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INTRODUZIONE

Come noto ¢ solo negli ultimi anni che lo studio della vitellogenina (VTG) ha assunto un ruolo di
primaria importanza negli organismi marini acquatici quali 1 molluschi bivalvi. In queste specie le
indagini sulla VTG porta con se delle problematiche ancora irrisolte. Infatti, il problema principale
nei mitili e nei bivalvi in generale ¢ la determinazione della possibile sede/i di sintesi della VTG; In
Mytilus galloprovincialis, cosi come in altre specie di bivalvi, la precisa conoscenza dei distretti di
sintesi e del susseguente pathway metabolico della VTG ¢ utile non solo per la comprensioni dei
meccanismi fisiologici della suddetta proteina, ma anche per la corretta utilizzazione della VTG
come possibile biomarker d’inquinamento ambientale. Tuttavia, in molte specie di bivalvi compreso
M. galloprovincialis 1’idea di una possibile autosintesi della VTG ¢ spesso in contrasto con quella
della eterosintesi della stessa proteina. Per quanto concerne Mytilus galloprovincialis le analisi di
ibridazione in situ (ISH), eseguite in questa specie per la prima volta, e di microscopia elettronica
sono a favore di una sintesi della VTG all’interno della gonade dal momento che tale sintesi ¢ stata
rilevata nell’ovocita e in altri distretti quali le cellule follicolari, all’interno del follicolo,e le cellule
vescicolari (VCT). In questa specie sembra da escludere invece un possibile coinvolgimento della
ghiandola digestiva. I nostri risultati necessiterebbero pero di ulteriori conferme. Solo ’uso di un
anticorpo omologo anti-VTG, attualmente non disponibile, potrebbe confermare e/o escludere la
presenza della VTG nei distretti d’interesse e dimostrare la presenza della vitellogenina nei granuli
di vitello osservati al TEM. Lo studio sui recettori degli estrogeni ER; e ER; e sulla VTG nei tessuti
di gonade e ghiandola digestiva di M. galloprovincialis sembrerebbe dare ulteriore forza ai risultati
precedentemente esposti. L’analisi di espressione ha evidenziato che nella gonade ’'mRNA per tali
recettori ¢ assente nei momenti del ciclo in cui non ¢ stata rilevata la presenza del’'mRNA per la
VTG, mentre risulta presente quando tale sintesi ¢ presente. Inoltre, dalle analisi di ISH ¢ emerso
che, nella gonade, mentre il mRNA ER; mostra una localizzazione a livello ovarico analoga a
quella delPlmRNA Vig, la marcatura del mER, ¢ stata riscontrata in tutti i periodi del ciclo
riproduttivo analizzato. Le stesse analisi hanno evidenziato che nella ghiandola digestiva il mRNA
ER;, al pari del mRNA Vg, non mostra alcuna marcatura, mentre il mRNA ER,, a differenza del
mRNA Vg, risulta espresso in tutte differenti fasi del ciclo. Si pud dunque ipotizzare, in base ai
risultati, che in anche in Mytilus galloprovincialis, al pari di altri molluschi, tali recettori siano
coinvolti nella regolazione della vitellogenesi, anche se con funzioni differenti: ER; con una
funzione regolativa, ER, costitutiva. Infine, le indagini condotte nelle due differenti zone del Golfo
di Napoli localizzate nei pressi di Castel dell’Ovo (zona A e zona B) hanno evidenziato che i mitili
possono esere utilizzati quali specie sentinella per rilevare lo stato di stress ambientale del Golfo di
Napoli. Cio che ¢ emerso chiaramente dallo studio di alcuni biomarkers quali I’indice di condizione
e I’indice gonadico, I’incidenza di processi apoptotici ed in particolare 1’espressione del mRNA dei
recettori per gli estrogeni. In maniera analoga la VTG per la sua origine prevalentemente endogena
non sembra costituire un valido biomarker di stress ambientale in Mytilus galloprovincialis.



CAPITOLO1

LA VITELLOGENINA

1.1 LA VITELLOGENINA NEI VERTEBRATI

Gli ovociti degli animali ovipari € ovovivipari sono caratterizzati dalla presenza di differenti
materiali di riserva complessivamente indicati come vitello, fondamentali per la crescita
dell'embrione. La componente piu rilevante del vitello ¢ costituita da materiale proteico, di cui la
parte prevalente ¢ rappresentata dalla/e vitellogenina (VTG). Esse sono glicolipofosfoproteine ad
alta densita (300—700 kDa) che piu spesso esibiscono caratteristiche simili nell’ambito di un
determinato taxon (Blaise et al., 1999; Wallace, 1985). I geni codificanti laVTG appartengono a una
famiglia multigenica. Nei vertebrati la famiglia dei geni per la VTG di Xenopus laevis ¢ quella
meglio caratterizzata: ¢ costituita da quattro geni (A1, A2, B1, B2) che presentano il 95% di identita
di sequenza tra 1 due membri dei gruppi A e B (Wahli 1979, 1981; Germond et al., 1984). Essi sono
strettamente associati in due duplicati in tandem, Al1-Bl1 e A2-B2, localizzati su differenti
cromosomi (Wabhli et al, 1982;. Germond et al, 1983). La divergenza tra le sequenze codificanti A e
B ¢ superiore tra Al e A2 e tra B1 e B2, suggerendo che le sequenze di A e B sono sorte prima dalla
duplicazione di un gene Vg ancestrale prima della tetraploidizazione relativamente recente, circa 40
milioni di anni (Myr) fa (Hellsten et al., 2007). L’analisi bio-molecolare ha suggerito che un iniziale
evento di duplicazione del genoma ha portato alla formazione di due geni ancestrali A ¢ B; un
secondo evento di duplicazione ha portato infine alle coppie A1-A2 ¢ B1-B2. E degno di nota che il
genoma di Xenopus tropicalis, piu antico di X. laevis, contiene singoli geni A e B, con un terzo gene
(A*) espresso a livelli piu bassi (Baker et al., 1985). Nel pollo sono stati identificati tre geni per la
vitellogenina: Vigl, Vtgll, e Vtglll (Van het Ship et al., 1987, Silva et al., 1989; Nardelli et al, 1987;
Evans et al, 1988). Questi geni sono localizzati sul cromosoma 8 e Vigll e Viglil sono co-localizzate
a circa 2,1 megabasi (Mb) a monte di Vigl. La sequenza completa del gene Vigll di pollo ha
mostrato elevata omologia con il gene A2 di Xenopus (Polzonetti-Magni et al., 2004). Entrambi
presentano 35 esoni e 34 introni: le differenze in lunghezza dei due trascritti sono dovute alla
lunghezza degli introni. Circa il 50% degli esoni presenta la stessa lunghezza e un’identita di
sequenza che supera spesso il 50% (Mouchel et al., 1997). Tra 1 teleostei sono noti due geni per la
VTG in Fundulus (LaFleur et al., 1995a, 1995b), uno in Rivulus marmoratus (Kim et al., 2004),
sette in Danio rerio (Wang et al., 2000), mentre in Oncorhynchus mykiss si distinguono due locus
genici per la VTG: il primo contenete due geni con quasi il 99% di identita di sequenza e separati da
una regione intergenica di 4,5 Kb (Mouchel, 1997); un secondo locus al cui interno si distinguono
venti geni Vtg completi e dieci pseudogeni con elevato grado di identita a livello di sequenza
(97,4% -100%), nonostante vi siano differenze dovute a inserzioni di sequenza del tipo
retrotrasposone, delezioni ed eventi di riarrangiamento (Trichet V., 2000). Molti salmonidi
mostrano un andamento simile (Buisine, et Al., 2000). L’estensione dello studio dei geni per la
VTG ad altre specie di salmonidi ha permesso di rilevare che in questa famiglia esistono due cluster
di geni indicati con 4 e B. L’esistenza di un unico cluster nel genere Oncorhynchus e la
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considerazione che tale genere ¢ uno dei piu recenti della famiglia ha portato alla conclusione che la
mancanza dei geni Vg B ¢ dovuta alla perdita di questo cluster e non a una condizione ancestrale
(Buisine et al., 2002).

Nei vertebrati le VTG sono sintetizzate dal fegato, rilasciate nel circolo sanguigno, sequestrate
dall’ovocita in accrescimento (Wiley e Wallace, 1981; Baker et al., 1985, Wallace , 1985;
Polzonetti-Magni, 2004). Le VTG dei vertebrati sono composte di due lipovitelline e una fosvitina,
cosi distribuite all’interno del precursore: all’estremita N-terminale ¢ localizzato il dominio che
rappresenta la lipovitellina [; all’estremita C-terminale il dominio che rappresenta la lipovitellina II;
e tra 1 due domini suddetti si pone il dominio della fosvitina. I domini della VTG si dispongono,
dunque, in maniera lineare nel seguente modo: NH2-catena pesante lipovitellina-fosfovitina-catena
leggera lipovitellina-componente B'-COOH (Lubzens et al., 2010). La VTG nei vertebrati ¢
sintetizzata per lo piu nel fegato per cui si parla vitellogenesi esogena o anche di eterosintesi della
VTG. Successivamente questa lipofosfoglicoproteina viene secreta nel torrente circolatorio e
trasportata all’ovario, dove viene assunta per un meccanismo di endocitosi mediata da recettori.
L’internalizzazione della vitellogenina avviene in fossette rivestite della membrana plasmatica da
cui si formano poi le vescicole rivestite; queste poi perdono il loro rivestimento di clatrina e si
uniscono le une alle altre per dare vita ai globuli di vitello (Wallace, 1985; Limatola e Filosa, 1989;
Prisco et al., 2002b; 2004). All’interno dei globuli, la VTG viene scissa in lipovitelline e fosvitine
che rappresentano le principali classi di proteine del vitello. Questa proteolisi ¢ definita
degradazione primaria e avviene grazie ad enzimi appartenenti alla famiglia delle catepsine. Tra
queste, la catepsina D, che ¢ una proteasi aspartica lisosomiale ¢ quella maggiormente coinvolta:
(Retzek et al., 1992; Sire et al., 1994; Carnevali et al., 1999; Komazaki ¢ Hiruma, 1999); ¢ una
proteina di circa 30-40kDa (Yoshizaki et Yonezawa, 1998; De Stasio et al., 1999) con azione
enzimatica ottimale a pH acido (pH3-4). E interessante notare che la VTG ¢& espressa anche in siti
extraepatici. Il primo ad ipotizzare una sintesi extraepatica fu Wallace (1985), il quale suggeri che
un 5-10% della sintesi totale della VTG potesse essere effettuata a livello gonadico, in particolare
dall’ovocita stesso, € per questo denominata sintesi endogena o autosintesi in contrapposizione a
quella che si verifica in maniera esogena a livello epatico. Studi successivi hanno confermato che in
effetti la sintesi della VTG si attua anche in distretti extraepatici: nel pesce zebra Danio rerio ¢ stato
dimostrato che i geni per la VTG sono espressi anche nell’intestino e negli adipociti: tale sintesi ¢ di
scarsa rilevanza dal momento che costituisce solo il 5% della sintesi totale (Wang et al., 2005).
Evidenze di una sintesi gonadica e precisamente a livello delle cellule follicolari ¢ stata rilevata in
Torpedo marmorata (Prisco et al; 2002; Prisco et al; 2004).

La vitellogenesi ¢ un evento chiave della funzione riproduttiva e avviene durante 1’ovogenesi, il cui
principale sistema regolativo ¢ 1’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi. Fattori ambientali naturali, come la
temperatura e il fotoperiodo, la disponibilita di cibo, la presenza di luoghi adeguati per la
riproduzione e la nidificazione influenzano il sistema nervoso centrale e 1’asse ipotalamo-ipofisi-
gonadi nel regolare la maturazione gonadica e la secrezione di ormoni sessuali. In seguito dunque a
condizioni favorevoli i neuroni secernenti dell’ipotalamo rilasciano GnRH che stimola I’ipofisi a
rilasciare LH e FSH. Tali gonadotropine, una volta riversate nel flusso sanguigno raggiungono la
gonade dove attuano la produzione degli estrogeni che in parte vengono utilizzati per 1’ovogenesi e
in parte vengono immessi nel flusso circolatorio attraverso cui raggiungono il fegato e stimolano gli
epatociti a sintetizzare la VTG che viene trasportata dal torrente circolatorio nell’ovario. Qui la
VTG raggiunge i follicoli attraverso i capillari della teca, passa la membrana basale e gli spazi
intercellulari nello strato della granulosa e arriva nello spazio perivitellino che circonda 1’ovocita
(Selmane e Wallace, 1989; Wallace e Selman,1990), dove viene incorporata con un meccanismo di
endocitosi mediata da recettori (Wallace e Selman, 1990; Barber et al, 1991; Wahli et al., 1981;
Denslow et al., 1999). In generale gli estrogeni e, in particolare il 178-estradiolo sono potenti
induttori della vitellogenesi. Sin dai primi esperimenti, infatti, la risposta vitellogenica alla
somministrazione di estrogeni ¢ stata descritta in condroitti (Woodhead, 1968; 1969a; Craik, 1978),
teleostei (Bailey, 1957; Chung-Wai Ho e Vanstone, 1961; Fleming et al., 1964; Plack e Pritchard,



1968; Woodhead, 1969b; Plack et al., 1971; Aida et al., 1973; Amirante, 1972; Campbell e Idler,
1976), anfibi (Follett ¢ Redshaw, 1968), rettili (Clark, 1967; Harh, 1967; Suzuki ¢ Prosser, 1968;
Geistle e Callard, 1972) e uccelli (Vanstone et al., 1957). L’ attivita di regolazione del 17-
estradiolo sulla sintesi della VTG ¢ stata poi suffragata da studi molecolari condotti principalmente
in Xenopus (Klein-Hitpass, 1986; 1988) e in Gallus (Cato et al., 1988). Tali studi hanno infatti
portato all’identificazione degli ERE (Extrogen Responsive Element) nelle regioni che
fiancheggiano ’estremita 5’dei geni della VTG. Gli estrogeni sono inoltre in grado di aumentare il
numero dei loro recettori in epatociti di maschi o femmine immature (Wallace, 1985) e di
stabilizzare il messaggero della VTG contro la degradazione citoplasmatica (Brock e Shapiro,
1983). Nei vertebrati, come gia detto, la VIG ¢ normalmente prodotta nel fegato di femmine
sessualmente mature in risposta a estrogeni endogeni, rilasciati in circolo sanguigno, e depositati
negli ovociti in accrescimento attraverso endocitosi mediata da recettore. I livelli di VTG
generalmente aumentano in femmine sessualmente mature, ma sono modesti nelle femmine
immature e nei maschi, dove se presenti sono comunque evidenti in tracce. Nei maschi infatti 1 geni
per la VTG sono normalmente silenti, ma i maschi possono sintetizzare e secernere VTG in risposta
a estrogeni o a sostanze simili agli estrogeni. (Polzonetti-Mani, 2004; Matozzo et al., 2008) La
produzione di VTG ¢ influenzata inoltre dal pathway del recettore di estrogeno. La fig.A riassume i
differenti momenti della vitellogenesi nei vertebrati.
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Fig.A: Schema di sintesi della VTG nei vertebrati. Fattori ambientali quali fotoperiodo e temperatura stimolano il SNC
dove l'ipotalamo rilascia il GnRH che induce l'ipofisi a produrre e rilasciare le gonadotropine. Queste attraverso il
sangue, giungono all’ovocita stimolandolo a produrre 17-B-estradiolo che per via ematica giunge agli epatociti dove,
una volta internalizzato mediante un meccanismo di endocitosi mediata da recettore, stimola la trascrizione e la
traduzione del gene della VTG. La VTG, attraverso il torrente ematico, giunge all’'ovocita da cui viene assorbita e



depositata nel citoplasma sottoforma di granuli di vitello. Sistema nervoso centrale (SNC); Fattore di rilascio delle
gonadotropine (GnRH).

