1l dominio F-box che ¢ seguito da una regione zinc-binding, mentre
le due proteine sono poco affini nella parte N-terminale. Schmidt e colleghi
hanno dimostrato che Emi2 ¢ fondamentale per il mantenimento del CSF e che
essa ¢ rapidamente distrutta alla fecondazione (Schmidt ef al., 2005), dove si
assiste alla degradazione dipendente dal calcio di Emi2. Tale evento ¢ mediato
dalla Plx1 (Polo-like kinase)(Rauh et al 2005), che fosforilando Emi2, ne

consente il riconoscimento da parte del proteasoma (Wu et al, 2007).

1.5 Regolazione della meiosi

Lo sviluppo di un ovocita immaturo in un gamete fecondabile ¢ un
processo che viene definito maturazione meiotica (Haccard e Jessus, 2006). In

tutti gli organismi, la maturazione degli ovociti prevede un blocco in P-I. In
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alcune specie quali il mollusco Spisula solidissima o 1’echiuroide Urechis
caupo, la maturazione dell’ovocita ¢ promossa dalla fecondazione stessa
(Masui, 2001). I1 primo segnale che contraddistingue la maturazione
ovocitaria ¢ il GVBD (germinal vesicle breakdown) ossia la rottura del nucleo,
che nell’ovocita immaturo, ¢ detto vescicola germinale (GV). Cio implica il
rilascio del nucleopsma nel citoplasma e la condensazione dei cromosomi. Se
la maturazione ¢ iniziata dalla fecondazione, cosi come accade in alcuni
invertebrati, gli ovociti completano le due divisioni meiotiche senza
interruzioni, al contrario, nel caso in cui la maturazione ¢ indotta da altri
stimoli quali ad es. le gonadotropine, possono verificarsi tre condizioni: 1) la
maturazione puo essere bloccata alla metafase della prima divisione meiotica
(M-I), come accade negli insetti o nei tunicati; 2) si puo avere un blocco in M-
II, come in tutti 1 vertebrati; 3) in G1 come accade nei ricci di mare e nelle

meduse (Masui, 2001) (Fig. 1.7).
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Fig. 1.7 Illustrazione schematica del blocco e della ripresa meiotica in ovociti di
organismi differenti (Russo ef al., 1998).
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In tutte le specie sinora studiate, la maturazione meiotica ¢ regolata
dall’MPF e dal CSF. Gli ovociti ed embrioni di Xenopus hanno rappresentato
il modello di riferimento nello studio dei meccanismi regolativi del ciclo
cellulare e della maturazione meiotica (Philpott € Yew, 2008). In Xenopus, il
rilascio di progesterone induce gli ovociti bloccati in P-I1 a completare la prima
divisione meiotica e la maturazione. In breve, durante il processo di
maturazione, gli ovociti attraversano la meiosi I, subiscono la rottura della
vescicola germinale (GVBD) emettendo il primo globulo polare, quindi
entrano in M-II, senza passare in interfase, dove restano bloccati fino alla
fecondazione (Philpott e Yew, 2008). L’attivita dell’MPF oscilla durante la
maturazione meiotica: ¢ elevata in M-I, bassa alla transizione passaggio M-
[/M-II, per ritornare nuovamente elevata in M-II. Qui, I’attivita MPF ¢
“sostenuta” dal CSF attivo (Fig 1.8) attraverso I’inibizione del complesso che

promuove I’anafase (APC/C) (Doree e Hunt, 2002) (si veda di seguito).
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Fig. 1.8 Interplay tra MPF e CSF durante la maturazione meiotica in Xenopus
laevis (Tunquist e Maller, 2003).
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Negli ovociti immaturi bloccati in P-I, ’MPF ¢ presente in una forma
inattiva detta pre-MPF, con Cdc2 associata alla ciclina B, ma inattiva in
quanto fosforilata in Tyrl5 e Trel4 dalle chinasi Mytl e Weel. La fosfatasi
Cdc25C rimuove queste fosforilazioni e attiva Cdc2, che a sua volta fosforila
Cdc25, provocando una rapida amplificazione dell’attivita MPF (Karaiskou,
2001; Haccard e Jessus, 2006). L’attivazione di Cdc25 ¢ catalizzata in
Xenopus da xPlk1 o PIx1 (polo-like kinase), che a sua volta ¢ attivata, a monte,
da un’altra chinasi, la xPlkk1 (polo-like kinase kinase) o chinasi omologhe nei
mammiferi (Abrieu et al., 1998; Roshak et al., 2000; Jang et al., 2002; Kelm
et al.,2002) (Fig. 1.6).

E‘ stato dimostrato che, per [Dattivazione dell’MPF indotta dal
progesterone, ¢ richiesta I’inibizione dell’attivita della PKA (cyclin AMP
dipendent protein) (Eyers et al., 2005) e la sintesi di nuove proteine in grado
di indurre una diminuzione dei livelli di AMP ciclico con conseguente
diminuzione dell’attivita di PKA. PKA, controlla la sintesi di due proteine
funzionali in questa pathway: la cycB e Ringo/Speedy, un partner di Cdc2, che
contribuisce all’attivazione del’MPF. Un’altra pahtway implica la sintesi

Rsk
* (secondo un

della chinasi Mos che attivando indirettamente p90
meccanismo precedentemente descritto), inibisce Mytl e contemporaneamente
favorisce I’attivazione di Cdc25 (Lenormand et al., 1999; Haccard e Jessus,
2006). Riassumendo, in aggiunta alla pathway xPlkkl/Px1/Cdc25C, il

progesterone  attiva una seconda pathway: la via di segnale

Mos/MEK/MAPK/p90™*. E’ stato dimostrato che p90™* ¢& in grado di
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fosforilare e inibire in maniera diretta Myt-1, facilitando [D’attivazione
dell’MPF mediata da Cdc25 e I’entrata in meiosi [ (Palmer et al., 1998). Altri
dati, inoltre, suggeriscono che anche Mos potrebbe fosforilare direttamente
Myt-1 (Peter et al., 2002). L’uscita dalla M-I ¢ associata alla degradazione
della cycB mediata dal complesso APC/C. La cycB sara neo-sintetizzata prima
dell’ingresso in M-Il e stabilizzata dal CSF (Taieb et al., 2001). Alla
fecondazione, il calcio provoca ’entrata in anafase favorendo la degradazione
di Emi2 che, a cascata, causa I’attivazione di APC/C e la degradazione della
cycB. Nei pesci (Carassius auratus) € stato inizialmente riportato che I’MPF
non ¢ presente sotto forma di pre-MPF, ma Cdc2 ¢ in forma monomerica con
la cycB assente e sintetizzata solo in seguito alla stimolazione ormonale. Il
complesso cosi formato quindi, ¢ attivato solo mediante fosforilazione del
residuo di Thr 161 in quanto mancano le fosforilazioni inibitorie sui residui di
Thr14 e TyrlS5 attraverso un meccanismo che non prevede I’intervento della
fosfatasi Cdc25. Tali risultati sono stati messi in discussione da uno studio piu
recente, dove ¢ stato riportato che nel pesce teleosteo Anabas testudineus
esiste un pre-MPF e che la transizione G2/M indotta dal complesso cycB/Cdc2

¢ dipendente dall’attivazione di Cdc25 (Basu et al., 2004).
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1.6 Maturazione degli ovociti negli invertebrati

Negli invertebrati il passaggio dalla P-I a GVBD ¢ indotto da stimoli
differenti a seconda della specie. Negli echinodermi (in particolare nelle stelle
di mare) ad esempio, la maturazione ¢ indotta dalla 1-metiladenina, nei
molluschi del genere Ruditapes e Crassostrea, dalla serotonina, mentre nei
molluschi del genere Spisula ¢ la fecondazione stessa a provocare il
completamento meiotico. I meccanismi che regolano il completamento
meiotico negli invertebrati non sono del tutto chiari. Per esempio in Patella
vulgata (Colas et al., 1993) e in Mitilus edulis (Néant et al., 1994), il blocco in
M-I ¢ garantito dalla stabilita della cycB che dipenderebbe dalla continua
sintesi di fattori proteici non ancora caratterizzati definiti short lived proteins;
tale meccanismo ¢ stato evidenziato in quanto, trattando gli ovociti con
inibitori della sintesi proteica, si ¢ osservato 1’uscita dalla M-I (Colas et al.,
1993). Nelle stelle di mare, la via di traduzione del segnale che porta alla
maturazione meiotica, non richiede la sintesi proteica e ’MPF presente
sottoforma di pre-MPF, ¢ subito attivato attraverso meccanismi di
autoamplificazione (Taieb et al., 1997). Nelle ascidie, invece la situazione ¢
completamente diversa per due motivi: il mantenimento del blocco metafasico
non sembra essere dipendente dalla sintesi di proteine, similmente a quanto
riscontrato in ovociti di Xenopus, ma nettamente in contrasto con quanto

osservato negli altri invertebrati marini in cui 1’inibizione della sintesi proteica
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provoca lo sblocco dall’arresto in M-I e la decondensazione dei cromosomi
(Russo et al., 1998).

Per quanto concerne il coinvolgimento del CSF nel processo di
maturazione meiotica negli invertebrati, a tutt’oggi ¢ stata identificata la
chinasi Mos nella stella di mare, in cui sembra che Mos sia essenziale al
mantenimento del blocco meiotico (Tachibana et al., 2000), € un omologo di
Mos ¢ stato anche clonato in Drosophila (Ivanovska et al., 2004) dove,
tuttavia, la delezione del gene non impedisce il completamento meiotico,

suggerendo ’esistenza di una pathway ridondante nella regolazione meiotica.

1.7 Attivazione ovocitaria e ruolo degli ioni calcio (Ca*")

E ben documentato che il calcio (Ca’") & coinvolto nei processi
fisiologici ovocitari, dall’ovogenesi alla fecondazione (Homa 1993; Homa
1995; Stricker, 1999). Come gia affermato nei precedenti paragrafi, il
passaggio dal primo al secondo blocco meiotico ¢ detto maturazione, mentre la
rimozione del secondo blocco meiotico promossa dalla fecondazione ¢ detta
attivazione. L’attivazione comporta il completamento della seconda divisione
meiotica caratterizzato dall’estrusione del secondo globulo polare prima
dell’inizio delle divisioni embrionali. Alla fecondazione, infatti, I’ingresso
dello spermatozoo nell’'uovo provoca un aumento della concentrazione

intracellulare degli ioni calcio, una caratteristica comune a tutte le specie
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studiate finora (Whitaker, 1999). Una generale correlazione fra Ca*” ¢ GVBD
¢ stata dimostrata da un cospicuo numero di studi. Negli ovociti di
mammifero, la GVBD ¢ bloccata da sostanze chelanti il Ca’" almeno fino allo
stadio di M-I (Homa, 1995).