1.2 LA VITELLOGENINA NEGLI INVERTEBRATI

Gli ovociti in accrescimento di tutte le specie ovipare accumulano elevate quantita di tuorlo per
assicurare un'ampia disponibilita di acidi nucleici, proteine, lipidi, fosforo, carboidrati, ioni, e
vitamine necessarie per uno sviluppo indipendente del futuro embrione. La fonte principale di
questa proteina negli insetti ¢ stata identificata nei corpi grassi ed ¢ stata chiamata “vitellogenina”
(VTG) o proteina del tuorlo (YP) da Pan et al. (1969). Dalla VTG ha origine, in seguito a scissione
proteolitica della fosvitina, la vitellina. Il dominio della fosvitina, tipico delle VTG dei vertebrati e
degli insetti, manca in parte o del tutto negli invertebrati finora studiati (Ishikawa et al., 2004; Chen
et al., 1997) il che spiegherebbe la maggiore suscettibilita delle proteine del vitello al danno
ossidativo. Negli invertebrati, cosi come nei vertebrati, i geni derivanti da eventi di duplicazione,
selezione purificante ed evoluzione concertata guidano 1'evoluzione dei geni Vg (Chen S. et Al,
2010). Nella selezione purificante, nota anche come selezione negativa, si verifica la rimozione
selettiva di alleli rari che sono dannosi e allo stesso tempo porta al mantenimento delle sequenze
geniche, conservate tra le specie, per lunghi periodi di tempo. Nell’evoluzione concertata, invece,
esiste una certa forza (o forze molecolari) che mantiene uniformita di sequenza tra copie multiple di
un gene. L’evoluzione concertata tra i geni duplicati (due copie) che non cambiano numero di copie
(Li WH. 1999; Teshima KM., 2004) puo essere spiegata dalla conversione genica, un evento di
ricombinazione genetica del DNA, dove tutto o parte di un gene ¢ convertito nella sequenza di un
gene omologo (Chen JM, et Al.,, 2007). Il crossover ineguale ¢ un evento di ricombinazione tra
sequenze non-alleliche disallineate su una coppia di cromosomi omologhi e di solito provoca
fluttuazione del numero-copia attraverso la delezione o la duplicazione della regione del gene. E
spesso usato per spiegare l'evoluzione concertata all'interno delle famiglie di un gene disposte in
tandem (tre o piu copie) e genera sempre duplicati con lo stesso orientamento ("testa-coda") (Chen
IM, et Al., 2007). Tra i sei geni Vtg (Vit-1 - Vit-6), del nematode Caenorhabditis elegans, ¢ stata
osservata una elevata identita di sequenza tra Vit-1 e Vit-2 (95% identita) e tra Vit-3, Vit-4 e Vit-5
(sopra il 96%), mentre Vit-3 e Vit-4 si trovano in tandem sul cromosoma X e sono quasi identici gli
uni agli altri nella regione codificante (Spieth et al, 1985); inoltre, il gene Vig, Vit-1, ¢ uno
pseudogene (Spieth et al., 1985; Trichet et al., 2000). Nello scarafaggio Leucophaea maderae due
geni Vg con somiglianza elevata tra loro (96% di identita a livello di aminoacidi) sono situati in
loci diversi (Tufail, 2007). In Culex tarsalis, tutti e quattro geni V#g sono trascrizionalmente
espressi € non sono pseudogeni (Provost-Javier et al., 2010). Inoltre, 1 geni Vig di Culex, Aedes ¢
Ochlerotatus, non ripetuti in tandem, sono figli di una possibile conversione genica, piuttosto che di
un crossover ineguale. Un esempio di evoluzione concertata ¢ evidente in Anopheles gambiae dove,
a causa di un crossover ineguale, i geni V#g mostrano una organizzazione ripetuta in tandem ("testa-
coda") e una conservazione di sequenza elevata (Chen S. et Al., 2010). In seguito alla duplicazione,
la copia del gene duplicato pud avere destini diversi, come la perdita di funzione attraverso la
formazione dello pseudogene o la diversificazione della funzione del gene acquistando nuove
funzioni (Prince et al., 2002; Long et al., 2003). Tuttavia i geni V#g invece di subire una divergenza
di sequenza possono guadagnare nuove funzioni semplicemente alterando il pattern di espressione
trascrizionale. Nelle api, la VTG ¢ espressa nelle caste immature delle operaie e dei maschi ed ¢
associata a una varieta di comportamenti sociali (Amdam et al., 2004; Guidugli et al., 2005; Nelson
et Al., 2007). Le proteine VTG hanno importanti attivita antiossidanti e prolungano la durata della
vita delle api e di C. elegans (Nakamura et al., 1999; Seehuus et al., 2006). In Cx. tarsalis, VTG1b ¢
espressa non solo nella femmina adulta, ma la sua espressione ¢ costitutiva durante le fasi di
sviluppo larvale e pupale, mentre VTGla, VTG2a e VTG2b sono espresse esclusivamente nella
fase adulta (Provost-Javier et al., 2010).



Per quanto riguarda i molluschi, poiché I’interesse per questo taxon ¢ sorto solo di recente, le
conoscenze sulla vitellogenina sono piuttosto ridotte; tuttavia, sono stati ultimamente sequenziati
diversi geni della VTG come nel gasteropode Haliotis discus hannai (Matsumoto et al., 2008) e in
altri bivalvi tra cui I’Ostrica del Pacifico Crassostrea gigas (Matsumoto et al., 2003), la conchiglia
dentellata Patiopecten yessoensis (Osada et al., 2004) e nel mitilo marino Mytilus edulis (Puinean et
al., 2006). Per quanto riguarda le identita di sequenza mediante allineamenti dei geni si ¢ visto che
la sequenza aminoacidica della VTG dedotta di Haliotis condivide il 25% di identita con una
regione della VTG di C. gigas, il 27% con una regione di P. yessoensis e il 20% con le regioni
rispettivamente C. elegans e il gamberetto Kuruma Prawn Paneaus japonicus (Tsutui et al., 2000).
Nei bivavi come C. gigas la VTG condivide invece il 35% di identita con una regione di P.
yessoensis, 11 21% con la VIT-5 di C. elegans ¢ il 28% con la VTG di Kuruma Prawn. Per Mytilus
edulis, invece, un tratto di sequenza di 713 nucleotidi di cDNA Vg ¢ stato allineato da Puinean
(2006) con le sequenze di cDNA Vig di C. gigas e P. yessoensis. In seguito all’allineamento delle
sequenze geniche, in particolare con il cDNA di C. gigas, si € visto che i 713 nucleotidi di M. edulis
corrispondono agli aminoacidi 39-276 del cDNA Vig di C. gigas. La sequenza aminoacidica dedotta
della VTG fa parte di una zona conservata ovvero del dominio N-terminale della lipoproteina,
caratteristico di una proteina della famiglia che lega i lipidi. Mentre nella maggior parte degli
invertebrati quali anellidi, molluschi poco si sa circa la struttura della VTG, negli insetti, invece, a
causa anche di un interesse di natura commerciale, le conoscenze sulla VTG sono ben documentate.
Le descrizioni biochimiche e biomolecolari della VTG che seguiranno sono state ricavate dagli
insetti come riferimento per altri taxa come ad esempio i molluschi. Le VGT degli insetti hanno
anche mostrato di essere omologhe alle VTG di altri organismi cosi diversi quali nematodi e
vertebrati (Blumenthal e Zucker-Aprison, 1987; Trewitt et al, 1992; Chen J.S. et al, 1994). I geni
Vtg degli insetti sono grandi e specificano un unico trascritto mRNA di 6-7-kb e il loro numero
varia nelle diverse specie di insetti (Tufail et al., 2005). Le VTG di insetto sono
fosfolipoglicoproteine sintetizzate come precursori di circa 200-kD derivate da un mRNA Vg di 6-
7-kb. 1l precursore primario subisce taglio proteolitico da parte di una endoproteasi dibasica
dividendolo in subunita di grandi (140-190-kD) e piccole (40-60-kD) dimensioni (Tufail et al.,
2005). Queste subunita sono assemblate e secrete nella emolinfa come grandi proteine oligomeriche
ad alto peso molecolare (400-600-KD) (Della Cioppa e Engelmann, 1987). La VTG generalmente ¢
presente sottoforma di dimeri, ma sono note molecole monomeriche di circa 300-kD in Nauphoeta
cinerea (Imboden et al., 1987). Tuttavia, negli scarafaggi, in aggiunta alla subunita piccole e grandi,
il precursore della VTG ¢ scisso in polipeptidi di dimensioni medie di circa 90-110 kD (Tufail et al,
2001, 2007; Tufail e Takeda, 2002). A volte, le VTG sono poi processate nell'ovario come riportato
in Leucophaea maderae (Tufail e Takeda, 2002). La funzione delle vitelline oligomerizzate degli
insetti potrebbe essere quella di legare i lipidi, in cui sono racchiusi gli steroidi inattivi. Gli steroidi
vengono poi rilasciati dalle vitelline subendo proteolisi durante l'embriogenesi (Hagedorn et al,
1998;. Giorgi et al, 1999). La caratteristica piu sorprendente delle VTG di insetto ¢ 1'esistenza di
tratti di poliserina, presenti ad entrambi gli estremi della proteina e conservati al N-terminale di tutte
le vitellogenine sequenziate, che potrebbero essere utilizzati come buoni siti di fosforilazione
(Tufail M. et Al., 2008). In L. maderae, ad esempio, ¢ stato rilevato che la fosforilazione della VTG
avviene nel reticolo endoplasmatico delle cellule del corpo grasso appena prima della sua
secrezione nella emolinfa (Della Cioppa e Engelmann, 1987). Il tratto di fosfoserina mostra
concentrazioni elevate di cariche negative (Goulas et al., 1996), che possono promuovere la
solubilita della VTG (Gerber-Huber et al., 1987) o la chelazione degli ioni metallici essenziali come
Ca2+ e Fe3+ (Taborsky, 1991). La defosforilazione della VTG (Miller et al. 1982; Dhadialla et al.
1992) riduce il suo assorbimento da parte degli ovociti, suggerendo che 1 residui fosforilati possono
contribuire nella interazione tra la vitellogenina e il suo recettore presente sulla superficie
dell'ovocita. In tutti gli insetti, il prodotto primario del gene Vg viene scisso a livello di un sito
consenso di clivaggio R/K) XX (R/K, da una endoproteasi subtilisina-simile (Barr, 1991;. Rouille et
al, 1995). Questo motivo tetra-residuo si trova conservato presso la regione N-terminale della



maggior parte delle VTG ed ¢ fiancheggiato dai domini di poliserina che caratterizzano la fosvitina
(Tufail et al., 2008). Tuttavia, analogamente alle altre VTG di invertebrati, la VTG del gasteropode
abalone Haliotis discus hannai (Matsumoto et al., 2008) e dei molluschi in generale sono prive del
motivo della fosvitina presente in molti vertebrati e insetti. A ci0 si aggiunge che la sequenza del
mRNA VTG nell’ostrica del Pacifico Crassostrea gigas (Matsumoto et al., 2003) ha mostrato di
essere simile alla Vtg di altri molluschi, pesci, crostacei e nematodi, specialmente nella regione N-
terminale. La parte C-terminale della VTG di tutti gli insetti ha rivelato un alto grado di
conservazione di residui di cisteina a 9 posizioni successive al motivo GL/ICG. Un motivo simile,
ma leggermente piu lungo (TCGLCG) ¢ stato riconosciuto nelle VTG dei vertebrati (Mouchel et al.,
1996). In aggiunta, un motivo DGXR ¢ situato a 17-19 residui a monte del motivo GL/ICG in quasi
tutte le sequenze VTG di insetto (Tufail et Al., 2008). E stato proposto in precedenza che i residui
DG (motivo di DGXR) insieme con il motivo GL/ICG e i residui di cisteina in posizioni conservate
potrebbero formare una struttura necessaria per il corretto funzionamento delle vitelline durante
I'embriogenesi (Tufail et al., 2001). Inoltre, alcuni residui di aminoacidi come Asp e Asn (acidi),
Pro (idrofobi) e Tyr (idrofili) sono altamente conservati presso il C-terminale di quasi tutte le VTG
anche se il loro ruolo specifico in questa posizione non ¢ chiaro (Tufail et al., 2008).
La vitellogenina viene sintetizzata sui ribosomi associati al reticolo endoplasmatico rugoso,
trasferita all’apparato Golgi, e infine impacchettata nei granuli di secrezione che emergono dal
reticolo trans Golgi (Mazzini et al, 1989;. Snigirevskaya et al, 1997;. Giorgi et al., 2005). Oltre al
taglio proteolitico, le molecole VTG sono modificate co- e post-traduzionalmente per facilitare il
trasporto di carboidrati, lipidi, solfati, e altri nutrienti nella emolinfa agli ovari (Raikhel e Dhadialla,
1992; Hagedorn et al. , 1998;. Giorgi et al, 1999; Tufail et al, 2005). Questi coniugati non solo
sostengono 1'embrione, ma sono in qualche modo coinvolti anche nella internalizzazione della VTG
all’interno dell’ovocita (Giorgi et al, 1998;. Tufail et al, 2005). In Aedes aegypti, la VTG ¢ anche
glicosilata, fosforilata, e solfatata (Bose e Raikhel, 1988; Dhadialla e Raikhel, 1990; Chen J.S. et al,
1994). In Drosophila ¢ stata inoltre riscontrata una certa solfatazione della proteina; la marcatura
radioattiva in vivo con solfato inorganico [35S] ¢ stata trovata in tutti e tre 1 polipeptidi del tuorlo
(Baeuerle e Huttner, 1987; Huttner, 1988). Anche in 4. aegypti, entrambi i prodotti di taglio
risultavano solfatati (Dhadialla e Raikhel, 1990).

Negli invertebrati accanto agli studi biochimici molti ricercatori hanno ritenuto opportuno ampliare
le conoscenze sulla VTG determinandone la sede di sintesi e il pathway metabolico utili, ad
esempio, per gli studi sulla VTG come biomarker. Nel corso dei vari studi eseguiti lungo i vari taxa
si ¢ visto che la sede di sintesi della VTG non ¢ unica e inoltre, nel caso degli invertebrati, sembra
differire all’interno di uno stesso taxon. In molti animali, le VTG sono sintetizzati dai tessuti
extraovarici come il fegato nei vertebrati (Wallace, 1985), intestino nei nematodi, corpo grasso
(Sappington e Raikhel, 1998), cellule dell'intestino e ovari (Cabrera et al., 2009a) negli insetti
(Sappington e Raikhel, 1998), 1’epatopancreas nei crostacei decapodi (Wilder et al., 2002). Negli
insetti in seguito alla secrezione nella emolinfa, le VTG sono assorbite dagli ovociti in
accrescimento. L'assorbimento della VTG si realizza tramite il legame dei recettori di membrana
(VgR) attraverso endocitosi mediata da recettore (Raikhel e Dhadialla, 1992; Sappington e Raikhel,
1998; Snigirevskaya e Raikhel, 2005). L’internalizzazione negli ovociti in accrescimento interessa
anche altre proteine diverse dalla VTG come la lipoforina (Lp) (Machado et al., 1996), arylforina
(Telfer, 1983), microvitellogenina (Kawooya et al., 1986), e diverse altre proteine specifiche del
follicolo (Sato e Yamashita , 1991). L'accumulo delle VTG nelle vescicole rivestite negli ovociti di
vermi e insetti, cosi come nei vertebrati, ¢ mediata dai VgRs (recettori della vitellogenina)
appartenenti alla famiglia LDLR (recettore delle lipoproteine a bassa densita) (Raikhel e Dhadialla,
1992; Sappington e Raikhel, 1998; Van Antwerpen et al., 2005). A livello evolutivo 1 LDLR sono
stati trovati nelle specie che vanno da nematodi e insetti fino ai mammiferi. Molti LDLR
imparentati sono impegnati nella endocitosi mediata da recettore delle lipoproteine (Goldstein e
Brown, 1974; Herz et al., 1992). Le proteine LDLR, spesso codoficate da distinti esoni nei geni
corrispondenti, condividono domini modulari strutturalmente e funzionalmente ben definiti. In esse



si trovano sempre: un dominio avente ripetizioni di legame del ligando (LBRs) con sei residui di
cisteina ciascuno, uno avente ripetizioni del fattore di crescita epidermico (EGF)-like con sei residui
di cisteina ciascuno, un altro che presenta ripetizioni contenenti un motivo YWTD che formano un
dominio B-elica (Springer, 1998), un singolo dominio transmembrana di ancoraggio del recettore
sulla membrana plasmatica, e infine la regione citoplasmatica contenente almeno una copia della
sequenza motivo NPXY per l'internalizzazione del recettore attraverso fossette rivestite (Goldstein
et al, 1985. Chen W.J. et al., 1990). La VTG in circolo viene endocitata dagli ovociti dopo essere
passata attraverso gli spazi tra le cellule follicolari (Telfer, 1961, 1965; Raikhel e Dhadialla, 1992).
L’ormone giovanile (JH) stimola le cellule del follicolo a restringere e aprire gli spazi intercellulari
attraverso cui la VTG penetra per accedere alla superficie dell'ovocita. Il restringimento ¢ il risultato
di una attivazione della pompa Na+/K+-ATPasi in cui sono coinvolti il fosfatidilinositolo e la
proteina chinasi C (Ilenchuk e Davey, 1987; Davey, 1993). In tutti gli insetti un segnale "diffusibile"
passa attraverso le giunzioni gap dalle cellule follicolari all'ovocita, provocando 1’inizio e il
mantenimento attivo della endocitosi delle VTG (Anderson e Woodruff, 2001), e sistemi simili
esistono per 1 rappresentanti di sei differenti ordini di insetti (Waksmonski e Woodruft, 2002). La
molecola “segnale” ¢ la calmodulina (CaM) (Brooks e Woodruff, 2004) che origina dalle cellule
follicolari ed € necessaria per la stimolazione della fosfolipasi-C (PLC) che, a sua volta, converte
PIP2 in IP3 e diacilglicerolo (DAG). IP3 causa la liberazione di Ca,; che, insieme con DAG,
stimola la fosfochinasi-C (PK-C) necessaria per I'assorbimento endocitotico della VTG. I VgRs
dove la VTG si ancora sono localizzati sulla superficie dei componenti dell’ovocita in
accrescimento. In seguito al legame, i complessi Vg/VgR si concentrano in fossette rivestite di
clatrina che invaginano e si staccano via per formare le vescicole intracellulari rivestite. Queste
vescicole poi trasportano la VTG a un endosoma, che dirige il successivo movimento intracellulare
di entrambi Vg e VgR. L'acidificazione degli endosomi determina la dissociazione dei complessi
Vg/VgR, seguita dal riciclaggio del recettore verso la superficie dell'ovocita e il trasferimento della
VTG ai corpi maturi del tuorlo, dove essa ¢ processata e depositata come vitellina per essere
utilizzata durante lo sviluppo embrionale (Raikhel e Dhadialla, 1992; Sappington e Raikhel, 1998;
Snigirevskaya e Raikhel, 2005).