Nel 1974 fu dimostrato per la prima volta che il Ca*" jonoforo A23187
attivava le uova di echinodermi e criceto (Steinhart ez al., 1974). Nel 1977, fu
misurata “I’esplosione” di Ca®" successiva alla fecondazione in Medaka e
riccio di mare utilizzando 1’aequorina, una proteina luminescente che lega il
Ca®" (Steinhart et al., 1974). Gilkey e collaboratori descrissero che 1’ondata di
calcio aveva origine dal sito di fusione tra lo spermatozoo e 1’'uovo e poi si
propagava in tutta la cellula (Gilkey et al., 1978). Nello scorso decennio, ¢
stata scoperta una via biochimica che controlla il rilascio del Ca*" nella
contrazione muscolare, nella crescita cellulare, nella secrezione ormonale,
nella percezione sensoriale e nel rilascio di neurotrasmettitori (Berridge,
1993). La sequenza di eventi di questa via biochimica riconosciuta anche negli
ovociti, costituisce la cascata del fosfatidilinositolo. Secondo questo modello,
un recettore proteico lega uno specifico ligando esternamente alla membrana,
mentre internamente il legame recettore-ligando attiva una proteina che lega i
nucleotidi guanosinici (proteina G). L’attivazione delle proteine G attiva delle
fosfolipasi di tipo C che catalizzano ’idrolisi di del fosfatidilinositolo 4,5
bifosfato in inositolo 1,45-trifosfsato (IP3) e diacilglicerolo (DAG). Per alcuni
anni ¢ stata ipotizzata I’esistenza di un fattore solubile, rilasciato dallo

spermatozoo durante la fusione dei gameti, ritenuto responsabile
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dell’attivazione ovocitaria. Nei mammiferi, tale ipotesi ¢ stata confermata in
seguito alla scoperta della fosfolipasi C zeta (PLCC) (Saunders et al., 2002)
che, attualmente ¢ considerata come il fattore responsabile dell’attivazione
ovocitaria nei mammiferi (sperm factor) anche se 1 meccanismi di azione di
tale proteina non sono stati del tutto chiariti (Swann et al., 2006). Nelle specie
in cui la PLCC non ¢ stata identificata, altri membri della famiglia delle PLC,
in particolare le PLCy (Runft and Jaffe, 2000; Runft et a/.,2002, 2004; Giusti
et al., 2003), sono stati proposti come mediatori del rilascio di Ca®". La
fecondazione, infatti, ¢ associata ad un incremento delle PLCy in uova di
riccio di mare e rana (Rongish et al., 1999; Sato et al.,2000); allo stesso modo,
nelle ascidie, e in altri invertebrati sembra che la PLCy sia un attivatore della
pathway dell’IP3 (Carroll et al., 1997;Giusti et al., 1999; Runft et al., 2002).

In funzione della tipologia della propagazione del calcio intracellulare,
possono essere distinte due categorie di uova: le uova di riccio di mare, anfibi,
cnidari, nematodi e pesci che presentano una singola ondata di Ca’" alla
fecondazione e uova di alcune specie di molluschi, anellidi, ascidie e
mammiferi che presentano ripetitivi aumenti della concentrazione di calcio
intracellulare [Ca*']i. In quest’ultimo gruppo, la prima ondata di Ca®" (detta
onda di fecondazione) ¢ generalmente seguita da onde ripetitive di piu bassa
durata e ampiezza (Dummollard et al., 2002). Nelle uova di diverse specie tra
cui il riccio di mare e i mammiferi (Epel, 1978), ’aumento della [Ca®']i,
provoca I’esocitosi dei granuli corticali, un evento che comporta la formazione

della membrana di fecondazione e contribuisce al blocco della polispermia.
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Gli effetti immediati dell’attivazione ovocitaria e quindi dell’aumento di Ca*"
sono: rilascio dei granuli corticali, blocco della polispermia, reclutamento di
mRNA materni, ripresa del ciclo meiotico (Schultz e Kropf, 1995). La ripresa
del ciclo meiotico prevede I’attivazione di specifiche proteine chinasi che
possono essere attivate dal Ca®" sia in maniera diretta che indiretta. La prima
chinasi ad essere attivata ¢ la chinasi CaMKII la cui attivazione, promuove la
degradazione della cycB attivando il proteasoma 26S in ovociti di ascidia
(Kawachara e Yokosawa,1994) e Xenopus (Aizawa et al, 1996). Per poter
essere degradata la cycB deve essere poli-ubiquitinata dall’APC/C e, prima
dell’attivazione, ¢ ’attivita del CSF che previene questo processo mantenendo
alta D’attivita MPF, secondo meccanismi gia descritti nei precedenti paragrafi.
Due studi recenti effettuati su ovociti di Xenopus, hanno evidenziato che
Iattivazione di una fosfatasi dipendente dal Ca®", la calcineurina (Mochida e
Hunt, 2007; Nishyama et al., 2007), contribuisce alla pathway Ca®>'-mediata
responsabile della ripresa meiotica dopo la fecondazione. Dai primi risultati
ottenuti da Mochida e Hunt sembra che Fizzy/Cdc20 sia la molecola target
sulla quale agirebbe questa fosfatasi (Mochida e Hunt, 2007).

Un legame interessante tra MPF e oscillazioni di Ca®" ¢ stato messo in
evidenza nelle ascidie.

Nelle ascidie, il primo evento di fecondazione ¢ una variazione
transitoria del potenziale di riposo, che depolarizza in seguito all’apertura di
canali ionici aspecifici, detti canali di fecondazione (Dale e De Felice, 1984;

Tosti, 1994). Questi ultimi danno vita a una corrente elettrica in entrata
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(corrente di fecondazione), seguita da una contrazione del corpo cellulare che
¢ un processo peculiare delle ascidie dovuto alla mancanza dei granuli
corticali. La contrazione € dovuta all’onda di calcio, che attraversa 1’ovocita
dal polo vegetativo a quello animale (Brownlee e Dale, 1990). Questo
processo ¢ temporaneo e 1’ovocita ritorna alla forma sferica entro circa un
minuto. In seguito all’interazione con lo spermatozoo, probabilmente un
fattore solubile rilasciato dallo sperma, induce I’innalzamento della [Ca®']i
Questo fattore stimolerebbe da un lato la produzione di IP; e dall’altro quella
di ADPr. (Wilding et al., 1997). L’IP; indurrebbe il rilascio di Ca**
intracellulare, necessario per ’attivazione di MPF e il completamento della
meiosi I, mentre I’ADPr, molto probabilmente attivato dall’ossido nitrico
(Grumetto et al., 1997) aprirebbe un canale aspecifico sulla membrana
plasmatica generando la corrente di fecondazione e potrebbe essere coinvolto
nell’inattivazione di MPF tra meiosi I e meiosi 1.

L’ovocita fecondato esce definitivamente dalla meiosi e inizia la
segmentazione, con ripetute e veloci divisioni mitotiche embrionali senza
accrescimento cellulare (Russo et al., 1998). La fecondazione riavvia il ciclo
meiotico facendo estrudere il primo e il secondo globulo polare nell’arco di 20
minuti circa. Dopo circa 50 minuti, lo zigote si divide per mitosi. Nel 1996 fu
evidenziato che in Ciona intestinalis, 1a prima onda di fecondazione ¢ seguita
da tre oscillazioni di Ca®" successive: la prima 5 minuti dopo la fecondazione
(fase 1), la seconda compare al completamento della fasel, a 9-10 minuti circa

dalla fecondazione e qui (fase 2) i livelli di Ca** rimangono stabili per circa 10
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minuti. Dopo circa 15 minuti dalla fecondazione ¢ presente una seconda serie
di oscillazioni (fase 3) che termina con I’estrusione del secondo globulo polare
(Russo et al., 1998). Lo stesso gruppo ha riportato che in ovociti di ascidia,
alla fecondazione la pathway che coinvolge il NAD ¢ attiva, sebbene con
meccanismi differenti dalle altre specie. Due sono gli eventi che si verificano
con I’ingresso dello spermatozoo nell’ovocita: le oscillazioni del calcio e
I’inattivazione dell’MPF. Tuttavia tali variazioni non sembrano controllare il
ciclo cellulare in M-1. L’inattivazione di Cdc2 a questo stadio infatti,é Ca*"
indipendente (Russo ef al., 1996), ma le successive oscillazioni di [Ca®" i
sembrano essere necessarie per I’estrusione del primo globulo polare e per
I’ingresso in M-II (Russo ef al., 1998). Tuttavia nello stesso anno Mc Dougall
e Levasseur riportarono che vi € una stretta correlazione tra 1’attivita di Cdc2 e
le oscillazione di Ca*" generate dallo spermatozoo e che il mantenimento
dell’attivita di Cdc2 prolunga tali oscillazioni (McDougall e Levasseur, 1998),
mentre la seconda fase di oscillazioni ¢ assente se viene inibita Pattivita di
Cdc2, che pertanto sembra essere sia necessaria che sufficiente a generare la
seconda fase di oscillazioni di Ca*" (Levasseur ¢ Mc Dougall, 2000). Piu di
recente gli stessi autori hanno proposto un ulteriore modello per spiegare
I’interazione tra 1’attivita di Cdc2 e le oscillazioni di calcio nella seconda fase
(Schema in Fig 1.10). Essi propongono un modello in cui Cdc2 promuove la
produzione di IP; in presenza di un fattore spermatico. Dopo la fecondazione,
il fattore spermatico viene liberato nell’uovo innescando la prima fase di

. . . . 2+ N .. . .
oscillazioni di Ca”'. Tale fattore ¢ poi inattivato attraverso un meccanismo
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sconosciuto che provoca una pausa nell’ondata di Ca®" ¢ il successivo aumento
dell’attivita di Cdc2, durante la transizione metafase-anafase in M-I riattiva il
rilascio del Ca®" mediato dall’azione del fattore spermatico, la cui attivita
sarebbe regolata per fosforilazione diretta da parte di Cdc2 generando le
oscillazioni della seconda fase (Levasseur et al., 2007). 11 declino dell’attivita
di Cdc2 prima dell’uscita dalla meiosi implica I’inattivazione del fattore

spermatico e di conseguenza delle oscillazioni di Ca**.(Levasseur et al., 2007)
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Fig. 1.9 Modello a “pacemaker” per I’attivazione mediata dal calcio in C.
intestinalis. 11 grafico in nero mostra un tipico pattern di oscillazioni di Ca*"
L’attivita Cdc2 decritta in McDougall e Levasseur, 1998 ¢ riportata dal grafico in
blu. La risposta al Ins(1,4,5)P3 (Levasseur ¢ McDougall, 2003) ¢ indicata dalla linea
rossa. L’attivita dell’ipotetico fattore spermatico € riportata dalle barre colorate in
basso, nella figura e correlate all’asttivita di Cdc2. (Da Levasseur et al., 2007).

1.8 Ruolo di CK2 nel completamento meiotico
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La proteina chinasi CK2 (in passato conosciuta come caseina chinasi 2)
¢ una chinasi ubiquitaria, altamente pleiotropica e costitutivamente attiva che
fosforila residui di serina/treonina e tirosina. Comparata ad altre proteine
chinasi, CK2 possiede molteplici caratteristiche non convenzionali riguardo la
sua organizzazione molecolare (Bouchou e Cochet, 2003). La complessita di
questa proteina infatti, ¢ gia evidente a livello della sua struttura quaternaria.
Purificata a partire da diversi organismi e tessuti, ’enzima si presenta
sottoforma di un complesso proteico tetramerico (oloenzima) composto da due
subunita catalitiche (a e/0 o) e due subunita regolatorie () associate in modo
diverso a formare un complesso o, o’2f2 0 aa’PB,. Nel genoma della
maggior parte degli organismi sono presenti 1 due geni codificanti per le due
isoforme della subunita catalitica (CK2a e CK2a’). L’oloenzima pud dunque
trovarsi a formare complessi di tipo a2p2, ao’f2, a’2B2 (Litchfield, 2003)
(Fig.1.10). Diversi studi hanno definito la sequenza minima di consenso di
fosforilazione mediata da CK2 (Ser-X-X-acido) dove il residuo acido puo
essere Glu, Asp, P-Ser e P-Tyr (Pinna e Meggio, 1997). Esistono, numerose
prove che attribuiscono a CK2 la capacita di fosforilare anche residui di
tirosina (Tyr, Y); pertanto, CK2 puo essere considerata una chinasi a duplice-
specificita. CK2 rappresenta una chinasi che puo utilizzare indifferentemente
sia I’ATP sia il GTP come donatore di gruppi fosfato e contrariamente alla
maggioranza delle proteine chinasi, la subunita catalitica di CK2 ¢
costitutivamente attiva indipendentemente dall’associazione con la subunita .