Nei molluschi, invece, e in particolare nei bivalvi le sedi di sintesi e il pathway della VTG non sono
stati ancora definiti con precisione. I ricercatori a seconda della specie su cui hanno effettuato la
loro linea di ricerca sono a favore di una sintesi endogena, ovvero ovocitaria della VTG (Pipe,
1987a), altri invece sono a sostegno di una sintesi esogena ovvero extraovocitaria della VTG
(Matsumoto et al., 2003; Osada et al., 2004; Matsumoto et al., 2008); tuttavia in seguito a ricerche
continuate nel corso degli anni, gli stessi autori hanno finito per sostenere entrambi 1 tipi di sintesi.
Studi ultrastrutturali su ovari e ovogenesi dei bivalvi sono stati effettuati per un numero
relativamente piccolo di specie nei Pectinidae (Motavkine e Varaksine 1983; Lubet et al. 1987;
Dorange e Le Pennec 1989), nei Mytilidae (Albertini 1985; Pipe 1987a, b; Herry e Le Pennec 1987)
e Ostreidae (Gaulejac et al. 1995). In Crassostrea virginica (Eckelbarger et al., 1996), ad esempio,
come per altre specie di bivalvi, il follicolo ovarico ¢ una struttura semplice contenente solo ovociti
in via di sviluppo e cellule follicolari ad essi associate. Ogni follicolo ¢ delimitato da uno strato
discontinuo di cellule mioepiteliali ed ¢ immerso nel fluido emale che ¢ contenuto all’interno di uno
spazio emocelico. Non essendovi alcuna barriera efficace tra gli ovociti e I’emocele, quest’ultimo
puo servire come mezzo attraverso cui i1 prodotti di rifiuti e sostanze nutritive della emolinfa
circolano rispettivamente da e all'ovario. Per comprendere il ruolo delle cellule follicolari nella
vitellogenesi dei bivalvi € necessario fare prima una distinzione tra i distretti esogeni extraovocitari
e endogeni; 1 primi hanno per sede di sintesi della VTG distretti quali ad esempio la ghiandola
digestiva; 1 secondi hanno invece una sede di sintesi, sebbene extraovocitaria, tuttavia situata
all’interno della gonade e data dalle cellule follicolari (intrafollocolare) e/o dalle cellule di riserva
del connettivo (extrafollicolari). Gli ovari degli invertebrati spesso contengono cellule follicolari
che sembrano coinvolte nella mobilitazione e/o sintesi dei precursori del vitello durante la
ovogenesi (Wourms 1987). In altri invertebrati, ¢ implicata solo una singola cellula follicolare. Al
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contrario, 1 bivalvi contengono una varieta di cellule somatiche, sia all'interno sia all'esterno del
follicolo ovarico che si ritiene giochino un ruolo importante nella nutrizione degli ovociti (Pipe
1987b; Mathieu e Lubet 1993). Gli ovari della maggior parte dei bivalvi esaminati, almeno durante
I’ovogenesi iniziale, presentano diverse cellule follicolari associate ad ogni ovocita. In Crassostrea
virginica (Eckelbarger et al., 1996), le cellule follicolari risiedono gli ovociti previtellogenici e 1
primi ovociti vitellogenici. Quando 1’ovocita entra in vitellogenesi, in seguito all’aumento di
volume, le cellule follicolari si ritirano dalla superficie dell'ovocita, mantenendo il contatto con la
sola regione basale (Pipe, 1987a). Nella conchiglia dentellata Pecten maximus, una sola cella
follicolare ¢ associata a ciascun ovocita (Dorange e Le Pennec 1989) mentre nel pectinidae,
Patinopecten yessoensis, e nel mitilo Crenomytilus grayana, le cellule follicolari circondano
completamente gli ovociti che sono liberi nel lume del follicolo (Motavkine e Varaksine, 1983). Nel
gamberetto Kuruma Prawn le analisi di ibridazione in situ hanno dimostrato che I'mRNA Vig ¢
localizzato nella ghiandola digestiva e nell’ovario (Tsutsui et al., 2000), mentre nel gasteropode
Haliotis discus hannai (Matsumoto. T.,et Al., 2008), il mRNA della Vg ¢ stato rilevato negli ovari,
ovvero nelle cellule follicolari, ma non nella ghiandola digestiva; inoltre, analisi di microscopia
elettronica hanno dimostrato che la sintesi della VTG in Haliotis avviene nelle cellule follicolari
(Apisawetakan et al., 2001). La funzione delle cellule follicolari nell'ovario dei bivalvi non sono
ancora chiare, anche se in queste specie 'ovario ¢ considerato come la fonte unica di VTG e le
cellule follicolari ne sono il sito di sintesi (Matsumoto et al., 2003; Osada et al., 2004). In Mytilus
edulis (Pipe, 1987) durante 1 primi stadi di accrescimento 1’ovocita ¢ completamente circondato da
un numero limitato di piccole cellule follicolari, estremamente eterogenee e pleomorfe, spesso
caratterizzate dalla presenza di pseudopodi. Le cellule follicolari presentano un numero elevato di
reticolo endoplasmatico rugoso (RER), numerosi mitocondri e gocce di lipidi. Tra le cellule
follicolari e gli ovociti in accrescimento ¢ possibile che si verifichi uno scambio di piccole molecole
e ioni attraverso giunzioni gap. Nella conchiglia dentellata, Patinopecten yessoensis (Motavkine e
Varaksine 1983) ¢ stato inoltre ipotizzato che le cellule follicolari che circondano 1’ovocita
vitellogenico possono trasferirgli metaboliti tramite pinocitosi; nella stessa specie ¢ stato anche
rilevata la presenza del mRNA Vg nelle cellule follicolari strettamente associate agli ovociti in
crescita il che ha suggerito una sintesi eterosintetica della vitellogenina. Il mRNA Vg ¢ stato infatti
rilevato nelle cellule follicolari all’interno del follicolo ovarico e a contatto con gli ovociti
vitellogenici nella regione basale, suggerendo che nelle ostriche la VTG possa essere sintetizzata
nelle cellule follicolari (Matsumoto et al., 2003) e succesivamente trasferita all’ovocita senza la
mediazione dell’emolinfa (Osada et al., 2003). La VTG sintetizzata nelle cellule follicolari sarebbe
direttamente incorporata nell’ovocita in crescita per mezzo di fenomeni di endocitosi come
evidenziato da Dorange e Le Pennec (1989) L’origine eterosintetica presuppone la presenza di
giunzioni cellulari specializzate tra i due tipi cellulari che non sembrano pero essere sempre presenti
nei molluschi bivalvi il che suggerisce che il ruolo fisiologico delle cellule follicolari nei bivalvi
possa variare da specie a specie (Eckelbarger et al., 1996). In Loripes lucinalis, ad esempio, le
cellule del follicolo sono prive di organelli proteosintetici, ma sono ricche di lipidi e glicogeno che
trasferiscono agli ovociti durante la vitellogenesi, mentre in Pinna nobilis, le cellule follicolari
dell’ovario sono responsabili della fagocitosi e digestione intracellulare dei prodotti provenienti
dagli ovociti in degenerazione, seguite dall’eventuale trasferimento dei precursori del tuorlo agli
ovociti in accrescimento (Johnson e Le Pennec, 1994; Gaulejac et al. 1995). Nella conchiglia
dentellata Pecten maximus (Dorange e Le Pennec, 1989) le cellule follicolari strettamente associate
agli ovociti vitellogenici, presentano ampie cisterne di RER nel loro citoplasma, per cui potrebbero
svolgere un ruolo non solo nella nutrizione degli ovociti, ma parteciperebbero anche nella
formazione dell’involucro vitellino. Le cisterne di RER sono state riportate in molte cellule
follicolari di bivalvi (Gaulejac et al. 1995), fatta eccezione per le cellule follicolari di Crassostrea
gigas che contengono invece reticolo endoplasmatico liscio (Suzuki et al., 1992). Le cellule
follicolari di Crassostrea virginica (Eckelbarger et al., 1996) non sembrano invece essere
responsabili della produzione della VTG poiché rispetto ad altri bivalvi presentano un volume
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piuttosto ridotto rispetto agli ovociti, sono basse di numero, presentano inoltre poca o nessuna
attivita endocitotica lungo l'interfaccia con 1’ovocita e infine la loro associazione con gli ovociti in
accrescimento ¢ di solito limitata temporalmente (Eckelbarger et al., 1996). Nel bivalvo Sphaerium
striatinum (Woods 1931) e nei gasteropodi Lamellaria perspicua (Renault 1965) e Crepidula
fornicate (Silberzahn 1979) le cellule follicolari nelle quali si realizza la vitellogenesi sarebbero
riassorbite direttamente nell'ovocita. All’ipotesi eterosintetica, si oppongono i risultati ottenuti in
Mpytilus edulis (Pipe, 1987a) e in Crassostrea virginica (Eckelbarger e Davis, 1996), che
suggeriscono invece un origine autosintetica per la VTG. In Mytilus edulis le analisi ultrastrutturali
sono a favore di un’autosintesi della VTG in quanto si ritiene I’ovocita come |’unico sito
responsabile della sintesi della vitellogenina; Pipe (1987a) mediante studi ultrastrutturali ha infatti
evidenziato negli ovociti in via di sviluppo la formazione di un numero elevato di cisterne di
reticolo endoplasmatico ruvido (RER) e di numerosi elementi di Golgi che sono a favore della
formazione autosintetica di granuli proteinacei di vitello. In Mytilus edulis all’inizio dell’ovogenesi
gli ovogoni primari sono situati, generalmente in piccoli gruppi, lungo la parete dei follicoli.
Morfologicamente sono rappresentati da cellule strette, allungate, con un grande nucleo ovoidale. In
seguito a divisione mitotica gli ovogoni primari danno origine agli ovogoni secondari che entrano
nella prima divisione meiotica diventando ovociti primari. E allo stadio di diplotene della meiosi
che gli ovociti iniziano a crescere e differenziarsi. E in questo stadio che si osserva il nucleolo,
sottoforma di massa compatta, in stretto contatto con 1’involucro della doppia membrana nucleare.
Col progredire dell’accrescimento dell’ovocita, il grande nucleolo si separa dall’involucro nucleare
€ migra verso una posizione piu centrale nella vescicola germinale. Nelle primissime fasi di crescita
I’ovocita, in previtellogenesi, presenta nel suo citoplasma numerosi mitocondri e ribosomi e solo
occasionali corpi di Golgi e alcuni elementi di RER che proliferano considerevolmente durante i
primi stadi dell’accrescimento. La formazione dell’involucro vitellino avviene durante 1’inizio della
vitellogenesi dove gli organuli citoplasmatici proliferano considerevolmente; i RER, formano spire
e ammassi elaborati durante gli stadi finali della vitellogenesi, spesso formando attorno ai granuli di
vitello maturi 1 mitocondri. Ribosomi liberi, corpi di Golgi e cluster di piccoli mitocondri sono
presenti estensivamente per tutto il citoplasma, e occasionalmente i peduncoli degli ovociti sono
riempiti con una massa di piccoli mitocondri (Pipe, 1987a). Durante 1 primi stadi dello sviluppo
I’ovocita ¢ completamente circondato da un numero limitato di piccole cellule follicolari,
estremamente eterogenee ¢ pleomorfe, spesso dotate di estroflessioni simili a pseudopodi. Le cellule
follicolari presentano grandi quantita di RER e numerosi mitocondri sono presenti nel citoplasma e
occasionalmente le cellule sono dominate da gocce di lipidi. Tutte le ipotesi relative al
coinvolgimento delle cellule follicolari nella sintesi della VTG sono state formulate in seguito ad
osservazioni effettuate al TEM. Piu recentemente, invece, 1’eterosintesi € stata confermata grazie ad
indagini biomolecolari (Matsumoto et al., 2008). Il risultato finale delle loro ricerche ¢ stato di
dover postulare in alcune specie di bivalvi entrambi 1 processi di autosintesi e eterosintesi. In molti
invertebrati, la VTG ¢ sintetizzata dagli ovociti mediante un processo autosintetico e/o
eterosintetico dove sono coinvolte le cellule somatiche (Schechtman 1955; Wourms 1987). In
Crassostrea virginica (Eckelbarger et al., 1996) la sintesi della vitellogenina ¢ stata ipotizzata che si
verifica attraverso entrambi 1 percorsi di autosintesi e eterosintesi. Gli ovociti infatti sono ricchi di
organuli quali il complesso di Golgi e il RER in attiva sintesi proteica, e i materiali del tuorlo
sembrano derivare dalla fusione di vescicole derivate dal Golgi in seguito alla interazione del Golgi
con cisterne del RER. In C. virginica i precursori del tuorlo analogamente all'ovario
dell’opistobranco Spurilla neapolitana (Eckelbarger e Blades-Eckelbarger 1989) sembra vengono
trasferiti dalle cellule del tessuto vescicolare (VCT) agli ovociti attraverso I’emolinfa. La attivita
endocitotica nei molluschi bivalvi sembra essere minore rispetto ad altri molluschi, e l'attivita ¢
principalmente circoscritta alla regione basale dell'ovocita in cui la cellula ¢ a contatto con
I’emocele (Eckelbarger et al., 1996). Tuttavia, negli ovociti di C. virginica ¢ stato osservato un
numero relativamente piccolo di fossette endocitotiche, il che ¢ sorprendente considerando il breve
periodo durante il quale si verifica la vitellogenesi. In altri invertebrati in cui la vitellogenesi
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avviene rapidamente, ¢ stato osservato invece un elevato numero di quadri di endocitosi
(Eckelbarger, 1994). E possibile che nelle specie come C. virginica, con uova ricche di vitello il
trasferimento di questo materiale agli ovociti avvenga attraverso vie che coinvolgono non solo la
endocitosi madiata da recettori. In C. virginica ¢ dunque poco probabile ipotizzare che le cellule
del follicolo ovarico fonte primaria della VTG, mentre ¢ piu probabile che le cellule VCT siano
coinvolte nella sintesi della VTG; la vitellogenesi in questa specie avverrebbe dunque attraverso
entrambi 1 processi, ovvero per autosintesi negli ovociti ed eterosintesi nelle cellule VCT. La VTG
sarebbe trasferita dalle cellule VCT del connettivo che circondano i follicoli agli ovociti attraverso
I’emolinfa (Eckelbarger et al., 1996). Nei bivalvi in generale la frazione di VTG non depositata
negli ovociti in accrescimento generalmente si accumula nel plasma fino alla sua degradazione da
parte di proteasi del plasma, con la conseguenza che i livelli di VTG possono rimanere alti nel
plasma per del tempo, poiché le proteine vengono degradate lentamente (Denslow et al., 1999).
Anche se non vi sono state prove dirette sulla sintesi di Vtg, I'ovocita dell’ostrica orientale,
Crassostrea virginica, ¢ ricca di organuli proteosinteticamente attivi ¢ sembra incorporare in
maniera eterosintetica 1 precursori a elevato peso molecolare nei loro ovociti dall’emocele,
suggerendo che vitellogenesi possa avvenire attraverso un processo sia di autosintesi sia di
eterosintesi (Eckelbarger e Davis, 1996; Osada et al, 2004). Nell’ostrica del Pacifico Crassostrea
gigas (Matsumoto T., et Al., 2003) la sede di sintesi del mRNA VTG ¢ stata rilevata nelle cellule
follicolari strettamente associate agli ovociti in accrescimento, ma non nella ghiandola digestiva.
Nella stessa specie studi di immunolocalizzazione della VTG hanno riportato una proteina
femmina-specifica dall’emolinfa e una proteina ovarica ad essa strettamente correlata (Suzuki et al.
1992). La proteina simile alla VTG sembra essere sintetizzata all'interno dell'ovario e non in altri
organi come 1 diverticoli digestivi o le cellule del tessuto connettivo. L’autosintesi della
vitellogenina viene suggerita dalla presenza di organuli proteosintetici, in particolare un numero
elevato di cisterne RER e di apparati di Golgi, all’interno degli ovociti. Tuttavia, la presenza della
proteina simile alla vitellina nell’emolinfa contrasta 1’idea dell’autosintesi suggerendo, oltre
all’ovario, la possibilita che vi siano altre sedi di sintesi della vitellogenina (Suzuki et al. 1992). Nei
molluschi scarse sono le informazioni relative ai meccanismi che controllano la sintesi della VTG. 1
dati finora raccolti indicano che la vitellogenesi ¢ sotto il controllo sia degli estrogeni (E,) sia di un
neuropeptide (VPF) prodotto a livello del ganglio cerebrale pedale (Osada et al., 2003); E,, in
particolare, funziona come il principale promotore della vitellogenesi in tutti i bivalvi finora
analizzati quali Crassostrea gigas (Li et al. 1998b) e Patinopecten yessoensis (Osada et al, 2003),
dove esercita la propria azione a livello gonadico (Li et al., 1998a; Osada et al., 2003). Esperimenti
in vivo e in vitro mediante somministrazioni di E, hanno permesso di rilevare I’accumulo di
vitellina all’interno dell’ovario, suggerendo che E, e 1’ovario sono rispettivamente I’induttore e il
luogo della regolazione di sintesi della VTG (Osada et al., 2003). Per quanto riguarda invece il
neuropeptide prodotto a livello del ganglio cerebrale pedale ¢ stato dimostrato che tale molecola ¢
risultata stabile al calore, e resistente alla tripsina/chimotripsina, proprio come un tipico
neuropeptide. Le indagini effettuate hanno, inoltre, evidenziato che questo fattore presenta analogie
con un fattore che stimola la mitosi delle cellule germinali (GMSF) e ad un fattore mitogenico
cerebrale (CMF) presente nei gangli cerebrali dei mitili (Mathieu et al., 1988) e delle patelle (Le
Gall, et al., 1987). Tuttavia VPF sembra essere diverso dai GMSF e CMF del ganglio cerebrale
perché VPF promuove la vitellogenesi nella conchiglia dentellata e non ¢ stato dimostrato il suo
effetto sulla mitosi gonial (Osada M. et al., 2003). In conclusione la vitellogenesi sembra essere
sotto il controllo del sistema nervoso centrale e di altri sei steroidi E, prodotti dall’organismo.
Negli ultimi anni notevoli sforzi sono stati fatti per comprendere i meccanismi di regolazione della
vitellogenesi nei bivalvi; indagini sono state dunque condotte per caratterizzare il recettore degli
estrogeni coinvolto nella vitellogenesi. Gagné et al. (2001) hanno dimostrato il legame
dell'estrogeno nell’omogenato di gonade del mitilo d'acqua dolce, Elliptio complanata. E stato
supposto che VPF potrebbe essere un regolatore che promuove la funzione di ER, poiché mostrava
un aumento della sensibilita ad E, endogeno nell'ovario anche se sono necessarie ulteriori indagini
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per capire se VPF ¢ un regolatore che promuove la trascrizione del mRNA Vg tramite 1 ER o la
traduzione del mRNA Vig. I recettori estrogeno-like sono stati recentemente caratterizzati nei
gasteropodi (Thornton et al, 2003; Kajiwara et al, 2006) e cefalopodi (Keay et al., 2006) e le
sequenze ER-like sono state identificate nei bivalvi (Puinean et al. , 2006). Ortologhi del recettore
degli estrogeni sono stati trovati anche nei rappresentanti dei principali gruppi di molluschi: M.
edulis (Kishida et al., 2005), C. gigas (Matsumoto et al., 2007), Aplysia californica (Thornton et al.,
2003) e Octopus vulgaris (Keay et al., 2006). Tuttavia per gli invertebrati, che rappresentano il 95%
delle specie animali, le informazioni sugli effetti e i meccanismi di azione degli estrogeni sono
scarsi rispetto a quelle disponibili nei vertebrati, data la complessita dei sistemi endocrini nei diversi
phyla (Ohelmann et al, 2006;. Porte et al., 2006). La immunoreattivita ER-like ¢ stata osservata da
Dorange e Le Pennec ('89) nei nuclei sia dell’ovocita sia delle cellule follicolari di Pecten maximus
ed ¢ strettamente connessa con l'ovocita in vitellogenesi. Si ¢ pensato che ER nell’ovocita media
una funzione di promotore di E, sulla induzione del recettore della serotonina della superficie
dell’ovocita (Osada et al., 1998). Gli xenoestrogeni hanno la proprieta di legarsi ai recettori degli
estrogeni (ER) e di agire come fattori di trascrizione durante il legame agli ERE nel DNA,
influenzando I'espressione genica (Soto et al., 2006). Tuttavia, gli estrogeni possono agire anche
attraverso meccanismi di azione rapidi, 'non-genomici' che possono essere avviati sia a livello della
membrana plasmatica sia nel citosol portando sia a effetti locali diretti (cambiamenti nei flussi di
ioni) sia alla regolazione della trascrizione genica secondaria a favore di una attivazione di cascate
di chinasi citosoliche (Levin, 2005; Vasudevan e Pfaff, 2007). I ER dei molluschi, anche se sono
filogeneticamente raggruppati agli altri recettori steroidei, sembrano agire in modo diverso: si
legano agli ERE, attivando cosi la trascrizione, ma si legano in modo diverso. In particolare,
l'attivita trascrizionale degli ER dei molluschi ¢ costitutiva, e non ¢ attivata dagli estrogeni. Poiché 1
ER non sembrano attivare la via genomica degli estrogeni nei molluschi, i meccanismi conservati,
ovvero non genomici, che agiscono attraverso modalita di azione ‘“alternative” sono i probabili
candidati per questo ruolo (Keay et al., 2006). E stato dimostrato che I’espressione dei livelli del
recettore degli estrogeni aumenta in presenza di estrogeni ambientali nei tessuti e pertanto tali
recettori devono essere verosimilmente presenti in quei territori dove ¢ stata rilevata la presenza del
mRNA per la VTG. (Puinean et al., 2006).
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CAPITOLO 11