In particolare, data la somiglianza tra le subunita o e a’non ¢ possibile dai
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semplici saggi di fosforilazione, condotti su CK2, determinare quali isoforme
realmente contribuiscono all’attivita analizzata (Bouchou e Cochet, 2003).
CK2a ¢ fosforilato in siti all’interno del dominio C-terminale in un modo ciclo
cellulare-dipendente, ci0 implica che CK2a e CK2a’ siano regolati in modo
differenziale durante il ciclo cellulare. L’esame di CK2 isolata da cellule di
mammiferi ha condotto all’identificazione di un certo numero di siti fisiologici
di fosforilazione sia su CK2a che su CK2B. In cellule di mammiferi, la
subunita B di CK2 ¢ fosforilata nel sito di auto-fosforilazione ed in Ser209, un

sito fosforilato in maniera dipendente dal ciclo cellulare (Russo ef al.,1992).

Domaine
acide

Fig. 1.10 Struttura della proteina CK2.(A) struttura della subunita catalitica.La
struttura della subunita regolatrice (B) rivela 1’esistenza di un dominio acido e un
motivo zinc-finger responsabile della dimerizzazione della proteina. La struttura
dell’oloenzima (C) mostra che le due subunita catalitiche non interagiscono tra loro.
Una piccola regione di natura idrofobica , situata a livellodei foglietti 3 nel lobo
superiore della subunita catalitica, interagisce con il dominio C- terminale delle due
subunita regolatrici. (adattato da Bochou e Cochet, 2003)
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L’esame della sequenza primaria di CK2p non evidenzia particolari
omologie con altre proteine conosciute. La sua struttura (Fig. 1.11B) rivela
I’architettura di un dimero la cui interfaccia, si fonda su interazioni idrofobe
all’interno di un motivo zinc finger (Chantalat ef al., 1998). La forte densita di
amminoacidi conservati esposti sulla superficie di questo dimero suggerisce
I’esistenza di domini di interazione per i numerosi partners di questa proteina.
L’importanza di CK2B deriva dal fatto che essa svolge delle funzioni
indipendenti da CK2a: per esempio puo regolare 1’attivita di molteplici chinasi
tra cui c-Mos o A-Raf (Chen e Cooper, 1997; Boldyreff et al., 1997). CK2
possiede un sito di autofosforilazione contenente Ser2, Ser3 e forse Ser 4
all’estremita N-terminale. CK2f ¢ inoltre fosforilata in Ser209 da Cdc2 in
modo ciclo cellulare-dipendente. Oltre che 1 siti di fosforilazione, CK2f3
contiene una sequenza in parte omologa al destruction box coinvolto nella
degradazione mitosi-specifica della ciclina B.

Poco noto ¢ il ruolo di CK2 nella regolazione meiotica. In ovociti di
Xenopus, CK2 ¢, probabilmente, la chinasi piu attiva la cui attivita pud essere
incrementata dalle poliammine (spermina o spermidina) ed inibita dall’eparina
(Leiva et al., 1987; Osborne et al., 1989). Inoltre, nell’ovario di Xenopus,
I’'mRNA per le subunita CK2a e B ¢ piu abbondante di molti altri mRNAs ed
aumenta durante 1’ovogenesi, parallelamente all’aumento della’attivita
enzimatica (Wilhelm et al., 1995). In Rana temporaria, durante la maturazione
ovocitaria, Dlattivita di CK2 aumenta 7 ore dopo somministrazione di

progesterone e fino alla fase finale della maturazione suggerendo che CK2 ha
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un ruolo importante nei meccanismi di traduzione durante la maturazione degli
ovociti di rana (Kandror et al., 1989). In contraddizione con questi dati, la
microiniezione di CK2 altamente purificata in ovociti di Xenopus maturi,
inibisce la progressione meiotica indotta dal progesterone (Mulner-Lorillon et
al., 1988). Durante la maturazione meiotica in Xenopus, Cdc2 fosforila diversi
fattori incluso CK2, suggerendo che CK2 possa essere coinvolto nei processi
di fosforilazione a cascata originati Cdc2 (Belle et al., 1990). Gli stessi autori
riportano che Cdc2 di Xenopus fosforila CK2p in vitro, aumentando 1’attivita
dell’oloenzima (Mulner-Lorillon et al., 1990). Infine, diversi substrati di CK2
sono espressi in ovociti (Meggio e Pinna, 2003). Forti evidenze suggeriscono
un ruolo per CK2pB indipendente dalla subunita catalitica nel processo di
maturazione meiotica. In ovociti di Xenopus non fecondati, CK2p lega e
inibisce Dlattivita di Mos (Chen et al., 1997; Chen e Cooper, 2006), la cui
sequenza (52-115) di legame per CK2B ¢ stata evidenziata nel 2004 da
Lieberman e Ruderman (Lieberman e Rudermann, 2004). La scoperta di
un’attivita biologica di CK2p distinta dal suo ruolo di “subunita” regolatrice
non ¢ del tutto nuova, poiché CK2p pud avere una sua propria funzione di
legame e sequestrare potenziali substrati per 1’oloenzima (Litchifield, 2003),
oppure ¢ in grado di legare molecole non necessariamente fosforilate da CK2a.
(Gotz et al., 1996; Boldyreff e Issinger, 1997). Un coinvolgimento di CK2
nella maturazione meiotica ¢ stato anche dimostrato in ovociti dell’ascidia C.

intestinalis, dove ¢ stata registrata una variazione dell’attivita di CK2a dopo la

fecondazione indipendentemente da [} che, sembra essere degradata alla
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fecondazione; tuttavia 1l ruolo di tale attivita e le molecole substrato di CK2
non sono ancora state identificate (Russo et al., 2004)

Nel topo I’estrema omologia funzionale delle due isoforme CK2a e
CK2a‘ spiega il perché gli animali in cui il gene CK2a’ ¢ invalidato non sono
vitali; ma CK2a’ rimane I’unica isoforma espressa durante gli ultimi stadi
della spermatogenesi e 1’invalidazione del gene da cui essa ¢ codificata
comporta 1’insorgenza dell’infertilita maschile, dovuta ad un’alterazione della
testa dello spermatidio che mima la globozoospermia umana (Xu et al., 1999;
(Bouchou e Cochet, 2003)

Recentemente, sono stati pubblicati importanti dati riguardanti il
possibile ruolo di CK2 nello sviluppo embrionale (Dominguez et al., 2004;
Dominguez et al., 2005). In Xenopus, la formazione dell’asse dorsale dipende
dalla localizzazione asimmetrica della B-catenina, un trasduttore del signaling
dipendente da Wnt (Dominguez et al., 2005). Studi effettuati, per lo piu in
cellule somatiche, suggeriscono che CK2 regoli Wnt attraverso Ia
fosforilazione di alcuni componenti della via inclusa la B-catenina (Song et al.,
2000). Seldin e coll. (Dominguez et al., 2005) hanno riportato che CK2 ¢
temporalmente e spazialmente espresso in fasi specifiche dello sviluppo di
embrioni di Xenopus e partecipa alla formazione dell’asse dorsale. L’over-
espressione dell’mRNA per entrambe le subunita di CK2 nei blastomeri
ventrali ¢ sufficiente a indurre la formazione di un asse ectopico completo,
mimando il segnale di Wnt. Tale effetto di CK2 richiede una subunita

catalitica enzimaticamente attiva, in quanto un mutante privo di attivita
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chinasica non ¢ in grado di indurre la formazione ectopica dell’asse

(Dominguez et al., 2005).

Fig. 1.11. Pathway canonica del Wnt signaling. Lo schema mostra I’interazione
di CK2 con la B-catenina(spiegazione nel testo)(www.Wikipedia.com).
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2. SCOPO DELLA TESI

Come precedentemente descritto, la maggior parte dei dati
riguardanti la regolazione dell’MPF e del CSF durante il completamento
della meiosi derivano principalmente dagli studi eseguiti in ovociti di
Xenopus. Dal punto di vista fisiologico e molecolare, molti dei
meccanismi regolativi della fecondazione e del completamento meiotico
sono conservati nel mondo animale, cosi come ¢ stato evidenziato da
diversi studi condotti su invertebrati marini, principalmente molluschi
(Spisula, Ruditapes, Crassostrea) ed echinodermi (stella di mare) (Longo
et al.,1983; Kyozuka et al., 1997). Piu di recente, ¢ stato proposto un
nuovo modello di studio rappresentato dall’ascidia Ciona intestinalis
(Russo et al., 1996; Satoh, 2003; Prodon et al, 2006). Tutti questi
organismi hanno in comune la formazione del II blocco in una fase
precoce della divisione meiotica, tra la profase-I e la metafase-I,
consentendo, quindi, lo studio piu dettagliato delle diverse fasi che
intercorrono tra meiosi-I e meiosi-II. Inoltre, 1’ascidia presenta ’ulteriore
vantaggio di poter studiare gli eventi biochimici e funzionali successivi
alla fecondazione in relazione all’oscillazione dei livelli di Ca*" (Russo et
al., 1998).

Scopo primario del presente progetto di ricerca ¢ stato
caratterizzare dal punto di vista funzionale e molecolare i complessi CSF

ed MPF in ovociti dell’ascidia Ciona intestinalis. Per raggiungere questo

60



obiettivo ¢ stato necessario studiare le chinasi principali responsabili
dell’attivita di CSF ed MPF nel processo di completamento meiotico. A
tal riguardo, la Letteratura ¢ ricca di informazioni da cui si evince una
stretta relazione funzionale tra le chinasi Cdc2 (costituente dell’MPF),
MAPK e CK2 (entrambe potenziali partners per I’attivita CSF) nella
regolazione del ciclo cellulare meiotico.

Come valore aggiunto del presente lavoro di tesi, ¢ stato validato
I’utilizzo dell’ascidia Ciona intestinalis quale modello sperimentale
innovativo nello studio delle interazioni tra intercorrono tra le chinasi che
regolano il completamento della meiosi e le fasi iniziali dello sviluppo
successive alla fecondazione.

L’ascidia Ciona intestinalis (Subphylum Urochordata) ¢ un
modello sperimentale ampiamente impiegato in molti studi di biologia
dello sviluppo (Satoh et al., 1996; Satoh, 2003, Satou, 2003) in quanto si
pone, dal punto di vista evoluzionistico, alla transizione tra invertebrati e
bassi vertebrati Alcuni dei vantaggi dell’utilizzo degli ovociti di Ciona
intestinalis come modello di studio nel completamento meiotico sono di
seguito riportati:

e Dopo la fecondazione, che avviene facilmente in vitro € non
richiede una complessa attivazione e manipolazione dello sperma, si
possono seguire entrambe le divisioni meiotiche e 1'espulsione dei due

globuli polari nell'arco di circa 30 minuti. Dopo 50 minuti circa si puo
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osservare la prima divisione mitotica dello zigote. La meiosi quindi si
completa in tempi molto brevi rispetto ad altre specie conosciute;

e La fisiologia della fecondazione e dell'embriogenesi di Ciona
intestinalis sono ampiamente conosciute. Sono inoltre attualmente
disponibili numerosi dati e materiale di partenza (librerie genomiche e di
cDNA, DNA ,RNA) per il clonaggio di geni coinvolti nella regolazione
meiotica;

e L' ovocita di Ciona intestinalis si presta ad essere facilmente
microiniettato in quanto si pud rimuovere la membrana accessoria esterna
(corion) sia biochimicamente che manualmente con sottili aghi d'acciaio.
Ci0 consente un facile accesso alla membrana plasmatica;

e Gli ovociti di Ciona intestinalis presentano un elevato grado di
sincronia (>90%); infatti, al momento dell’estrazione dall’ovario, si
trovano in fase M-I e la ripresa della meiosi ¢ facilmente indotta, in
maniera naturale, dall'aggiunta degli spermatozoi senza necessita di
ricorrere ad attivazioni artificiali (pricking, solventi, ecc.);

e [a quantita di materiale ottenibile dagli esemplari di C.
intestinalis (migliaia di ovociti) ¢ sufficiente per poter intraprendere studi
biochimici e molecolari;

e Dal 2002 ¢ disponibile in rete una copia ancora parzialmente

assemblata del genoma di Ciona intestinalis (Autori vari, 2003).
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Modello sperimentale: 1’ascidia Ciona intestinalis (Fig 3.1)

Le ascidie sono invertebrati marini sessili, di forma cilindrica e

ubiquitari.

Fig. 3.1 Colonie di C. intestinalis.

La classe degli ascidiacei ¢ una delle tre classi appartenenti al
subphylum degli Urocordati (Fig.3.2) e contiene circa 1600 specie. Le
ascidie appartengono al gruppo degli Urocordati in quanto durante il loro
sviluppo larvale presentano tre caratteristiche distintive, tipiche dei

cordati: una notocorda, una corda nervosa dorsale cava e fessure faringee.

63



Phylurn
CHORDATA
Subphylum
UROCHOROATA DEUTERQSTOMI CORDATI

. ERMICOREATI VERTEBRATI
1L iA) \ CCFALOCORDATI

ECHINCDERMI

Clmsea \
VR ORDATI
ASIDACEE \
Ordine
ENTEROGONA
Somordine
EBHLESOSRANCLIATA
Farnkila
CHONNAE
Generse
CIONA
Epacla
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Fig. 3.2 Classificazione dell’ascidia C. intestinalis e albero filogenetico dei Cordati.
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Le ascidie si trovano nelle acque costiere, attaccate con una
estremita della loro struttura tubulare a vari substrati naturali e non.
L’intero corpo di tale organismo € coperto da una tunica coriacea, da cui il
nome tunicati. La tunica ¢ composta principalmente da cellulosa, proteine
e talvolta da spicole di calcio. I tunicati sono filtratori, cioé si nutrono del
plancton che filtrano dall’ acqua che attraversa la loro faringe.(Dale ,1989)

Attraverso il sifone inalante l'ascidia aspira l'acqua, che viene
filtrata dal cestello branchiale. Il sifone esalante espelle l'acqua filtrata
assieme alle feci e ai gameti. | movimenti dell'acqua sono assicurati dal
battito sincrono di ciglia localizzate sul cestello branchiale. Le ascidie
sono di solito ermafrodite con un unico testicolo e un unico ovario che

giacciono in stretto contatto con I’ansa intestinale (Fig. 3.3).

Ghiandola
Sifone nervosa
boccale Ganglio
Endostilo 2
Cestello — Sifone atriale
faringeo —  Atrio
Fessure faringee
) Ovidutto
Tunica _
— Spermidutto
Parete del corpo Intestino
Ovario e __ )
B __ Ghiandola
Testicolo — digestiva
_ Stomaco
Cuore .

Fig. 3.3 Struttura dell’ascidia Ciona intestinalis.
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La fecondazione avviene all'esterno. Dall'uovo fecondato nasce una
larva natante, pelagica, simile a un girino, che dopo un periodo di vita
libera si fissa al fondo e, attraverso una metamorfosi, si trasforma in una
piccola ascidia (Fig 3.4). L’ovario € posizionato al di sopra dello stomaco
ed é una struttura a forma di sacco con due strisce laterali, le aree
germinali. Nell’ovario si possono rinvenire ovociti immaturi di varie

dimensioni e a vari stadi di oogenesi (Satoh, 1994; Prodon ef al., 2006).

Fig. 3.4 Metamorfosi di un ascidiaceo (www.anisn.it).

Gli ovociti maturi sono trasportati nell’ovidutto, che corre parallelo
all’intestino e sbocca nella cloaca di fronte all’ano. Il testicolo giace al di
sotto dell’ovario ed ¢ formato da un grappolo di piccole sacche che
confluiscono nello spermidutto. Tale dotto si muove parallelamente
all’ovidutto e si apre anch’esso nella cloaca. Gli ovociti esternamente

presentano uno strato di cellule follicolari che circonda il corion. Tra il

66



corion ¢ le cellule follicolari si trovano le cosi dette cellule testali (zests

cells), la cui funzione ¢ ancora ignota (Fig 3.5).

Cellule follicolart

Cellule testali

Fig. 3.5 Ovocita di Ciona intestinalis

3.1a. Prelievo delle cellule germinali e fecondazione in vitro

Gli esemplari dell’ascidia Ciona intestinalis da cui sono stati
prelevati 1 gameti, sono stati forniti dalla Stazione Zoologica “A. Dohrn”
di Napoli. Gli ovociti non fecondati (bloccati in M-I) e gli spermatozoi di
Ciona intestinalis sono stati prelevati dall’ovidutto e dallo spermidutto
mediante pipette Pasteur. Successivamente, il corion e le cellule follicolari
sono stati rimossi mediante trattamento con una soluzione contenente 1%
(peso/volume) di acido tioglicolico (Sigma) e 0,05 % (peso/volume) di
pronase E ottenuta da Streptomyces griseus (Sigma) in acqua di mare
filtrata, il pH ¢ stato portato a 10,0 prima dell’utilizzo seguendo la

procedura descritta (Sardet et al., 1989; Prodon et al., 2005). Gli ovociti
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decorionati sono stati trasferiti in piastre contenenti acqua di mare e
trattate con una soluzione allo 0,1% di gelatina-formaldeide per
prevenirne la rottura per contatto con la superficie delle piastre. Gli ovociti
cosi trattati, sono stati poi fecondati aggiungendo 2-3 gocce di
spermatozoi diluiti 1:1000 in acqua di mare (Sardet et al., 1989; Russo et

al., 1996).

3.2 Campionamento degli embrioni e saggi di attivita chinasica

Saggi di attivita enzimatica sono stati eseguiti per le tre chinasi
CK2, MAPK e Cdc2 seguendo lo schema di seguito riportato per CK2 ed
utilizzando substrati specifici per le diverse chinasi.

Aliquote di ovociti (circa 50-200 per campione) sono state
prelevate a tempi differenti dalla fecondazione, posti in tubi da 1,5 ml,
centrifugati per eliminare 1’acqua di mare in eccesso e congelati a -80°C
per 1l successivo saggio radiochimico. Per ogni tempo sperimentale, una
piccola aliquota veniva posta su un vetrino porta-oggetto per verificare,
mediante osservazione al microscopio stereoscopico, la fase dello sviluppo
embrionale (contrazione, zigote, embrione a 2 cellule, 4 cellule, ecc.).
Aliquote di ogni campione sono state scongelate e lisate aggiungendo 30
uL di buffer di lisi (LB150) costituito da 50 mM TRIS pH 7,6, 150 mM

NaCl, 5 mM EDTA, 0,5 mM ditiotreitolo, 10% glicerolo, 100 pg/ml
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PMSF (p-nitrofenil-metil-sulfonil-fluoruro) ed un cocktail di inibitori di
proteasi (Boehringer). Ciascun campione ¢ stato poi centrifugato a 10000
rpm per 15 min; 1 supernatanti, contenenti 1 lisati cellulari, sono stati

conservati a -80°C per le successive analisi.

3.2a Saggio radiochimico

I1 saggio radiochimico relativo all’attivita della chinasi CK2 ¢ stato
eseguito utilizzando circa 30 pg di proteine totali per ciascun campione.
A1 lisati ¢ stata aggiunta una miscela di reazione costituita da 2-5 uM [y-
*2P]ATP (1500-3000 cpm/pmol), un peptide substrato di reazione per CK2
alla concentrazione di 2 mg/ml (Boheringer), un tampone di reazione per
CK2 (10 mM MOPS, pH 7.0, 2 mM MgCl,, 2 mM NaCl, 12 mM -
glicerolfosfato). Le reazioni sono state incubate a 30°C per 45 min, al
termine dei quali ¢ stata aggiunta una stop solution costituita da albumina
sierica bovina (BSA, 10 mg/ml) e acido tricloroacetico (TCA, 10% v/v).
Dopo incubazione per 30 min in ghiaccio e successiva centrifugazione a
14000 rpm per 15 min per eliminare le proteine precipitate, 2x25 ul per
ogni campione sono stati pipettati su membrana P81 (Whatman) e lavati
quattro volte con 500 ml di H;PO, (75 mM). Infine, i pezzetti di
membrana su cui resta adeso il peptide fosforilato e, quindi, radioattivo,

sono stati posti in vials di plastica e posizionati in uno scintillatore 3 -
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counter (Beckman) per misurare la radioattivita incorporata (letture
Cherenkov).

Per 1 saggi d’attivita relativi alle chinasi Cdc2 e MAPK, si ¢
proceduto in maniera analoga utilizzando 1 metodi descritti in Russo ef al.,

1996.

3.3 Clonaggio dei cDNA CiCK2a e CiCK2B in un vettore di

espressione

Come riportato in Russo et al. 2004, i due cDNA full lenght per
CiCK24 e CiCK2B sono stati clonati nel sito EcoR-V del vettore
plasmidico pMOSBIlue (GE Healthcare; www.gehealthcare.com ). Al fine
di esprimere 1 due cDNA in E. coli, si ¢ proceduto con il subloconaggio

nel vettore pMAL-c2X (New England Biolabs; www.neb.com) seguendo

le istruzioni allegate al kit. Il vettore pMAL™-2 (Fig. 3.6) permette
I’espressione e purificazione di proteine mediante ’inserzione del clone
d’interesse a valle dell’open reading frame del gene di E. coli malE che
codifica per la proteina che lega il maltosio (MBP, maltose binding
protein), con il risultato dell’espressione di una proteina di fusione. Il
metodo, inoltre, permette la purificazione della proteina di fusione in una
singola tappa utilizzando 1’affinita del maltosio per ’MBP. Il vettore

consente 1’espressione del gene malE fuso al gene lacZ a gene. I siti di
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restrizione inseriti tra malE e lacZ o consentono 1’inserzione del gene
d’interesse con conseguente interruzione del frammento codificante per la
B-galattosidasi a; cid0 permette la selezione blu/bianco delle colonie su

piastre contenenti Xgal.
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Fig. 3.5 Schema del vettore pMAL. Il vettore in figura ¢ stato utilizzato per
esprimere in E. coli le proteine CiCK2A e CiCK2B

In breve, per CiCK2p i1l cDNA ¢ stato estruso dal vettore
pMOSBIue previa digestione con Hind-III e sublocato nel vettore pMAL-
c2X precedentemente digerito con la coppia di enzimi di restrizione Xmn I
e Hind III. 11 vettore digerito ed il cDNA per CiCK2/f sono stati isolati ed

eluiti dal gel di agarosio utilizzando un kit disponibile commercialmente
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(Bio-Rad) e successivamente ligati utilizzando la T4 DNA ligasi e
seguendo protocolli standard. I cloni positivi sono stati analizzati mediante
PCR, amplificando il cDNA di CK2 [ inserito pMAL con una coppia di
primers localizzati sul vettore e forniti dal produttore. L’avvenuto
clonaggio e la presenza del corretto frame di lettura & stato verificato
mediante sequenziamento (le sequenze sono state eseguite dal Servizio di
Biologia Molecolare della Stazione Zoologica di Napoli). Per CiCK2a si €
seguita una procedura analoga. Per la purificazione, i batteri sono stati
lisati mediante sonicazione in tampone A (20 mM tris/HCI, 200 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM ditiotreitolo, | mM NaNj;) Pestratto grezzo ¢
stato caricato su una colonna 2,5x10 cm di resina di amilosio
precedentemente impaccata e lavata con 8 volumi di tampone A. Il
campione ¢ stato caricato a 1 ml/min ad una concentrazione di circa 2,5
mg/ml. Dopo lavaggio con 12 volumi di tampone A, si ¢ passati ad eluire
la proteina di fusione con tampone A addizionato con maltosio 10 mM.
Sono state raccolte circa 10-20 frazioni di 3 ml il cui contenuto ¢ stato
analizzato mediante SDS-PAGE e colorazione con Blue Coomassie o
colorazione all’argento. Le frazioni d’interesse sono state unite insieme e
concentrate a circa 1 mg/ml utilizzando le unita filtranti Centricon e

Centriprep dell’Amicon (www.amicon.it).