LA VITELLOGENINA COME BIOINDICATORE

Durante gli ultimi cinquant’anni quantita rilevanti di differenti composti chimici(xeno biotici) sono
stati immessi nell’ambiente, sia sottoforma di erbicidi, insetticidi e fungicidi per aumentare la
produttivita agricola, sia come prodotto dei moderni processi industriali (Guillette et al., 1995;
Danzo, 1997; Mosconi et al., 2002; Polzonetti-Magni et al., 2004). E stato dimostrato che alcuni
xenobiotici possono alterare le normali funzioni endocrine, e conseguentemente lo sviluppo sia di
individui di sesso maschile sia femminile con una diminuizione della fertilita o sterilita (Guillette et
al., 1995; Danzo, 1997; Mosconi et al., 2002; Polzonetti-Magni et al., 2004). Alcuni xenobiotici
sono stati identificati come estrogeni ambientali o xenoestrogeni (Ankley et al., 1998; Latonnelle et
al., 2002b): tali sostanze non necessariamente condividono una somiglianza strutturale con il 17f3-
estradiolo, tuttavia evocano le stesse risposte probabilmente attraverso un meccanismo di azione
comparabile (Zacharewski, 1997). Uno dei principali obiettivi della ricerca ecotossicologica ¢
quello di identificare tali estrogeni presenti nell’ambiente, in particolare in quello acquatico, e di
determinare i loro effetti sulla riproduzione degli animali in natura. La valutazione dello stato di
stress di un determinato ambiente, per quanto riguarda la presenza di sostanze contaminanti, si puo
effettuare mediante svariate procedure, tra cui ’utilizzo di organismi che fungano da bioindicatori e
sui quali nel tempo vengano valutati parametri biologici € biochimici (biomonitoraggio) (Focardi e
Leonzio 2000). I biomarkers possono essere definiti come misurazioni dei fluidi corporei, cellule, o
tessuti che indicano in termini biochimici o cellulari la presenza di contaminanti o ’ampiezza della
risposta a tali contaminanti (Livingstone et al., 2000). Percio, ¢ plausibile distinguere tra i
biomarkers di esposizione, ovvero quelli che indicano che [’organismo ¢ stato esposto a
contaminanti, e 1 biomarkers di effetto o biomarkers di stress, i quali indicano 1’entita della risposta
dell’organismo al contaminante. Una delle piu importanti caratteristiche dei biomarkers ¢ che hanno
il potenziale di anticipare i cambiamenti nei piu alti livelli dell’organizzazione biologica, cio¢,
popolazioni, comunita, ecosistemi. Percio, 1 biomarkers sono definiti come rapidi indicatori degli
effetti biologici, dovuti ai contaminanti chimici, che si verificano piu lentamente nel corso del
tempo (Ortiz-Zarragoitia et al., 2006). Fra molti tipi di biomarker si possono ricordare: il
citocromoP450 come indicatore dell’esposizione a contaminanti organici PAHs, PCB, etc;
alterazioni del DNA dovute a mutageni inorganici o Xxenobiotici organici, inibizione
dell’acetilcolinesterasi (AChE) (organofosfori, carbammine, Cd, PB, Cu, etc), sintesi delle
metallotioneine a livello epatico e in altri tessuti (esposizione a metalli pesanti Zn, Cu, Cd, Hg, Fe,
etc), stimolazione enzimi antiossidanti (superossidodismutasi, catalasi, glutatione- transferasi) in
seguito all’esposizione a ROS , radicali liberi, perossidazione lipidica) , e la vitellogenina la cui
produzione viene indotta da sostanze ad attivita estrogenica (Valavanidis & Vlachogianni, 2010).
Grazie alla loro capacita di accumulo di quantitd misurabili di xenobiotici, 1 molluschi bivalvi
comprendono specie spesso scelte come segnalatori ambientali (organismi indicatori o sentinella).
Come gia detto, questi animali sono filtratori e quindi pompano grandi volumi d’acqua
concentrando molti elementi chimici nei loro tessuti; tali sostanze possono poi, in alcuni casi, venire
propagate e amplificate attraverso la catena alimentare. Considerando poi che, in confronto a pesci e
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crostacei, 1 bivalvi hanno un livello molto basso di attivita dei sistemi enzimatici capaci di
metabolizzare 1 contaminanti organici, le concentrazioni di tali inquinanti nei loro tessuti
riproducono I’entita della contaminazione ambientale (Widdows e Donkin 1992). Tra i bivalvi, i
mitili rappresentano un modello sperimentale per il biomonitoraggio particolarmente idoneo, poiché
sono organismi sessili e filtratori, mostrano un ampia distribuzione lungo le zone costiere del
mondo, e hanno un elevato potenziale di bioaccumulazione e un basso potenziale di
biotrasformazione per i contaminanti organici e inorganici (Ortiz-Zarragoitia et al., 2006). Tra le
specie piu utilizzate vanno ricordate: Mytilus galloprovincialis (Pojana et al., 2007; Al-Subiai et
al., 2011; Duarte et al., 2011) e Mytilus edulis (Gorinstein et al., 2006; Raftopoulou et al., 2010;
Danellakis et al., 2011; Garmendia et al., 2011; Serafim et al., 2011). In queste specie in particolare
sono state analizzati sia i cambiamenti a livello gonadico in animali che vivono in condizioni di
stress ambientale sia in animali sottoposti in modo sperimentale all’azione di xenostrogeni Queste
sostanze appartengono a un vasto, gruppo eterogeneo di contaminanti ambientali che sono
riconosciuti essere in grado di indurre cambiamenti nelle funzioni endocrine, e percid sono
chiamati prodotti chimici di distruzione endocrina. Tra i composti estrogenici, gli estrogeni naturali
steroidei [17b-estradiol (E2), estrone, estriolo] e i prodotti chimici sintetici, come pesticidi, bisfenoli
policlorurati (PCB) sono largamente presenti negli ecosistemi acquatici. Le maggiori fonti di
contaminazione sono dovute soprattutto alle acque di scarico municipali e industriali, pratiche
agricole, e acque di scolatura di trattamento degli stabilimenti (STP). I composti estrogenici
agiscono impedendo il legame ormonale con i recettori di ormone o con il legame di specifici
recettori di ormone, imitando 1’azione degli estrogeni endogeni (Soto et al., 1995). Nell’ultimo caso,
essi possono indurre una risposta ormone-dipendente, come la sintesi di VTG che si dimostra un
ottimo biomarker per lo stato di stress ambientale. I livelli di VTG generalmente aumentano in
femmine sessualmente mature, ma sono piu bassi nelle giovani e introvabili nei maschi. Nel caso
piu recente, il gene Vzg ¢ normalmente silente, ma i maschi possono sintetizzare e secernere VTG in
risposta a estrogeni o a sostanze simili agli estrogeni (Jackson et al., 1977; Flouriot et al., 1995;
Palmer e Palmer, 1995). Percio, la presenza di VTG per lo piu nel sangue di femmine immature e
dei maschi, ¢ stata proposta come biomarker utile per determinare lo stato di contaminazione
estrogenica nell’ambiente acquatico (Sumpter and Jobling, 1995; Marin et al., 2004). Alcune analisi
dirette e indirette sono state sviluppate per valutare i livelli di VTG in fegato e plasma di pesce,
come pure in emolinfa e gonadi di bivalvi. Analisi dirette, come ELISA, RIA, Western blot, ¢
analisi basate su anticorpi o di espressione del gene sono generalmente riconosciute come piu
specifiche e sensibili degli altri metodi (Heppel et al., 1995; Gagné e Blaise, 1998; Monteverdi e Di
Giulio, 1999; Solé¢ et al., 2000b; Hemmer et al., 2002; Gagné et Al., 2005b). Tuttavia, esse sono
costose, richiedono tempo e livelli alti di abilita e tecnologia. Inoltre, sebbene sono disponibili
anticorpi anti VTG-specifici e sequenze del gene Vg per alcune specie di pesce, questo non ¢ cosi
per 1 bivalvi. Di fatti, sono stati ottenuti solo alcuni anticorpi specie-specifici nei bivalvi (Suzuki et
al., 1992; Osada et al., 2003). Nei metodi diretti quali 1’analisi di gel elettroforesi la VTG nei
bivalvi si presenta nell’ovario come due bande principali, cosi determinate con gel elettroforesi
denaturante (Won et al., 2005). Dal momento che analisi specifiche sono ancora mancanti in alcuni
casi, nei bivalvi come in altri invertebrati la presenza dei distruttori endocrini spesso richiede 1’uso
di metodi indiretti che, sebbene “generici”, quantizzano indirettamente la proteina d’interesse
mediante la misurazione dei gruppi fosfato, carboidrato, calcio, steroidi, ubiquitinazione e contenuti
lipidici aggiunti post-traduzionalmente e rilasciati in seguito a un trattamento chimico. Tra questi va
ricordato 1’analisi ALP (fosfati alkali-labile) nella quale 1 fosfati vengono rilasciati dalle proteine a
cui sono legati in seguito a trattamento con alcali (Blaise et al., 1999). Nei bivalvi, almeno per loro,
il numero di aminoacidi (serina e tirosina) soggetti a fosforilazione ¢ circa 2—3 volte piu alto del
rapporto di base rispetto agli aminoacidi fosforilati nei tessuti che teoricamente giustificano 1’uso
del metodo della fosfato alcali-labile per misurare i relativi livelli di proteine di tuorlo di uovo
(Byrne et al., 1989). Apparentemente, la VTG negli invertebrati manca di una parte della fosvitina,
presente nei vertebrati, il che spiegherebbe non solo i loro livelli piu bassi di contenuto di fosfato,
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ma anche la maggiore suscettibilita al danno ossidativo delle proteine del tuorlo d’uovo negli
invertebrati acquatici (Ishikawa et al., 2004). Di fatti, le analisi di risonanza di spin elettronica e
degradazione di deossiribosio hanno rilevato che la fosvitina inibisce la formazione di radicali
idrossilici dalla reazione di Fenton mediante la chelazione degli ioni Fe(4). Percio, la VTG degli
invertebrati, priva di una parte della fosvitina, si presenta piu suscettibile alle alterazioni ossidative
come ad esempio la carbonilazione e forse la ubiquitinazione rispetto a quella dei vertebrati
(Matozzo V., et Al., 2008). Percio, il rilascio dei fosfati inorganici ¢ considerato un biomarker di
risposta agli estrogeni, sebbene essi non possono fornire una misura quantitativa delle
concentrazioni delle VTG (Gagné et al., 2002). L’induzione di sintesi di VTG nei tessuti di maschio
¢ stata gia usata con successo come indicatore della presenza di xenoestrogeni nell’ambiente, in
pesci (Hiramatsu et al., 2006; Orrego et al., 2006), bivalvi (Marin e Matozzo, 2004; Matozzo e
Marin, 2005), granchi e altri crostacei (Martin-Diaz et al., 2004, 2005). IL metodo ALP ¢ inoltre
utile a dimostrare la presenza della vitellogenina in distretti diversi dall’emolinfa (Blaise et al.,
1999) come la gonade (Aarab et al., 2004 e 2006) e la ghiandola digestiva (Ricciardi et al., 2008).
Nella gonade bisogna tenere presente che, in accordo con I’idea che le proteine VTG-like sono
femmina-specifica, nei mitili i livelli ALP dei maschi sono generalmente piu bassi delle femmine
(Aarab et al. 2004). Inoltre, 1 mitili sono piu sensibili ai distruttori endocrini nei primissimi stadi di
sviluppo della gonade (Ortiz-Zarragotia 2006). I mitili trattati con xenoestrogeni quando la loro
gonade ¢ all’inizio dell’accrescimento ovocitario presentano una diminuzione sia dello sviluppo
delle gonadi sia dei livelli ALP al loro interno, mentre i mitili maturi sessualmente e prossimi al
rilascio dei gameti, trattati con xenoestrogeni, presentano un aumento dello sviluppo della gonade
insieme a livelli piu elevati di ALP (Ortiz-Zarragotia 2006). E inoltre da considerare che la
sensibilita e la modalita di risposta ai distruttori endocrini variano in base all’interazione tra la
specie di bivalvo e il contaminante chimico in esame. Nelle femmine di Mytilus edulis esposte a
NSO (Petrolio del Mar del Nord) 1 follicoli ovarici sono piu grandi e piu numerosi rispetto al
controllo e presentano pochissime cellule del tessuto connettivo suggerendo dunque uno sviluppo
piu precoce della gonade. Quando gli stessi animali venivano esposti a NSO in combinazione con
gli alchifenoli e PAH (Idrocarburi Policiclici Aromatici), le gonadi dei mitili mostravano numerosi
follicoli ovarici in degenerazione, mentre il tessuto connettivo era molto lasso e conteneva numerosi
emociti nella periferia dei follicoli. Nella gonade di entrambi 1 sessi livelli molto bassi di proteine
simili alla VTG sono stati trovati negli animali di controllo o nei mitili esposti alla miscela NSO /
alchilfenolo / PAH. Al contrario, le quantita di fosfoproteine erano significativamente (3-7 volte)
piu elevate nei maschi e nelle femmine esposte a NSO da solo che nella miscela NSO / alchilfenolo
/ PAH (Aarab et al., 2004). Nelle gonadi di Mytilus edulis esposti a bisfenolo, invece si osservava
un aumento proteina vitellogenina-like in entrambi 1 sessi € una diminuzione degli ovociti. In questo
caso sembra dunque che i livelli di proteina vitellogenina-like siano poco colpiti dal bisfenolo
(Aarab et al., 2006). Nelle vongole Tapes philippinarum della laguna di Venezia, anche se il
contenuto di VTG delle femmine era generalmente superiore a quello dei maschi, 1 livelli di VTG
nell’emolinfa hanno mostrato tra maschi e femmine tendenze simili a variare. Inoltre, in 7.
philippinarum femmine, la variazione del contenuti VTG nella ghiandola digestiva era simile a
quello osservato nella emolinfa, mentre nei maschi le variazioni suggerivano che le fasi di
produzione VTG si alternavano a quelle di trasporto della VTG (Matozzo et al., 2007). Esposizione
per 7 giorni della stessa specie a concentrazioni acquose subletali di NP causava aumenti
significativi nei livelli di proteina VTG-like sia nell’emolinfa sia nella ghiandola digestiva dei
maschi, mentre nessun cambiamento era osservato nelle femmine (Matozzo e Marin, 2005). La
spiegazione ¢ dovuto al fatto che 7. philippinarum della Laguna di Venezia come altre specie di
vongole raccolte nel mese di Giugno sono in una fase di pre-fecondazione (Marin et al., 2003),
durante la quale 1 livelli piu alti di VTG potrebbero presumibilmente essere rilevati nella emolinfa
delle femmine (Blaise et al., 1999). Durante questa fase, i livelli di ormoni sessuali naturali, come
E,, aumentano inducendo un aumento della concentrazione di proteina VTG-like nelle femmine.
Pertanto, 1 livelli VTG-like normalmente superiori nelle femmine di 7. philippinarum, rispetto ai
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maschi possono nascondere gli effetti estrogenici del NP nelle femmine, diventando piu evidenti nei
maschi. Iniezione con NP e coprostanolo (un metabolita ridotto di colesterolo), ha anche fatto
registrare un aumento significativo delle proteine VTG-like nella emolinfa della vongola
sessualmente differenziata, M. arenaria (Blaise et al., 1999), e del mitilo sessualmente
indifferenziato, E. complanata (Gagné et al., 2001b), mentre non ¢ stata osservata nessuna
induzione significativa di VTG nell’emolinfa di Mytilus edulis e di Anodonta cygnea dopo
l'esposizione a E; (Riffeser ¢ Hock, 2002). In questo ultimo studio, gli autori hanno suggerito che
I’emolinfa non ¢ il trasportatore delle proteine VTG-like nei bivalvi e che le proteine VTG-like
nella emolinfa possono provenire dai prodotti di degradazione rilasciati dalle gonadi. Al contrario,
altri risultati fanno pensare che I’emolinfa gioca davvero un ruolo importante nel trasporto di
queste proteine nei molluschi bivalvi, come riportato per altre specie di bivalvi (Blaise et al., 1999;
Gagné et al., 2001a, b). In studi di campo il mitilo d’acqua dolce Elliptio complanata, esposto ad
acque di scarico contenenti xenoestrogeni, i livelli di proteina VTG-like aumentavano sia
nell’emolinfa sia nelle gonadi dei mitili maschi e femmine, tuttavia I’intensita della risposta VTG
nelle femmine era un poco piu alta rispetto ai maschi, suggerendo che le femmine erano piu
sensibili agli estrogeni dei maschi (Gagné et al., 2001a). I Mytilus galloprovincialis maschi della
laguna di Venezia raccolti durante il periodo riproduttivo mostravano livelli significativamente alti
di proteina VTG-like nell’emolinfa, a differenza delle femmine raccolte dello stesso periodo che
non mostravano aumenti significativi dei livelli di proteina VTG-like (Pampanin et al., 2005).
Questo indica che gli xenoestrogeni erano presenti nell’area di studio e che 1 maschi erano piu
suscettibili ai contaminanti delle femmine in cui la vitellogenina ¢ normalmente espressa durante la
gametogenesi (Pampanin et al., 2005). In seguito a esposizione a BPA si ¢ andati ad analizzare,
mediante RT-PCR quantitativa, 1”'espressione delle sequenze geniche dei recettori ER; e ER; nella
ghiandola digestiva di Mytilus galloprovincialis, per gli animali di controllo si ¢ visto che entrambe
le sequenze erano espresse costitutivamente nella ghiandola digestiva, con ER; mostrante una
espressione basale piu alta rispetto a ER,. Nei campioni esposti, invece, il bisfenolo A (BPA) ha
indotto una diminuzione significativa nella espressione di ER; a 15 ng/g (-54% rispetto ai controlli),
mentre le altre concentrazioni sono stati inefficaci. Per ER, invece si € osservato un aumento di due
volte della sua trascrizione a tutte le concentrazioni testate, risultando significativa (p < 0,05) alla
concentrazione piu bassa (3 ng/g). D’altro canto quando i mitili sono stati esposti a E;, a
concentrazioni in grado di influenzare l'espressione di altri geni nella ghiandola digestiva nelle
stesse condizioni sperimentali, ¢ stato osservato un leggero aumento nella quantita di entrambi i
trascritti ER; e », significativo per MeER; a 1.35 ng/g (+27%, p < 0,05) e per ER; a 6,75 ng/g
(+39%, p < 0,05), rispettivamente (Canesi et al., 2007a). Nel caso della gonade si ¢ visto che
I'esposizione di Mytilus galloprovincialis immaturi (Aprile 2008) a E,, EE, ed EB risultava in un
aumento significativo della espressione gonadica del mRNA ER; in tutte le dosi di esposizione, ad
eccezione della dose piu alta di E, (pari a 200 ng/l); inoltre, ad eccezione della dose piu bassa di E,
(5 ng/l), ’espressione del messaggero ER; ¢ stata leggermente piu elevata nei maschi rispetto alle
femmine (Ciocan et al., 2010). Queste dosi di esposizione trovano inoltre conferma da un
precedente lavoro di Puinean (2006) in cui I’estradiolo veniva assorbito dai mitili usando questo
regime di esposizione. Risultati simili sono stati riportati dopo esposizione al nonifenolo in Tapes
philippinarum (Matozzo e Marin, 2005) in cui si notava un maggiore effetto estrogenico nei maschi,
mentre in Dreissena polymorpha esposti al trattamento delle acque reflue effluenti di lavoro sono
stati osservati gravi effetti sul sistema endocrino (Quinn et al., 2004). I distruttori endocrini, oltre ad
influenzare e modificare 1’espressione genica come nel caso della VTG, sono inoltre in grado di
determinare il differenziamento sessuale, come la femminizzazione dei gameti. In molte specie
sentinella, tra cui 1 mitili, la femminizzazione si dimostra essere un biomarker di estrogenicita piu
specifico. Per esempio, quando i1 mitili E. complanata del fiume di Saint-Lawrence (Quebec,
Canada) venivano esposti per lungo periodo a acque di scarico urbane cid si traduceva in un
aumento significativo del numero di femmine e di proteine Vg-like in entrambi i sessi (Blaise et al.,
2003). Evidenze di mascolinizzazione sono state descritte invece nel mitilo marino M. edulis
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raccolto in un porto in cui venivano scaricate acque reflue e in un cantiere navale. In seguito a
contaminazione con idrocarburi poliaromatici, argento, coprostanolo e stagno i mitili maschi erano
in sovrannumero rispetto alle femmine di due volte suggerendo un forte effetto di
mascolinizzazione (Hellou et al., 2003). Questi studi suggeriscono che la proteina VTG-like puo
essere utilizzata come un valido biomarker (Matozzo et Al., 2008). L'esposizione continua o a lungo
termine a queste sostanze chimiche estrogeniche puo inoltre portare, oltre a effetti femminizzanti,
addirittura a intersessualita nei bivalvi (Mori et al, 1969;. Blaise et al, 2003; Gagné et al, 2003 e
2005), con conseguenze sul mantenimento delle loro popolazioni. L’ermafroditismo nei mitili ¢
stato segnalato con una prevalenza molto bassa, circa 1/1000 campioni. Tuttavia, a Urdaibai nel
mese di marzo del 2004 durante una raccolta sono stati trovati quattro (26%) su 15 mitili
complessivi che presentavano follicoli femminili contenenti gameti maschili, mentre gli altri mitili
della stessa popolazione e dello stesso periodo erano chiaramente differenziati o maschi o femmine.
Solo uno di quei mitili femmina contenente gameti maschili ha mostrato spermatociti e spermatidi
chiaramente differenziati all’interno dei follicoli, mentre gli altri tre mitili presentavano cellule
maschili nei follicoli femminili. Dunque nel corso dei campionamenti dei mitili dalle varie aree di
raccolta in questione, un aumento del numero dei campioni da osservare istologicamente non pud
che essere utile data 1’elevata prevalenza di mitili in intersesso trovata a Urdaibai. Un aumento dei
campioni in intersesso puo essere considerato un buon indice di esposizione dei mitili ai distruttori
endocrini anti-estrogenici o androgenici (Caceres-Martinez e Figueras, 1998; Newell, 1989;
Villalba, 1995; Ortiz-Zarragoitia et al., 2010).
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CAPITOLO III