3.4 Immunoblotting
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Gli estratti proteici a diversi tempi dalla fecondazione sono stati
analizzati mediante Western blotting con 1’utilizzo del sistema XCell II
Blot Module (Invitrogen) (Russo et al., 2004). Prima di procedere al
trasferimento, le miscele proteiche sono state separate in alcuni casi
mediante SDS-PAGE. Per ’'SDS-PAGE sono stati utilizzati gel pre-cast
di dimensioni 8 x 8 cm al 12% di acrilammide (Invitrogen). Il running
buffer utilizzato era costituito da una soluzione di 1X MOPS (3-(N-
Morpholino)-propanesulfonic acid) con I’aggiunta di un antiossidante
(0,25% concentrazione finale) fornito dalla casa. La corsa elettroforetica ¢
stata effettuata a 200 V per 50 min. Per ogni campione sono stati
analizzati 50 pg di proteine totali. Al termine della separazione
elettroforetica, le proteine sono state trasferite su membrana di
nitrocellulosa (Invitrogen). Il trasferimento ¢ stato eseguito a 30 V per 60
min, utilizzando un tampone di trasferimento contenente Invitrogen
transfer buffer 1X, 20% metanolo e 0,1% di agente antiossidante
(Invitrogen). A trasferimento avvenuto, la membrana ¢ stata lavata per 1
min in una soluzione di 1X T-TBS (1X TBS (TRIS buffered saline) +
0,1% Tween 20). Per la preparazione del 1X TBS ¢ stato diluito il 10X
TBS pH 8, contenente NaCl 137 mM, KCI 2,69 mM, Tris 25 mM. La
membrana ¢ stata poi incubata per 60 min in una blocking solution
costituita da 3% BSA in 1X TBS. Dopo I’incubazione la membrana ¢ stata

nuovamente lavata in 1X T-TBS e incubata nella soluzione di anticorpo
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primario over night a 4 °C in agitazione. Gli anticorpi primari monoclonali
e policlonali, anti-CiCK2-o e anti-CiCK2-f sono stati  prodotti e
acquistati dalla PRIMM (Primm, Milano). utilizzando come antigeni le
proteine CiCK2-a-MBP e CiCK2-B-MPB espresse in E. coli e purificate
per affinitd. Gli anticorpi ottenuti sono stati diluiti 1:1000 in blocking
solution. Al termine dell’incubazione, la membrana ¢ stata sottoposta a tre
lavaggi in 1X T-TBS ed incubata con la soluzione di anticorpo secondario
(GE Healthcare ) diluita 1:8000 in T-TBS 1X. Dopo un ulteriore lavaggio
la membrana di nitrocellulosa ¢ stata incubata per 10 min al buio con una
soluzione chemioluminescente (ECL-plus, GE Healthcare ) secondo il
protocollo consigliato dal fornitore ed esposta al buio a lastre
autoradiografiche (GE Healthcare ). Per la determinazione del peso
molecolare, le bande proteiche ottenute sono state confrontate con quelle

di una miscela di proteine standard Precison Plus Protein (BioRad).

3.5 Preparazione degli estratti per il saggio CSF e microiniezione

Gli ovociti decorionati sono stati risospesi in una soluzione
intracellular-like solution (ICS) contenente: 10 mM Hepes pH 7,5; 200
mM K,SO4 20 mM NaCl; 200 mM sucrosio e 1 seguenti fattori
stabilizzanti: 6 mM ATP; 10 mM NaF; 10 mM MgSO, and 1 mM -
mercaptoetanolo, in accordo con il protocollo originale proposto per
preparare degli estratti CSF dagli ovociti di Xenopus (Sagata et al., 1989).
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Successivamente gli ovociti sono stati lisati mediante sonicazione e 1 lisati
cosi ottenuti sono stati immediatamente micro iniettati in embrioni allo
stadio di due cellule. Le restanti aliquote sono state conservate a -80°C.

Le microiniezioni sono state effettuate utilizzando il sistema
Eppendorf transjector 5246 (Eppendorf, Hamburg, Germany) e la stima
del volume iniettato corrisponde a circa 1-5 % (v/v) dell’ovocita. Le
cellule e gli embrioni sono stati osservati all’invertoscopio (Nikon Eclipse
TE300; Nikon, Melville, NY, USA) e le immagini sono state acquisite con

una fotocamera digitale Nikon E995.

3.6 Real time PCR

La Real-time PCR (qPCR) ¢ stata allestita utilizzando ABI PRISM
7000 sequence detector 20 system (Applied Biosystems) e SybrGreen
(SYBR) come fluoroforo (Invitrogen). Il software “Primer3 output”
(liberamente disponibile al sito http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) € stato utilizzato per progettare i primers
utilizzati nelle reazioni di amplificazione. La coppia di primers per la
subunita o (CK2a RT-R, GAGGAAGTCAATCGCCTCTG, CK2a RT-F;
TTCGCATAGCCAAGGTTCTT) ¢ stata progettata in modo da avere un
amplificato di 175 bp. Gli stadi embrionali analizzati sono: ovociti vergini

2-, 4-, 16-cellule. Ogni reazione ¢ stata allestita in triplicato ed effettuata
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in optical strip tubes (Applied). La mix di reazione ¢ costituita da 1 pl di
cDNA (diluto 1:2 rispetto al materiale di partenza); 12.5 ul di Platinum
SYBR Green qPCR super mix-UDG con Rox (Invitrogen) and 1 pl di
primers (7,5 pmol). in 25 pl, di volume finale. Il protocollo di corsa
prevede : denaturazione (95°C for 10 minuti), 40 cicli di amplificazione
(15 secondi a 95°C; 1 minuto a 60°C). La specificita di ogni reazione di
amplificazione ¢ stata verificata mediante I’analisi della curva di melting. 1
dati ottenuti sono stati poi normalizzati in relazione all’mRNA della
proteina ribosomale S-27; (controllo endogeno S27-F,
AATCCACCCTTCACCTTGTG; S27-R,
GGGAGATCTTGCCATTTTCA), la cui espressione rimane invariata
durante gli stadi embrionali analizzati (Comes et al., 2007) L’analisi dei
dati ¢ stata effettuata utilizzando il metodo della curva standard. I livelli di
espressione dei campioni sono stati espressi come differenza relativa (n-

fold) rispetto al campione di ovociti.

3.7 Ibridazione in situ

Gli embrioni a vari stadi di sviluppo sono stati ibridati utilizzando
probes per CK2 marcate con digossigenina. Gli ovociti e gli embrioni
sono stati fissati in paraformaldeide al 4% e disidratati in soluzioni di

etanolo 25%, 50% e 75%e conservati in etanolo 100% a -20°C. Dopo la
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reidratazione, effettuata mediante incubazioni in etanolo al 75%, 50% e
25% in PBT (PBS piu 0.1%Tween 20), i campioni sono stati trattati con 4
pg/ml proteinasi K in PBT, successivamente sono stati post fissati con 4%
paraformaldeide in PBS per 30 minuti e lavati tre volte in PBT: quindi, si
¢ proceduto all’incubazione nel buffer di preibridazione(50%
formammide, 6x SSC, 5x Denhardt) per 1 h a 55°C. Successivamente il
buffer di preibridazione ¢ stato sostituito con il buffer di ibridazione
contenente 0.4 ng/ul di probes senso/antisenso marcate con digossigenina.
La reazione di ibridazione ¢ stata incubata per 16-20 h a 55°C. e
successivamente gli embrioni sono stati lavati secondo la procedura
descritta (Wada et al., 1995) Dopo I’incubazione in 0,5% blocking reagent
(Roche), i campioni sono stati incubati con un anticorpo anti-DIG 1:2000
e successivamente lavati con PBT. Gli RNAs ibridati sono stati rivelati
utilizzando 1l detection kit (NBT, BCIP, Roche) seguendo le istruzioni
riportate. Gli embrioni sono stati montati su vetrini e osservati utilizzando

un microscopio ottico (ottica Nomarski,Axiophot, Zeiss).
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 La pathway del CSF ¢ conservata nel genoma di Ciona intestinalis

La possibilita di disporre del genoma della Ciona intestinalis ha
stimolato la ricerca dei componenti della pathway del CSF (Mos-MAPK-
p90™* —APC/C, si veda Introduzione pag. 37) in tale organismo. Dalle
sequenze ottenute dalla banca dati del genoma di Ciona intestinalis

(http://genome.jgi-psf.org/Cioin2/Cioin2.home.html) & stato identificato il clone

estExt fgenesh3 pg.C chr 02q0412 (Ci-mos, proteina ID: 286560) collocato
sul cromosoma 02q:1706162-1708970, la cui sequenza proteica (Fig. 4.1 e B),
analizzata mediante il software BLAST che cerca omologie tra sequenze note
(Altschul et al., 1997; Altschul, 2005), ¢ risultata omologa a c-Mos sia di

vertebrati che di invertebrati.

1 HSSPIIKFRSFIR IFTSASP{FAASREFYFDGOY ISKSMSSPALTSACY ARSYATPPTREKSPIACI TPHVOKAONRCTGLVIEY

71 YPORSFTPSKTSSRYKME 1 SPYRY LEL TSRKEHLGYSDGLSY K 2KPHAKRKDSF YSAKHRSPCPRRRCSVESTSVAPTHTPRND
141 GKIFRLSGYELSMSTYSH TAIEMVOFVSDTT TSSCER FRWNSCSSDGUSRRL R HVEQTT PGKL YFWED DESELE TA IQLGRGGF
21 Gnvn-xinmﬁunvamnwuasma1w11mmm%¥%g§mmmmwnmm
251 NSDEEISMGRK IRFASD ILOGT TYLHERRLVHLDLKPSNVIV T SSPRLNOPNMSOLNTTRSGISLDNRD
351 ANTSQACDGA [NOSTSYMSFSSTGSA) GTFYYRAPELLRGFFPTTRAD]YSFGITAWQLWSRKQPYAGOHNHAAVESYY
421 AFGSRPKTPDYMDYCDLAEASSLROYFINVTSCINADADL RPTARQATAALAKT

421
661

Fig. 4.1 A Presenza di Mos-like nel genoma di C. intestinalis. La sequenza deriva
dal sito JGI dedicato alla C. infestinalis ed ¢ stata ottenuta cercando in BLAST
sequenze omologhe con le chinasi Mos da invertebrati e vertebrati. Le sequenze
cerchiate indicano i domini funzionali conservati
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Fig. 4.1 B Presenza di Mos-
like nel genoma di C.
intestinalis. Confronto tra le
sequenze amminoacidiche di
Ci-Mos con gli omologhi di
diverse specie: Cnidari
(Nematostella vectensis),
Echinodermi Strongtlocentrotus
purpuratus; anfibi  (Xenpus
laevis) e mammiferi (Homo
sapiens). L’allineamento ¢ stato
eseguito mediante 1’impiego del
software DNASTAR e del
programma  MegAlign. Le
sequenze cerchiate indicano i
residui conservati.
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E da notare che Ci-Mos possiede dei residui/domini caratteristici delle
proteine chinasi; infatti, come si evince dalla Fig. 4.1B il dominio catalitico
(circa 270 amminoacidi) conservato in tutte le proteine chinasi (residui 249-
556) ¢ presente anche in c-Mos. Inoltre, residui essenziali per I’attivita
chinasica quali, il loop di glicine (residui 251-256) e D’aspartato del sito
catalitico (residuo 374; Fig 4.1A) sono anch’essi perfettamente conservati.
L’allineamento di alcune sequenze di Mos omologhe riportate in Fig. 4.1B
(effettuato con I’algoritmo MegAlign incluso nel sofiware DNASTAR), ha
indicato che Ci-Mos presenta il 48-50% di similarita e il 30-36% di identita
con le proteine omologhe ottenute rispettivamente da invertebrati e vertebrati
quali ad esempio I’anemone di mare Nematostella vectensis (XP_001630390)
e il riccio di mare Strongylocentrotus purpuratus (XP_789415) 1 cui genomi
sono stati pubblicati di recente (Putnam et al., 2007; Sodergren,et al., 2006);
lo Xenopus e 'uomo (NP_001081563 e NP_005363 rispettivamente). Tutte le
informazioni ottenute dagli allineamenti delle sequenze proteiche sono
riportate in Tabella 1. Ci-Mos ¢ caratterizzato da una regione N-terminale
situata a monte del dominio chinasico che non presenta alcuna omologia con
le sequenze di Mos da altre specie (Fig. 4.1B). Tale regione (residui 1-248) di
Ci-Mos mostra una similarita del 47% e un’ identita del 30% con la proteina
BIR di Aspergillus clavatus (XP_001268852), coinvolta nel processo di
segregazione cromosomica. Al momento il significato biologico di tale
omologia e il ruolo fisiologico della regione N-terminale di Ci-Mos non ¢

noto. Infine, i residui 231-297 di Ci-Mos mostrano un’identita del 32% ¢ una
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similarita del 56% con la sequenza omologa da Xenopus (residui 50-116) (Fig.
4.1B) coinvolti nel legame con la subunita regolatrice, 3, di CK2 che
interagisce con Mos inibendone 1’attivita (Lieberman e Ruderman, 2004; Chen
e Cooper, 1997; Chen et al., 1997).

Utilizzando la stessa strategia, si ¢ proceduto ad individuare la presenza nel
genoma di Ciona delle altre componenti proteiche note della pathway CSF
attiva nei vertebrati (principalmente Xenopus). Dalle sequenze isolate emerge
che 1 geni codificanti per le proteine MAPK (Fig. 4.2), MEK1 (Fig. 4.3),
p90™** (Fig. 4.4), Bubl (Fig. 4.5), Cdc20 (Fig. 4.6) sono conservati in Ciona
intestinalis. In Tabella 1 sono riassunti i dati ottenuti dal confronto tra le
sequenze proteiche di Ciona e Xenopus per ogni componente della pathway.
La percentuale di similarita tra i due organismi per MEK1, MAPK, e p9oRk ¢
relativamente alta (73, 91 e 83%, rispettivamente). L.’osservazione che anche
Bubl e Cdc20/p55“°/Fizzy sono conservati in Ciona intestinalis (51 e 66% di
similarita rispetto a Xenopus) (Fig. 4.5 e 4.6 e Tabella 1) mentre non si trova
traccia di omologhi di Emil/Emi2 suggerisce che, negli Urochordata, la
pathway Mos/MEK1/MAPK/p90**/Bub1/Cdc20/APC/C  potrebbe essere
preferita rispetto alla Mos/MEK 1/MAPK/p90"*/Emi-Erp/Cdc20/APC/C che
controlla il blocco in M-II nei vertebrati (Schmidt et al., 2006). In accordo con
alcuni autori, tale evidenza suggerisce che mentre in Xenopus, € probabilmente
in altri vertebrati, le due pathways potrebbero essere ridondanti e coesistere,
negli invertebrati, la via di Bubl potrebbe essere quella “preferita” per

assicurare un CSF stabile.
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Fig. 4.2 Confronto tra le sequenze proteiche di MAPK da C. intestinalis e X. laevis. L’allineamento ¢ stato eseguito mediante
I’impiego del programma MegAlign incluso nel software DNASTAR . Le sequenze cerchiate indicano i1 residui conservati . Le
percentuali di identita e similarita sono riportati in Tabella 1. Gli asterischi (*) su Thr-181 e Tyr-183 indicano 1 siti di fosforilazione
conservati necessari all’attivita chinasica
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Fig. 4.3 Confronto tra le sequenze proteiche di MEK1 da C. intestinalis e X. laevis. L’allineamento ¢ stato eseguito mediante
I’impiego del programma MegAlign incluso nel software DNASTAR. Le sequenze cerchiate indicano 1 residui conservati. Le percentuali
di identita e similarita sono riportati in Tabella 1.
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Fig. 4.4 Confronto tra le sequenze proteiche di p90™** da C. intestinalis e X. laevis. L’allineamento ¢ stato eseguito mediante

I’impiego del programma MegAlign incluso nel software DNASTAR. Le sequenze cerchiate indicano i residui conservati. Le percentuali
di identita e similarita sono riportati in Tabella 1.
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Fig. 4.6 Confronto tra le sequenze proteiche di Cdc20/p55°/Fizzy da C. intestinalis e X. laevis. L’allincamento ¢ stato eseguito
mediante I’impiego del programma MegAlign incluso nel software DNASTAR. Le sequenze cerchiate indicano 1 residui conservati. Le
percentuali di identita e similarita sono riportati in Tabella 1.

85



La tabella riporta i dati
dell’ allineamento delle
sequenze amminoacidiche
effettuati sulle sequenze
dei  componenti della
pathway del CSF di C.
intestinalis con le
sequenze ottenute da altri
organismi di cui si dispone
del genoma.

Preteina

Mos

MEK
MAPK
P 90Rsk
Bub1

Cde20/p55CRC
Frzzy

Organismo N° accesso

Tabella 1

O, intestinalis | 286560 564 - - i 52

Movertensis | XP 001630350 312 324 36 50 55

5 purpuratus | XP 789415 413 326 34 50 63

H. sapiens NP 005363 346 346 30 43 19

X laevis NP 001081563 394 331 31 48 14
R 377

O tntestinalis | 350005 241 65 T 4
X laevis Q05116 395
Tt 350

(e mzesfmmfxs 284908 233 G 5 s
A laevis NP 001083548 361
atesth 747

8 mzesfmmfxs 216959 405 5 & ;
A, laevis NP 001084222 737
e 657

O intestinalis | 2305329 i89 5 - .
K lasvis AAE 12628 1136
O, intsstinalis | 2834581 531

_ 513 51 66 7
A lngvis A ATIA2988 506
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4.2 Caratterizzazione del CSF in Ciona intestinalis

Come affermato nei precedenti paragrafi, la presenza del CSF in ovociti
di invertebrati non ¢ stata mai chiaramente dimostrata. Dati pregressi del
nostro gruppo di ricerca, successivamente confermati e ampliati da altri autori,
hanno portato alla caratterizzazione dell’MPF in Ciona intestinalis e allo
studio dell’oscillazione dell’attivita di Cdc2 nel completamento meiotico dopo
la fecondazione ed in relazione agli spike di calcio (Russo et al, 1996;
McDougall e Levasseur, 1998; Levasseur ¢ McDougall, 2000; Levasseur et
al., 2007). La presenza di un MPF attivo in ovociti arrestati in metafase puo
essere considerata come una prova indiretta dell’esistenza di un’attivita CSF in
ovociti di C. intestinalis. A cid0 si aggiungono altri dati riguardanti la
diminuzione dell’attivita MAPK dopo la fecondazione (Russo et al, 1996;
Russo et al, 2004) che suggerisce come I’inattivazione di MAPK possa
rappresentare un’evidenza biochimica della perdita di funzione del CSF in
Ciona. Infatti, MAPK si presenta alta in ovociti bloccati in M-I, dove le
attivita CSF e MPF sono elevate (Fig 4.7). Subito dopo la fecondazione,

I’enzima ¢& inattivato probabilmente mediante defosforilazione dei siti Thr'®' e

188 202

e Tyr'” in Xenopus e Thr 204

Tyr'™® (corrispondenti a Thr e Tyr™" nell’uomo
(Figg. 4.7B e 4.2) (Russo et al., 2004), mentre 1’espressione della proteina non

cambia (Fig 4.7 C).
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Fig. 4.7 Attivita MAPK in ovociti di C. intestinalis. Gli ovociti decorionati sono
stai fecondati e raccolti ai tempi indicati e lisati. A. D’attivita MAPK ¢ stata
determinata impiegando 50 pg di lisati. Le bande di errore rappresentano tre
esperimenti separati. B. e C. Aliquote da 50 pg di lisati cellulari sono stati separati

mediante SDS-PAGE e incubati con un anticorpo diretto contro la forma fosforilata
di MAPK.

Per dimostrare ’esistenza di un’attivita CSF in Ciona intestinalis, sono
stati verificati 1 criteri stabiliti da Masui e collaboratori per uova di Xenopus
laevis:1) il CSF appare durante la maturazione ovocitaria, 2) ¢ presente
durante il blocco in M-II, 3) non dipende dalla sintesi proteica 4) ¢ degradato
alla fecondazione (Masui, 2001). Pertanto, sono stati preparati degli estratti di
ovociti di Ciona non fecondati (bloccati in metafase I) per la microiniezione in
embrioni a due cellule al fine di verificarne la capacita di bloccare la divisione

seguendo lo schema riportato in Figura 4.8.
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Fig. 4.8 Schema del saggio di attivita CSF effettuato mediante
microiniezione.

La misura dell’attivita CSF ¢ stata determinata calcolando la
percentuale di arresto delle divisioni embrionali nel blastomero microiniettato
con I’estratto M-I rispetto al blastomero gemello in cui ¢ stata iniettata una
soluzione (ICS) di controllo (Fig. 4.9 e Tabella 2).

La natura del CSF appare diversa in vertebrati rispetto agli invertebrati.
Nel primo caso, infatti, il mantenimento del CSF ¢ indipendente dalla sintesi
proteica, mentre in molti invertebrati, la stabilitd di CSF risulta strettamente
legata dalla continua sintesi e degradazione di short lived proteins (Taieb et

al., 1997).
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Fig. 4.9 Attivita CSF-like in C. intestinalis. CSF ¢ stato saggiato iniettando estratti
di ovociti vergini bloccati in M-I in un blastomero di un embrione a due cellule. Nel
blastomero fratello ¢ stata iniettata una soluzione controllo (ICS). A. Ovociti vergini
prima del decorionamento. B. Ovociti decorionati. C. Embrione a 2 cellule. D.
Confronto tra il blastomero iniettato con ICS e blastomero non iniettato: la divisione
avviene regolarmente in entrambi. E. Confrontro tra il blastomero iniettato con
estratto CSF (inferiore) e il blastomero iniettato con ICS (superiore) dopo la prima
divisione e in F. dopo alcune divisioni successive.