SCOPO DELLA TESI

Negli invertebrati cosi come in buona parte dei vertebrati la formazione dei granuli di vitello ¢ una
tappa rilevante nel differenziamento ovocitario. Dato negli ultimi anni il notevole interesse sugli
invertebrati e sulla loro principale proteina del vitello, la VTG, nell’ambito di un progetto
dipartimentale per valutare la possibilita di utilizzare i mitili quali specie sentinella per rilevare
I’inquinamento nel Golfo di Napoli; ho intrapreso uno studio per caratterizzare i siti di sintesi della
VTG e per valutare la possibilita di utilizzare la VTG come biomarker nel mitilo Mytilus
galloprovincialis. Negli invertebrati e in modo particolare nei molluschi bivalvi la vitellogenesi, a
differenza dei vertebrati, ¢ un mondo in parte inesplorato e tuttora da definire. E proprio per questo
che il mio lavoro di tesi ¢ stato quello di determinare la sede di sintesi del relativo messaggero della
vitellogenina e il pathway della stessa proteina in Mytilus galloprovincialis mediante studi eseguiti
a livello biomolecolare e ultrastrutturale. Ho inoltre lavorato, sempre nella stessa specie, sui
recettori degli estrogeni ed in particolare sull’espressione del loro messaggero nel tentativo di
iniziare a delineare le modalita con cui gli estrogeni possono intervenire nella sintesi della VTG.
Preliminarmente, ho ritenuto opportuno procedere ad analisi del ciclo riproduttivo durante 1’intero
arco dell’anno. L’espressione dei recettori degli estrogeni, insieme all’utilizzo di calcoli statistici
mediante la misura dagli indici di condizione e gonadici, oltre che all’analisi istologica delle gonadi,
sono stati inoltre utilizzati quali biomarker di inquinamento ambientale per fare un confronto tra i
mitili prelevati dalla zona inquinata (Zona B) e non (Zona A).
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CAPITOLO IV

IL MODELLO SPERIMENTALE:
Mytilus galloprovincialis

Il mitilo Mytilus galloprovincialis ¢ un mollusco appartenente alla famiglia dei Mytilidae e presenta
una conchiglia costituita da due valve uguali in forma e grandezza, la cui chiusura ¢ controllata da
un muscolo adduttore. Da un incavo sul lato ventrale del piede viene rilasciata una secrezione
viscosa che a contatto con l'acqua solidifica e origina i filamenti del bisso, costituiti da collagene e
da particolari proteine di adesione che permettono al mitilo di aderire efficacemente a substrati duri.
L’alimentazione e la respirazione avvengono grazie alle correnti d’acqua che attraversano
I’apparato branchiale. Il cibo viene intrappolato dalle ciglia nelle branchie e poi trasportato alla
bocca dove avviene un processo di selezione delle particelle alimentari, quelle non desiderate
vengono eliminate all’esterno come pseudo-feci, mentre la restante parte viene ingerita.

I sessi sono separati nei mitili, ma non ci sono differenze morfologiche tra maschi e femmine. anche
se spesso le gonadi femminili sono di colore arancione, e quelle maschili sono di color bianco.
Tuttavia, il colore delle gonadi non puo essere utilizzato per una corretta discriminazione sessuale
in M. galloprovincialis, dato che 1 mantelli colorati di rosa e arancio sono stati trovati non solo nelle
femmine, ma anche in circa il 30% dei maschi. Allo stesso modo circa il 30% delle femmine
presenta 1 mantelli colorati bianco e giallo (Mikhailov et al., 1995). Nel corso la mia tesi di
dottorato gli organi a cui ho rivolto attenzione per realizzare la mia linea di ricerca sulla
vitellogenina sono stati la ghiandola digestiva e il mantello al cui interno si trovano le gonadi. La
ghiandola digestiva dei molluschi ¢ il centro principale per la regolazione del metabolismo poiché
partecipa ai meccanismi di difesa immunitaria e di regolazione omeostatica del mezzo interno, cosi
come ai processi di disintossicazione e eliminazione degli xenobiotici (Moore e Allen, 2002). La
morfologia, struttura e funzionalita della ghiandola digestiva nei molluschi possono essere utilizzate
per studiare l'attivita metabolica dell'organismo. La ghiandola digestiva di M. galloprovincialis e di
altri molluschi bivalvi marini ¢ costituita da una serie di diverticoli che si collegano con lo stomaco
tramite una sequenza di dotti. L'epitelio dei diverticoli digestivi ¢ costituito da due principali tipi
cellulari, le cellule colonnari digestive e la cellule piramidali basofile (Aarab et al., 2008;
Dimitriadis et al., 2004; Owen 1972; Morton 1983). Le cellule digestive sono principalmente
coinvolte nella digestione degli alimenti all’interno delle cellule; in esse ¢ stata riscontrata
l'esistenza di un sistema lisosomiale vacuolare ben sviluppato costituito prevalentemente da
eterofagosomi, eterolisosomi e corpi residui, in accordo con la funzione di digestione intra-cellulari
che sono chiamati a svolgere (Owen 1972, Morton 1983, Cajaraville et al. 1995, Lobo-da-Cunha
2000; Dimitriadis et al., 2004; Aarab et al., 2008). Le cellule basofile mostrano un reticolo
endoplasmico altamente sviluppato e numerosi vacuoli per la produzione e la secrezione degli
enzimi; si ritiene infatti che queste cellule siano responsabili della secrezione di enzimi digestivi
che iniziano la digestione extracellulare delle particelle di cibo (Owen 1970, Morton 1983, Henry et
al. 1991, Lobo-da-Cunha 1999; Aarab et al., 2008). Il mantello,nei molluschi bivalvi, viene definito
come uno spazio anatomico laminare, di spessore variabile, circondato da un epitelio, che
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comprende differenti tipi di cellule soggette a cambiamenti nella popolazione in seguito ai ritmi
stagionali. Nei bivalvi marini e di acqua dolce, il tessuto del mantello ¢ responsabile di una serie di
funzioni specializzate, come la capacita sensoriale, la conservazione dei nutrienti, la direzione delle
correnti di alimentazione, e la sintesi delle sostanze che partecipano alla mineralizzazione della
conchiglia e la formazione della perla (Addadi e Weiner 1997; Checa 2000; Barik et al. 2004;
Acosta-salmone e Southgate 2005). Inoltre, per quanto riguarda i Mytilidae il mantello funge come
il mezzo principale per sostenere la gametogenesi (Lowe et al. 1981; Bayne et al. 1982). Nei mitili e
in particolare in Mytilus galloprovincialis, 1l tessuto gonadico si estende infatti all'interno del
tessuto connettivo del mantello (Lubet, 1959), al di sotto delle due valve, permettendo dunque una
facile campionatura del tessuto. Finora, quella dei Mytilidae ¢ 1'unica famiglia di bivalvi in cui il
tessuto del mantello favorisce lo sviluppo della gonade a scapito delle cellule staminali e delle
riserve immagazzinate (Mourazos et al. 2001; Suacedo P.E., 2008).