Tabella 2
Iniezioni N. Di divisioni Blocco (%)
Estratto M-I 53 83.01%
Controllo 36 5.55%

Estratti di ovociti vergini bloccati in M-I sono stati iniettati in un blastomero di un
embrione allo stadio di due cellule, mentre il blastomero gemello ¢ stato iniettato con
una soluzione controllo (ICS)
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In Ciona intestinalis, 11 CSF appare indipendente dalla sintesi proteica;
infatti, ovociti trattati con emetina (un inibitore della sintesi proteica che lega
la subunita 40S del ribosoma e ne blocca la traslocazione) ad una
concentrazione di 150 pM, rimangono bloccati in M-I come gli ovociti

controllo non trattati(Fig. 4.10).
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Fig. 4.10 Effetti dell’ inibizioni della sintesi proteica nel completamento meiotico
in C. intestinalis. Gli ovociti sono stati pre incubati in presenza di emetina (150 mM)
e fecondati A. fotografia di ovociti trattati con emetina a 15 min dalla fecondazione,
le frecce indicano il primo globulo polare. B. fotografia di ovociti non trattati dopo
40 min dalla fecondazione, qui le frecce indicano il primo e il secondo globulo
polare. C. Gli ovociti trattati (-0-) e non trattati (-Y-) con emetina sono stati raccolti
ai tempi indicati dopo la fecondazione e lisati. Il saggio di attivita Cdc2/Cdk]1 ¢ stato
eseguito come riportato impiegando 50 mg di lisati cellulari. Le barre di errore sono
rappresentative di tre esperimenti. D. Gli ovociti trattati con emetina sono stati
raccolti e lisati dopo la fecondazione ai tempi indicati. Il saggio MAPK ¢ stato
effettuato come riportato in “Materiali e Metodi”.
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In caso di presenza di short lived proteins ci si sarebbe attesi
un’attivazione degli ovociti in assenza di fecondazione. Come riportato in Fig.
4.10A, 15 min dopo la fecondazione gli ovociti trattati con emetina emettono
il primo globulo polare, indicando 1’avvenuto completamento della prima
divisione meiotica cosi come negli ovociti controllo. Successivamente,
I’emetina impediva la continuazione della progressione meiotica bloccando la
divisione prima della metafase II. Al contrario, nei controlli si osserva
I’estrusione del secondo globulo polare e il completamento della meiosi
(Fig.4.10 B). Da questi dati si puo dedurre che: 1. il mantenimento di CSF in
Ciona intestinalis non dipende dalla sintesi proteica; 2. la mancata estrusione
del II globulo polare ¢, probabilmente, una conseguenza dell’inibizione della
sintesi di ciclina B. Quest’ultima ipotesi ¢ confermata dall’inibizione
dell’attivita chinasica (Cdc2) associata all’MPF in M-II negli ovociti trattati
con emetina (Fig.4.10 C).

Al fine di caratterizzare biochimicamente il complesso CSF in Ciona
intestinalis, si ¢ misurata 1’attivita MAPK nel completamento meiotico ed in
relazione all’inibizione della sintesi proteica. MAPK rimane alta in ovociti
non fecondati, a dimostrazione di un CSF attivo, e decresce dopo la
fecondazione, in accordo con 1’abolizione del CSF (Fig.4.10 C). Diversamente
da quanto atteso, il trattamento con emetina, mantiene elevata 1 attivita
MAPK, nonostante 1’uscita dal blocco M-I e I’estrusione del primo globulo
polare. Cio suggerisce che MAPK, in Ciona intestinalis, riveste un ruolo

regolativo indipendente dal CSF. Sulla base di questi risultati, si pud dedurre
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che D’inattivazione di MAPK alla fecondazione potrebbe dipendere dalla
sintesi di fattori sensibili all’inibizione della sintesi proteica. Una ovvia
conseguenza di quanto affermato ¢ che MAPK non appare essenziale per
I’uscita dalla M-I poiché tali eventi si verificano sia in presenza di attivita
chinasica alta (Fig 4.10 D) che bassa (Fig 4.7 A).

I risultati ottenuti nel presente lavoro di tesi suggeriscono che la cascata
di reazioni che conduce al blocco mediato dal CSF in Ciona intestinalis ¢
comune a quella riscontrata nei vertebrati. La rapida diminuzione dell’attivita
di Cdc2/Cdkl e MAPK in seguito alla fecondazione puod essere interpretata
come [’attesa inattivazione dell’MPF e del CSF osservata durante il blocco
meiotico degli ovociti. In Ciona intestinalis dunque, a differenza degli altri
invertebrati e similmente ai bassi vertebrati (Xenopus e pesci), la continua
sintesi proteica sembra non essere richiesta per mantenere attivi I’MPF e il
CSF. Tuttavia la sintesi proteica ¢ essenziale per consentire 1’ingresso in M-I,
probabilmente per la richiesta di ciclina B: in presenza di emetina, infatti, gli
ovociti entrano in anafase-I, estrudono il primo globulo polare mantenendo
alta l’attivita di MAPK (Fig 4.10). Questi dati potrebbero sembrare in
contraddizione con la funzione di MAPK come marcatore dell’attivita del
CSF, in quanto indicherebbero che il completamento meiotico avviene in
presenza di un CSF attivo. Questo possibile paradosso pud essere spiegato
immaginando che MAPK sia implicata sia nel completamento meiotico, come
componente del CSF, sia nella transizione metafase-I/anafase-I, dove il

proprio ruolo ¢ ancora da chiarire. Questa ipotesi trova un sostegno scientifico
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nell’osservazione che in Xenopus € gia stata riportata la presenza di pathways
ridondanti indipendenti da Mos nell’arresto mediato dal CSF e nell’inibizione
del complesso APC/C, come, ad esempio, la pathway Cdk2/cycE (Tunquist e
Maller, 2003). In piu, nella Drosophila, la presenza di Mos non influenza il
completamento meiotico (Ivanovska et al., 2004) e la presenza esclusiva in Ci-
Mos di un dominio N-terminale, non presente negli omologhi da vertebrati e
invertebrati, suggerisce ulteriori funzioni per questa chinasi non ancora

identificate.
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4.3 Work in progress

4.3.1 CK2 nel completamento meiotico in ovociti di Ciona intestinalis

Nel corso dei tre anni di Dottorato, si ¢ anche esplorato il ruolo della
proteina chinasi CK2 nel completamento meiotico e nei primi stadi dello
sviluppo embrionale in Ciona intestinalis. L’interesse per CK2 trae origine
dalla precedente attivita del nostro gruppo di ricerca che, per la prima volta, ha
ipotizzato un ruolo funzionale per CK2 nella regolazione meiotica di C.
intestinalis. Riassumendo 1 dati gia pubblicati (Russo et al., 2004)(Fig.4.11),
I’attivita di CK2 oscilla dopo la fecondazione intersecandosi con quella di
MAPK e Cdc2. Inoltre, si ¢ confermata 1’esistenza di funzioni della subunita

regolatrice 3 indipendente da quella catalitica o (Russo et al, 2004).
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Fig. 4.11 Attivita CK2 in ovociti di C. intestinalis a tempi diversi (min) dopo la
fecondazione (adattato da Russo et al., 2004)
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Una strategia per approfondire I’analisi del ruolo di CK2 in ovociti di
Ciona intestinalis, ¢ stata quella di generare anticorpi specifici diretti contro le
due subunita dell’enzima. Disponendo della sequenza di CK2a depositate in
GeneBank con il numero di accesso AY092081(CiCK24) e AF360544
(CiCK2B)(Russo et al., 2004) si ¢ inizialmente proceduti col selezionare
potenziali peptici antigenici. In tal maniera si sono identificati le sequenze
corrispondenti alle regioni Asp59-Thr73 e Pro371-Asn385 della proteina da
Ciona intestinalis, legati alla KLH (keyhole linpet hemocianin) ed iniettati in
conigli allo scopo di ottenere anticorpi policlonali anti-peptide (PRIMM,
Milano). Purtroppo, gli immunoblotting eseguiti finora per verificare la
capacita degli anticorpi ottenuti di riconoscere CiCK2-a in estratti grezzi non
ha dato esito positivo a causa dell’elevato background dovuto a bande non
specifiche riconosciute dagli antisieri anti-peptide.

Come strategia alternativa, si ¢ deciso di produrre anticorpi policonali
diretti contro I’intera proteina CK2-a e CK2-B. A tal proposito i due cloni
CiCK24 e CiCK2B sono stati trasferiti dal vettore di clonaggio pMOSB/ue
(GE Healthcare) al vettore di espressione pMAL-c2X (NEB) capace di
esprimere una proteina di fusione costituita dal’MBP (maltose binding
protein) e dal polipeptide d’interesse. Inoltre, sfruttando la capacita dell’MBP
di legare il maltosio, ¢ stato relativamente facile ottenere proteine di fusione
pure dopo cromatografia di affinita. CiCK2-a-MBP e CiCK2-B-MPB sono
state espresse in E. coli e purificate per affinita, come indicato nelle Figure

4.12, 4.13 e 4.14. Questo materiale ¢ stato utilizzato per la sintesi di anticorpi
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policlonali anti-CiCK2-a e anti-CiCK2-3 come descritto in ‘“Materiali e
Metodi” (PRIMM, Milano). Attualmente, si sta procedendo alla

caratterizzazione di tali anticorpi al fine di migliorarne la specificita.

Fig. 4.12. Espressione di pMAL-CiCK2A4 in E. coli. (A) Quantita equivalenti di
batteri provenienti da 1 ml di coltura ai tempi (ore) indicati dall’induzione con IPTG
sono stati lisati in cracking buffer ed analizzati per SDS-PAGE. (B) Due ore dopo
I’induzione con IPTG (M), i batteri sono stati lisati e 1’estratto proteico risultante ¢
stato caricato su resina di amilosio. Il canale indicato con Mal rappresenta la frazione
eluita con maltosio 100 mM. La colorazione ¢ stata eseguita con Blue di Coomassie.
MW indica i marcatori di peso molecolare (Bio-Rad).
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Fig. 4.13 Espressione di pMAL-CiCK2B in E. coli. Quantita equivalenti di batteri
provenienti da 1 ml di coltura ai tempi (h) indicati dall’induzione con IPTG sono
stati lisati in cracking buffer ed analizzati per SDS-PAGE. La colorazione ¢ stata

eseguita con Blue di Coomassie. M1 (Invitrogen) ¢ M2 (Bio-Rad) indicano i
marcatori di peso molecolare.

Frazionl Pure

o B MBP
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-

Fig. 4.14 Riepilogo della purificazione delle subunita a e B di CiCK2. I canali a, b
e MBP riportano, rispettivamente, gli estratti grezzi preparati da batteri in cui € sono
state espresse le due subunita o e  di CiCK2 e la proteina MBP (vettore pMAL
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“vuoto”). Il gruppo di canali indicati come “Frazioni pure”, rappresenta il risultato
della purificazione delle tre proteine clonate ed espresse in E. coli dopo resina di
affinita e SMART. MW indica i marcatori di peso molecolare (Bio-Rad).

L’espressione delle due subunita ricombinanti di CiCK2 era anche
finalizzata all’obiettivo di microiniettarle in ovociti e/o embrioni di C.
intestinalis per studiarne la funzione. Per CiCK2-o cid richiedeva la
disponibilita di una chinasi ricombinante enzimaticamente attiva. Sebbene la
gran parte delle due proteine di fusione espresse in E. coli si concentrasse nei
corpi inclusi e fosse, quindi, insolubile, da una ridotta frazione citoplasmatica
¢ stato possibile recuperare una CiCK2-a-MBP attiva (Fig. 4.15). Le fasi
successive di tale procedura richiederanno 1’idrolisi dell’MBP dalla proteina di

fusione e la purificazione della proteina ricombinante attiva.
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Fig. 4.15. Attivita chinasica di CiCK2a espressa in E. coli. Dopo ’espressione in
batteri 1’attivita chinasica di CiCK2a ¢ stata misurata su diversi campioni. Mal-ND:
CiCK2a (5 mg) purificata in condizioni non-denaturanti (ND) e recuperata dopo
resina di affinitda ed eluizione con maltosio 100 mM; EC-D: estratto grezzo di
CiCK2a (25 mg), preparato in condizioni denaturanti (D); MBP: controllo negativo
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rappresentato dall’espressione della MBP (vettore vuoto) in E. Coli e successiva
purificazione su resina di affinita; Ctrl™: attivita chinasica di CK2 bovina (oloenzima;
Russo et al., 1992).

4.3.2 Espressione di CiCK2A4 e CiCK2B in fasi specifiche dello sviluppo

Come ricordato nei paragrafi precedenti, recentemente sono stati
pubblicati importanti dati riguardanti il possibile ruolo di CK2 nello sviluppo
degli assi embrionali (Dominguez et al., 2004; Dominguez et al., 2005).
Seldin e coll. (Dominguez et al., 2005) hanno riportato che CK2 ¢
temporalmente e spazialmente espresso in fasi specifiche dello sviluppo di
embrioni di Xenopus e partecipa alla formazione dell’asse dorsale. L’over-
espressione del’'mRNA per entrambe le subunita di CK2 nei blastomeri
ventrali ¢ sufficiente a indurre la formazione di un asse ectopico completo,
mimando il segnale di Wnt. Tale effetto di CK2 richiede una subunita
catalitica enzimaticamente attiva, in quanto un mutante privo di attivita
chinasica non ¢ in grado di indurre la formazione ectopica dell’asse
(Dominguez et al., 2005).

Sulla base di questi dati di Letteratura, si ¢ iniziato, lo studio
dell’espressione di CiCK2-a e CiCK2-B nello sviluppo di Ciona intestinalis
mediante in situ hybridization ¢ qPCR. Gli esperimenti, attualmente in corso,
hanno fornito solo dati preliminari che richiedono ulteriore conferme. In

breve, come si evince dalle immagini riportate nelle Figg. 4.17 e 4.18 per
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CiCK2-a e CiCK2-B, rispettivamente, 1 trascritti sono espressi e distribuiti in
maniera diffusa nel citoplasma degli ovociti vergini e fecondanti ¢ nella
gastrula. Allo stadio di tailbud il segnale di entrambi 1 trascritti co-localizza
nel mesenchima laterale e nella regione dorsale, in prossimita dell’origine
dell’asse dorsale a parziale conferma di quanto avviene in Xenopus

(Dominguez et al., 2005).

Ovaociti vergini Ovociti fecondati

Tailbud

frontale

frontale

Fig. 4.17 Espressione di CiCK2qa in embrioni di C. intestinalis mediante
ibridazione in situ. A e S indicano rispettivamente le sonde antisenso e senso.
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Fig. 4.18 Espressione di CiCK2B in embrioni di C. intestinalis mediante
ibridazione in situ. A e S indicano rispettivamente le sonde antisenso e senso.

Per mettere a punto 1’analisi mediante qPCR si sono scelti campioni di
Ciona intestinalis nelle prime fasi di sviluppo (0-16 blastomeri) su cui ¢ stata
quantificata 1’espressione di CiCK2A4. Dalla Fig. 4.19., si evince che i trascritti
sono quantitativamente espressi in tutti gli stadi esaminati ¢ non variano
significativamente rispetto al riferimento (ovociti non fecondati). Futuri studi

verranno estesi a fasi dello sviluppo successivo e alla subunita CiCK2B.
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Fig. 4.19. Espressione di CiCK2a in embrioni di C. intestinalis mediante real
time PCR
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5. CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

Il risultato piu rilevante ottenute nel corso del presente progetto di
Dottorato ¢ stato la caratterizzazione del fattore citostatico nell’ascidia Ciona
intestinalis, un organismo appartenente al sub phylum degli Urocordati. Le
ascidie costituiscono, dal punto di vista evoluzionistico, un punto di
transizione tra invertebrati e bassi vertebrati e quindi rappresentano un
modello idoneo per 1’analisi comparativa dei meccanismi che regolano la
divisione meiotica.

In questo studio, ¢ stata individuata per la prima volta, a nostra conoscenza,
un’attivita CSF negli ovociti di invertebrati (Ciona intestinalis) bloccati in
metafase omologa a quella descritta nei vertebrati (Xenopus, Rana, Mus). E
stata inoltre studiata la regolazione del CSF dimostrando che sia
I’inattivazione del CSF che dell’MPF (misurata saggiando [D’attivita della
chinasi Cdc2) all’uscita dalla metafase-I sono indipendenti dalla sintesi
proteica, indicando 1’assenza di short lived factors responsabili del
mantenimento della metafase differentemente da quanto accade in molte altre
specie di invertebrati. Grazie al recente sequenziamento del genoma della
Ciona intestinalis ¢ stato possibile presentare un’analisi filogenetica dei
componenti chiave della pathway del CSF, consentendo di evidenziare che la
pathway Mos>MEK->MAPK>p90"*>Bubl>Cdc20 ¢ perfettamente
conservata nelle ascidie. In particolare, Ci-Mos presenta un’alta percentuale di

conservazione con la proteina da vertebrati (Xenopus). Tuttavia essa mostra
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delle differenze strutturali e funzionali rispetto alla proteina da vertebrati:
I’estremita N-terminale suggerendo delle funzioni specifiche non ancora
conosciute e probabilmente scomparse nel corso dell’evoluzione dei cordati.
In piu, un gene essenziale nella regolazione del CSF nei vertebrati (Xenopus),
Erpl/Emi2, sembra essere assente nel genoma di Ciona intestinalis. Cid
suggerisce che il mantenimento in invertebrati del blocco metafasico
dipendente dal CSF passa per ’attivita della chinasi Bubl (schema in Fig.
5.1). In Xenopus, tale pathway risulta essere presente ma meno determinante
per il mantenimento del CSF rispetto alla pathway regolata da Erp1/Emi2. Una
facile conclusione suggerita da questi dati indica ’esistenza di due pathways
che controllano il CSF in vertebrati, una predominante, Erpl/Emi2, 1’altra
ridondante probabilmente ereditata dagli invertebrati. Studi futuri chiariranno
questa ipotesi.

Spesso alla fine della stesura di una tesi o di un paper scientifico, si puo
restare con I’impressione che 1 dati ottenuti, seppure inediti € importanti nel
settore disciplinare, non siano conclusivi, ma aprino nuovi scenari e
suggeriscano nuove ricerche. E’ questo, probabilmente, cid che si avverte alla
fine di questo lavoro di tesi. La ricostruzione con gli strumenti della
bioinformatica di una pathway per I’attivazione del CSF in Ciona intestinalis ¢
si un dato nuovo ed inesplorato negli invertebrati, ma apre immediatamente la
questione della “verifica” sperimentale, spazio-temporale, dell’espressione
quantitativa dei componenti del CSF nella maturazione ovocitaria in Ciona

intestinalis. Tale lavoro sara affrondato traendo vantaggio dalle seguenze
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geniche qui identificate mediante la progettazione di idonei primers per qPCR.
Inoltre, i colleghi alla Stazione Zoologica Anton Dohr di Napoli (Dott.ri E.
Tosti, F. Silvestre, A. Cuomo) hanno messo a punto un metodo che consente
di isolare ed analizzare gli ovociti di Ciona intestinalis prima del blocco
metafasico, nelle fasi precoci della maturazione. Tali campioni risulteranno
particolarmente utili per seguire le varie tappe dell’attivazione del CSF. In tal
modo, la Ciona intestinalis potra meglio porsi come modello di riferimento
per lo studio del completamento meiotico negli invertebrati, parallelamente a
quanto avviene per Xenopus nei vertebrati.

La Fig. 4.9 rappresenta, a nostra conoscenza, un dato storico in quanto mai
prima d’ora era stato possibile replicare in maniera cosi chiara in ovociti di
invertebrati il saggio di Masui e Markert (1971) sull’esistenza del CSF.
Tuttavia, anche questo esperimento pone questioni nuove e spunti per studi
futuri. C’¢ “complementarieta” tra il CSF di invertebrati e quello di vertebrati?
E’ cio¢ possibile bloccare la divisione di un embrione a due cellule di Xenopus
con l’estratto CSF di Ciona intestinalis e viceversa? La somiglianza
funzionale si riflette anche a livello molecolare? L’assenza di Erpl-Emi2 nel
genoma di Ciona intestinalis suggerirebbe di no. D’altro canto, le differenze
tra il CSF di invertebrati rispetto a quello di vertebrati iniziano ad emergere
gia da questo lavoro. A parte la gia citata assenza del gene codificante per
Erpl-Emi2, un’importanza differenza esiste nella struttura primaria di Ci-Mos
rispetto a Xe-Mos e un ruolo diverso per MAPK ¢ stato ipotizzato nei due

sistemi. E proprio MAPK si pone come obiettivo chiave per studi futuri. Va
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chiarito, infatti, non solo il suo esatto ruolo nel CSF e alla transizione
metafase-anafase alla fecondazione, ma anche I’interazione con altre chinasi
quali CK2 gia supposta in un precedente lavoro (Russo et al, 2004). Il
riferimento a CK2 consente un breve commento ai dati qui presentati come in
progress (pag. 94). CK2 potrebbe avere un ruolo ancora inesplorato sia nella
regolazione meiotica degli invertebrati che nel loro sviluppo embrionale. Lo
studio del CSF ha assorbito buona parte delle energie sperimentali profuse nel
presente progetto di Dottorato. Si € cercato di implemenatre anche lo studio di
CK2 provvedendo alla sintesi di reagenti specifici (anticorpi) e mettendo a
punto 1 protocolli per studiare I’espressione delle due subunita dell’enzima sia
mediante in situ hybridization che qPCR. Chiarire, nel prossimo futuro, il
ruolo di CK2 in ovociti ed embrioni di ascidie, potrebbe fungere da

riferimento per studiarne il ruolo nella regolazione meiotica dei vertebrati.

C. intestinalis Bubh1 —Cdc20 ._.i APCIC
MOS— MEK —MAPK— p90Rsk /
N Emi2 »Cdc20 —I APCIC
X. laevis .

Bub1 --* Cdc20 —| APCIC

Fig. 5.1 Confronto tra la pathway CSF in C. intestinalis e X. laevis. Le due specie
sembrano condividere la cascata di fostonlazioni che da Mos porta all’attivazione di
pOORE Successivamente in C. mtestinalis la via del CSF e mediata da Bubl( - )
mentre m Xenopus ¢ mediata da Emi2(—). Tuttavia la presenza di Bubl nei vertebrati
suggerisce la presenza diuna via alternativa per il blocco meiotico mediato dal CSF

(- ).
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Parte dei risultai ottenuti nel presente studio sono stati oggetto di una recente
pubblicazione:

Russo G.L., Bilotto S., Ciarcia G., Tosti, E. Phylogenetic conservation of
cytostatic factor related genes in the ascidian Ciona intestinalis, Gene (2008),

doi:10.1016/j.gene.2008.09.035
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