Nel mantello dei Mytilidae, oltre alle cellule staminali si notano le cellule di deposito quali
amebociti, le cellule connettivali vescicolari (VCT) e cellule adipogranulari (ADG) (Lozada e
Reyes 1981; Peek e Gabbott 1989; Lubet ¢ Mathieu 1990; Gabbott e Peek 1991; Mathieu e Lubet
1993; Mathieu et al. 1991; Mikhailov et al. 1996). Il mantello di Mytilus galloprovincialis ha due
funzioni fisiologiche correlate: accumulo di sostanze di riserve nelle cellule VCT e ADG e sviluppo
della gonade che invade il mantello, proliferando a spese del tessuto di riserva; Le cellule ADG
sono composte principalmente da granuli di proteine, gocce di lipidi e glicogeno, mentre le cellule
VCT formano una singola, larga, vescicola di deposito contenente solo glicogeno. Uno sviluppo
stagionale inverso ¢ stato descritto tra il ciclo del tessuto di riserva, specialmente del glicogeno, e il
ciclo gametogenico (Pipe, 1987b; Suarez et al., 2005). I cicli delle cellule del tessuto connettivo
vescicolare (VCT) e del tessuto adipogranulare (ADG) (Gabbott, 1976; Pipe, 1987b; Mathieu &
Lubet, 1993) sono stati classificati in tre fasi ciascuna: Inizialmente vi sono poche cellule VCT
vuote (Stadio 0) che incominciano a riempirsi di materiale e si accumulano tra i follicoli e verso
l'epitelio del mantello (Stadio 1), ma non formano ancora un nastro continuo intorno ai follicoli
(stadio 2) dove le cellule VCT sono riempite e circondano quasi completamente i1 follicoli. In
maniera analoga, le cellule ADG inizialmente sono poche e si presentano prive di materiale (Stadio
0). Col procedere dell’accrescimento alcune cellule ADG sono caratterizzate dalla presenza di
materiale e incominciano a formare una sorta di rete tra le cellule VCT (Stadio 1). Alla fine tutte le
cellule ADG risultano caratterizzate dalla presenza di una cospicua quantita di materiale e hanno
costituito una rete tra le cellule VCT (Stadio 2). Il volume occupato dai tessuti di deposito €
massimale in estate e diminuisce durante 1’autunno e 1’inverno poiché le riserve di nutrienti sono
utilizzate per sostenere lo sforzo riproduttivo (Lowe et al., 1982; Worral ¢ Widdows, 1984; Pipe,
1985, 1987b). Questa diminuzione continua fino alla prima emissione dei gameti in primavera. E
stato proposto che gli ovociti si accrescano inizialmente a spese dei metaboliti liberati dalle cellule
ADG e VCT (Lubet, 1959; Gabbott PA. 1976; Lowe et al., 1982; Pipe, 1987b; Mathieu & Lubet,
1993). Successivamente, quando questa fonte di metaboliti si ¢ esaurita, la vitellogenesi puo essere
sostenuta direttamente dai metaboliti circolanti che hanno origine dalla trasformazione del cibo
ingerito.

Il ciclo riproduttivo ¢ determinato in risposta ad una serie di fattori sia endogeni sia esogeni, che
possono variare in base all’area geografica ed alle differenti condizioni ambientali (Rodhouse et al.,
1984, Seed & Suchanek 1992; Villalba 1995). I parametri piu importanti che influenzano la
riproduzione nei mitili sono la disponibilita di cibo e la temperatura (Lubet, 1981; Seed & Suchanek
1992; Pazos et al.,1997; Ceballos-Vazquez et al., 2000). La proporzione di tessuto germinale
(follicolo) ¢ variabile e dipende dalle fasi del ciclo riproduttivo (Lowe et al., 1982; Gabbott, 1983;
Pipe, 1987b). Durante la crescita delle gonadi in Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis, il
tessuto riproduttivo si espande e invade i tessuti molli della massa viscerale e i lobi del mantello
(Field, 1922). Negli individui adulti, le cellule destinate alla riproduzione rappresentano
mediamente il 59% del peso dei tessuti molli (Thompson, 1979), ma possono raggiungere il 95%
del tessuto del mantello (Seed, 1969). La gametogenesi in Mytilus galloprovincialis ¢ piu 0 meno
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sincrona tra i due sessi ed ¢ stata differentemente suddivisa (Lubet 1959, Suarez et at 2005; Duinker
et al., 2008). Tra quelli proposti ho scelto di seguire quella proposta da Duinker, che ha suddivo il
ciclo ovogenico in 4 stadi in cui si parte dallo Stadio 0 dove il mantello ¢ dominato da tessuto di
deposito e ha poco tessuto gonadicoNelle prime fasi non puo essere determinato il sesso. I follicoli
femminili che possono essere riconosciuti hanno ovociti in fase previtellogenica e 1 follicoli
maschili hanno solo le prime fasi delle cellule spermatiche e nessun spermatide o spermatozoo. Allo
Stadio 1, invece, 1 follicoli sono riconoscibili e tutti gli individui sono piu facilmente riconoscibili
per il sesso. La maggior parte degli ovociti ha iniziato la vitellogenesi ed alcuni hanno gia terminato
I’accrescimento. Nei follicoli maschili le cellule immature occupano circa la meta del raggio del
follicolo. Andando avanti nella crescita la gonade passa allo Stadio 2 dove la maggior parte degli
ovociti, che sono ancora attaccati alle pareti del follicolo, sono in vitellogenesi avanzata con granuli
di vitello e involucro vitellino ben visibili. Una minoranza degli ovociti sono gia nel lume e hanno
terminato [’accrescimento. I maschi hanno un numero elevato di spermatidi, ma le cellule
spermatiche immature, che formano almeno un quarto del raggio del follicolo, sono ancora
abbondanti. La crescita va avanti fino a raggiungere lo Stadio 3 in cui la situazione della gonade ¢
morfologicamente allo stadio 2, ma la percentuale di gameti che hanno terminato I’accrescimento
nei follicoli € piu alta e la percentuale di tessuto gonadico rispetto al tessuto di deposito ¢ di solito
piu elevata. Nei mitili M. galloprovincialis del Mar Mediterraneo, lo sviluppo del tessuto della
gonade inizia a Ottobre e la gametogenesi procede poi per tutto I'inverno. Alla fine dell’autunno vi ¢
la prima deposizione dei gameti seguita da una seconda deposizione a inizio primavera. Entrambe le
deposizioni sono definite parziali in quanto coinvolgono solamente una parte dei follicoli della
gonade. Nel periodo tra le due emissioni nella gonade vi ¢ dunque una emissione parziale dei
gameti a cui fa seguito una rigenerazione di questi all’interno dello stesso follicolo o tra le cellule
del tessuto di riserva dando cosi origine a nuovi follicoli in accrescimento. Verso la seconda meta
del mese di Aprile nella gonade ha luogo una nuova e intensa gametogenesi che culminera nella
deposizione finale vera e propria delle uova a inizio Estate quando il mantello risultera occupato
principalmente dalle cellule dei tessuti di riserva fino alla fine di Settembre. (Crespo e Espinosa.
1990; Mancebo et al., 1992).
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CAPITOLO V

MATERIALI E METODI

Animali

Circa 100 femmine nelle diverse fasi del ciclo riproduttivo (stadio 0, stadio 1, stadio 2, stadio 3,
secondo Dunker et al 2008) dei mitili, Mytilus galloprovincialis sono stati raccolti nel Golfo di
Napoli, gli ovari e le ghiandole digestive sono stati asportati con attrezzature di dissezione
sterilizzate con RNasi-free. Per ciascun animale sono stati determinati la lunghezza totale della
valva e quando ¢ stato possibile il sesso la cui caratterizzazione, mediante analisi al M.O., ¢
consistita nello schiacciamento su vetrino di un frammento di gonade a fresco. Le gonadi e le
ghiandole digestive di Mytilus galloprovincialis, una volta prelevate, sono state in parte conservate
a -80°C per le indagini di analisi di biologia molecolare, in parte fissate per indagini al microscopio
ottico ed elettronico. Riguardo alla microscopia ottica, ovari e ghiandole digestive, una volta
rimossi, sono stati fissati per 24 ore in soluzione Bouin e poi disidratati con una serie ascendente di
etanolo. Sono stati effettuati poi due passaggi in xilene, a cui ha fatto seguito I’infiltrazione in
xilene:paraffina nel rapporto 1:1, prima di includerli in cera di paraffina. Dopo il sezionamento dei
blocchetti cosi ottenuti mediante microtomo le sezioni di 5-7 micron sono state distese su vetrini
Superfrost Plus (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germania) per le indagini di ibridazione in situ e/o
colorate con entrambe le colorazioni emallule di Mayer / eosina e tricromica di Mallory (Mazzi,
1977) per le osservazioni di routine.

RT-PCR

L’RNA totale (Tri-reagenti, Sigma) estratto da ovociti e ghiandola digestiva, ¢ stato retrotrascritto
utilizzando il kit SuperScript (Invitrogen). La reazione ¢ stata condotta utilizzando oligo dT,
secondo il protocollo della casa fornitrice. La preparazione del’RNA ¢ stato valutato con
elettroforesi su gel di agarosio 1%.

Per amplificare il cDNA della VTG, abbiamo considerato la sequenza primer riportata da Puinean
et al., (2006). 11 primo filamento di cDNA (3 pul) ¢ stato utilizzato come template
nell’amplificazione di PCR (volume finale 25 pl). La miscela di reazione conteneva: 0,4 mM di
ciascun primer, 1.5 unita di Taq DNA polimerasi (Invitrogen), 1x buffer PCR; 0,4 mM di dNTP e
1,5 mM buffer MgCI2. 11 settaggio termico della PCR ¢ stato il seguente: 15 minuti a 95 °C, 40 cicli
di 30 sa295°C, 1 min a 58 °C, 30 s a 72 °C; 7 minuti a 72 °C. Il prodotto PCR ¢ stato corso
elettroforeticamente su gel di agarosio al 2% e visualizzato mediante colorazione con bromuro
etidio. La subunita ribosomiale 18S di Mytilus ¢ stata utilizzata come controllo interno del cDNA.

Ibridazione in situ

Sono stati eseguiti esperimenti di ibridazione in situ per localizzare 1 messaggeri della VTG e dei
recettori degli estrogeni (ER; e ER;), utilizzando una sonda a RNA per rilevare il mRNA della VTG
e sonde a cDNA per rilevare il mRNA dei recettori ER; € ER,. Le sonde sono state ottenute come di
seguito descritto:
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Sintesi della sonda a RNA per la VTG

Il plasmide ricombinante, contenente la parziale sequenza codificante la VTG di Mytilus edulis ¢
stato gentilmente concesso dalla professoressa Corina Ciocan. Grazie alla collaborazione delle
prof.sse Rosanna del Gaudio e Serena Aceto il plasmide ¢ stato processato fino alla linearizzazione
e utilizzato come templato in una reazione di trascrizione in vitro (DIG RNA Labelling, Roche)
utilizzando RNA polimerasi SP6 ¢ T; e UTP-digossigenina al fine di ottenere sonde a RNA,
antisenso e senso: la sonda antisenso ¢ complementare all’RNA, la senso ha la stessa sequenza del
messaggero. L’efficienza di sintesi ¢ stata determinata mediante Spot Test.

Sintesi delle sonde a cDNA per i recettori degli estrogeni (ERI e ER2)

Su cDNA estratto dalla gonade di Mytilus galloprovincialis sono state condotte delle PCR per i
recettori degli estrogeni secondo il protocollo riportato in seguito; i prodotti di amplificazione sono
stati eluiti e amplificati per PCR utilizzando dNTP marcati con digossigenina (Roche). I prodotti
delle PCR sono stati corsi su gel di agarosio al 2% per stimarne la concentrazione, usando come
riferimento la scala quantitativa 100 bp ladder (Fermentas)

Ibridazione in situ per rilevare I’'m RNA per la VTG

Le parti di gonadi e ghiandole digestive fissate e incluse per la microscopia ottica, una volta
tagliate in sezioni di 7 um di spessore, sono state sparaffinate in histolemon e idratate con una serie
a gradazione decrescente di alcool etilico. Le sezioni sono state pre-fissate in 4% di parafolmaldeide
in PBS (NaCl 250 mM, KCI 27 mM, Na,HPO, 80 mM, KH,PO, 15 mM, pH 7-4), lavate in PBS e
digerite con proteinasi K (10 pg/ml) in Tris-HCI 20 mM e EDTA 1 mM, pH 7-2; in seguito sono
state post fissate in 4% paraformaldeide in PBS, lavate in 2X SSC (NaCL 3M, Na3;C¢Hs07-2H,0
300 mM) e tenute per almeno 30 minuti in un tampone Tris-glicina (Tris 100 mM, Glicina 100
mM). A questo punto le sezioni sono state pre-ibridate con 40% formammide dionizzata, 5x SSC,
1x Denhard’s solution, 100 pg/ml DNA di spermatozoi di salmone, 100 pg/ml di tRNA e ibridate
per tutta la notte in camera umida con la miscela di ibridazione, che differisce da quella della pre-
ibridazione per la presenza della sonda a RNA (1 ng/ul) senso o antisenso marcata con
digossigenina. La temperatura di ibridazione utilizzata ¢ stata di 46°C. Le sezioni sono state lavate
prima in 5x SSC e poi nella soluzione di post-ibridazione (0-5x SSC; 20% formammide
deionizzata) per 3 ore a 60°C. Per rimuovere la sonda a singolo filamento ¢ stata effettuata una
digestione con ribonucleasi A (10 pg/ml) diluita in NTE (NaCl 500 mM, Tris-HCL 10 mM pH 7-0,
EDTA 5 mM) a 37°C per 15 minuti e nella soluzione di post-ibridazione a 60°C per 30 minuti. Nei
passaggi successivi, necessari per la rivelazione della sonda, le sezioni sono state incubate in 2%
Blocking Solution (Roche) in acido maleico 100 mM pH 7-5 per 30 minuti e poi con un anticorpo
anti-digossigenina coniugato a fosfatasi alcalina (Roche), diluito 1:5000 v/v in 2% Blocking
Solution (Roche) in acido maleico 100 mM, pH 7-5, 10% v/v di siero normale di pecora (Sigma-
Aldrich). Le sezioni sono state poi incubate con un substrato della fosfatasi alcalina, il BM Purple
(Roche) in 0.1% Tween-20 e 0.5 mg/ml Levamisole. Dopo aver bloccato la reazione in 1 mM
EDTA in PBS, le sezioni sono state contrastate con Nuclear Fast Red (Vector), montate in
Acquovitrex (Carlo Erba) e osservate con un microscopio Axioskop (Carlm Zeiss). Le immagini
sono state ottenute utilizzando una videocamera AxioCam MRc5 (Carl Zeiss) e acquistate con il
software AxioVision 4-7 (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Ibridazione in situ con cDNA per rilevare ’mRNA dei recettori degli estrogeni (ER; e ER>)
Sezioni di 7 um di spessore di ovari e ghiandole digestive di Mytilus galloprovincialis sono state
sparaffinate in histolemon e idratate con una serie a gradazione decrescente di alcool etilico. Le
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sezioni sono state pre-fissate in 4% di paraformaldeide in PBS (NaCl 250 mM, KCl 27 mM,
Na,HPO,4 80 mM, KH,PO4 15 mM, pH 7-4), lavate in PBS e digerite con proteinasi K (10 pg/ml) in
Tris-HC1 20 mM e EDTA 1 mM, pH 7-2; di seguito sono state post-fissate in 4% paraformaldeide
in PBS, lavate in 2X SSC (NaCL 3M, Na3;C¢Hs07-2H,0 300 mM) e tenute per almeno 30 minuti in
un tampone Tris-glicina (Tris 100 mM, Glicina 100 mM). A questo punto le sezioni sono state pre-
ibridate con 40% formammide dionizzata, 5x SSC, 1x Denhard’s solution, 100 pg/ml DNA di
sperma di salmone, 100 ug/ml di tRNA e ibridate per tutta la notte in camera umida con la miscela
di ibridazione, che differisce da quella della pre-ibridazione per la presenza della sonda a cDNA (1
ng/ul) marcata con digossigenina. Le temperatura di ibridazione utilizzate sono state di 48°C per
entrambi i recettori (ER; e ER;). Le sezioni sono state lavate in 2x SSC e formammide 50% per 30
minuti; ¢ seguito poi un lavaggio in 1x SSC e formammide 50% per 30 minuti e in 0.5x SSC e
formammide 50% per 15 minuti. Le sezioni sono state poi lavate in 2x SSC. A questo punto, i
passaggi successivi, necessari per la rivelazione della sonda, sono stati eseguiti come descritto per
I’ibridazione in situ con sonda a RNA.

Microscopia elettronica

Le gonadi di Mytilus galloprovincialis sono state fissate in glutaraldeide (3%) e saccarosio (7,5%)
in soluzione tampone fosfato (PB)0,1 M per 3 ore a temperatura ambiente. Dopo ripetuti lavaggi in
tampone fosfato 0,1 M, i frammenti di gonade sono stati post-fissati in una soluzione di tetraossido
di osmio all’1% in PB per 1 h a 4°C, cui ¢ seguita la disidratazione effettuata in una serie a
gradazione crescente di alcool etilico. E stato effettuato quindi un passaggio in ossido di propilene,
cui ¢ seguita I’infiltrazione in ossido di propilene : Epon in rapporto di 2:1, e poi 1:1 e infine Epon a
temperatura ambiente per tutta la notte. I campioni sono stati quindi inclusi in apposite stampi e
posti in stufa a 60°C per 72 h. La localizzazione dei campioni inclusi in Embed 812 ¢ stata
effettuata utilizzando un ultramicrotomo Reichert-Jung Supernova con il quale sono state ottenute le
sezioni semisottili, di 2 pm di spessore, che sono state colorate con blu di toluidina 0.1%. Una volta
localizzato, il materiale di interesse ¢ stato selezionato e tagliato in sezioni ultrasottili, di 60-70 nm
di spessore, che sono state raccolte su retini di rame. I retini con le relative ultrasottili sono stati
sottoposti a colorazione con acetato di uranile e citrato di piombo. L’osservazione ¢ stata effettuata
al microscopio elettronico a trasmissione Philips CM12, presso il Centro Interdipartimentale di
Servizio per la Microscopia Elettronica (C.I.S.M.E.) dell’Universita degli Studi Napoli Federico II.

Analisi di espressione

Ulteriori informazioni sulla regolazione della sintesi della VTG sono venute da un indagine
condotta per rilevare I’espressione dei messaggeri per i recettori degli estrogeni, che nei molluschi
(Puinean et al., 2006; Ciocan et al., 2010) come nei vertebrati (Polzonetti et al., 2004; Prisco et al.,
2008; Verderame e Limatola, 2010), intervengono nel controllo della sintesi della VTG. A questo
scopo, retrotrascrivendo la medesima quantita di RNA totale (5 pg) per tutti i campioni in esame
(gonadi degli stadi 1 e 2, e stadio 3 ¢ stato ottenuto un cDNA che ¢ stato amplificato con due coppie
di primers specifici per ER; e ER, (Puinean et al., 2006). Per normalizzare i risultati della PCR
abbiamo adoperato la subunita 18S dell’rRNA.

Estrazione di RNA

L’RNA totale ¢ stato estratto da gonadi e ghiandola digestiva di femmine di Mytilus
galloprovincialis raccolte in due zone del Golfo di Napoli (Castel dell’Ovo) classificate in base al
diverso stato di salubrita ambientale: Zona A e Zona B. In particolare, ciascun campione ¢ stato
omogeneizzato in TRI REAGENT in un omogeneizzatore sterile, centrifugato a 12.000 g per 10
minuti a 4°C. Il surnatante ¢ stato trasferito in un tubo da microcentrifuga. Per assicurare una
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completa dissociazione dei complessi nucleo proteici, il campione ¢ stato lasciato per 5 minuti a
temperatura ambiente. Sono stati poi aggiunti 200 pl di cloroformio per ogni ml di TRI REAGENT
utilizzato. Il campione ¢ stato agitato vigorosamente per 15 secondi e lasciato poi per 15 minuti a
temperatura ambiente. La miscela ottenuta ¢ stata centrifugata a 12.000 g per 15 minuti a 4°C. La
centrifugazione ha separato la miscela in tre fasi: una fase organica rossa (contenente proteine) € un
interfase (contenente DNA) una fase acquosa superiore incolore (contenente RNA). La fase acquosa
¢ stata recuperata e sono stati aggiunti 500 pl di isopropanolo per ogni ml di TRI REAGENT. Il
campione ¢ stato lasciato per 10 minuti a temperatura ambiente. Poi ¢ stata eseguita la
centrifugazione a 12.000 g per 10 minuti a 4°C. Rimosso il surnatante, ’RNA ¢ stato lavato con 1
ml di etanolo 75° per ogni ml di TRI REAGENT usato. Il campione ¢ stato agitato con vortex e poi
centrifugato a 7.500 g per 5 minuti a 4°C. Il surnatante ¢ stato eliminato e il precipitato di RNA ¢
stato lasciato asciugare all’aria per 5-10 minuti. L’RNA ¢ stato risospeso in 20 pl di acqua DEPC.
La qualita del’RNA ¢ stata valutata mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio; la
concentrazione e la purezza dell’RNA sono state stimate con la lettura allo spettrofotometro a 260 e
280 nm. Il campione risultante ¢ stato conservato a -80°C.

Retrotrascrizione

Gli RNA ottenuti sono stati retro trascritti mediante SuperScript II Reverse Transcriptase
(Invitrogen). Per ciascuna reazione, 5 pug di RNA totale ¢ stato incubato con 1 pl di primer oligo-
dTi2.18 (500 pg/ml), 1 pl di ANTP (10mM) e acqua fino a 12 pul per 5 minuti a 65°C. Dopo una
breve centrifugazione, sono stati aggiunti 4 pl di 5x First-Strand Buffer, 2pl di DTT 0.1 M e 1pl di
acqua RNAsi-free; la miscela ¢ stata incubata a 42°C per 2 minuti. E stato aggiunto 1 pl di
SuperScript II RT e incubato a 42°C per 50 minuti. La reazione ¢ stata inattivata mediante
incubazione a 70°C per 15 minuti.

PCR

I1 cDNA ottenuto ¢ stato utilizzato come templato in reazioni di PCR (Polimerasi Chain Reaction)
volte a identificare le parziali sequenze codificanti per i recettori degli estrogeni (ER1 e ER2). Tali
reazioni sono state condotte nel termociclatore 2720 dell’ Applied Biosystem (Applied Biosystem). |
prodotti di amplificazione sono stati analizzati mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio al
2% e visualizzati mediante colorazione con bromuro di etidio. L’agarosio ¢ stato sciolto in tampone
TAE all’1% (Tris, acetato, EDTA), e riscaldato fino all’ebollizione. In seguito si ¢ fatto raffreddare
ed aggiunto il bromuro di etidio, agitato, e versato nel lettino della camera elettroforetica.

PCR per ERI:

Il cDNA di gonade di Mytilus galloprovincialis ¢ stato amplificato mediante PCR utilizzando 1
seguenti primer: MeER i1, 5’-TTACGAGAAGGTGTGCGTTT-3’; MeER v, 5’-
TTTTTCACCATAGGAAGGATATGT-3" (Puinean et al., 2006). La reazione di PCR e stata
eseguita usando 10 pmoli di ogni primer, 1,5 unita di 7ag DNA Polymerase (Invitrogen), 1x PCR
buffer 0.2 mM di ogni ANTP e 1.5 mM MgCl,. 1l profilo termico di PCR utilizzato ¢ il seguente:

95°C 95°C 60°C  72°C 72°C 4°C
15° 30’ 1’ 30 7’ o0
40 cicli
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PCR per ER2:

I1 ¢cDNA di gonade di Mytilus galloprovincialis ¢ stato amplificato mediante PCR utilizzando 1
seguenti primer: MeERyw;, 5’-GGAACACAAAGAAAAGAAAGGAAG-3’; MeERy., 5°-
ACAAATGTGTTCTGGATGGTG-3" (Puinean et al., 2006). La reazione di PCR e stata eseguita
usando 10 pmoli di ogni primer, 1,5 unita di 7ag DNA Polymerase (Invitrogen), 1x PCR buffer 0.2
mM di ogni ANTP e 1.5 mM MgCl,. Il profilo termico di PCR utilizzato ¢ il seguente:

95°C 95°C 60°C  72°C 72°C 4°C
15° 30’ 1’ 307’ 7’ o0
40 cicli

PCR per rRNA 18s:

L’rRNA 18S della sub unita minore del ribosoma di Mytilus ¢ stata usata come controllo interno del
cDNA  18SrRNAs,; 5-GTGCTCTTGACTGAGTGTCTCG-3 e  18SrRNA,, 5°-5’-
CGAGGTCCTATTCCATTATTCC-3’ (Puinean et al., 2006). La reazione di PCR e stata eseguita
usando 10 pmoli di ogni primer, 1,5 unita di 7ag DNA Polymerase (Invitrogen), 1x PCR buffer 0.2
mM di ogni ANTP e 1.5 mM MgCl,. Il profilo termico di PCR utilizzato ¢ il seguente:

95°C 95°C 60°C  72°C 72°C 4°C
15° 30’ 1’ 30> 7’ o0
40 cicli

Saggio TUNEL

Sulle sezioni di gonade sparaffinate e idratate con concentrazione di alcoli decrescenti il saggio
TUNEL ¢ stato cosi applicato: le sezioni per la permeabilizzazione sono state inizialmente incubate
con proteinasi K 20pg/pl in Tris HCL 10mM pH 8.0 a temperatura ambiente per 20 minuti e poi
sottoposte a tre lavaggi da 5 in TBS. Un vetrino come controllo positivo ¢ stato trattato con DNasi
lug/ul in TBS/MgSO4 1mM, seguono tre lavaggi da 5 minuti in TBS, le sezioni sono state incubate
con H202 3% in metanolo a temperatura ambiente per 5 minuti, poi sono seguiti tre lavaggi da 5
minuti in TBS e sono stati trattati con TdTEquilibration Buffer 1X (mix 20ul buffer 5X con 80ul di
H2O0 per vetrino) a temperatura ambiente per 20 minuti. Successivamente i vetrini sono trattati con
TdT Labeling Reaction Mixture, che contiene TdTLabelingReaction Mix e I’enzima TdT. I
controlli negativi sono stati ottenuti incubando le sezioni solo con TdT Labeling Reaction Mixture
(omettendo I’enzima TdT): Le sezioni sono state coperte con Hybri-slips e incubate in camera
umida a 37°C per 1,5h e sono state sottoposte a 3 lavaggi in TBS da 5 minuti , incubate con la Stop
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Solution a temperatura ambiente per 5 minuti ed in seguito effettuati tre lavaggi in TBS. Per la
rivelazione il tutto ¢ stato incubato con Blocking Buffer a temperatura ambiente per 10 minuti e poi
con Coniugato Streptavidina-Perossidasi diluito in Blocking Buffer in camera umida a temperatura
ambiente per 30 minuti. A questo punto le sezioni sono state lavate in TBS (3x5’). La rivelazione ¢
stata effettuata con una soluzione contenente DAB, H,O, e urea a temperatura ambiente: si verifica
cosi la precipitazione della DAB e lo sviluppo di colore. La reazione viene bloccata in H,O
distillata quando, controllando lo sviluppo della colorazione, lo si ritiene opportuno. Per fornire un
contrasto i vetrini sono stati colorati con verde metile a temperatura ambiente per 3 minuti. Si ¢
proceduto quindi all’osservazione al microscopio ottico.

Analisi di immunocitochimica

Le indagini di immunoistochimica sono stati effettuati su sezioni di 7 pm di gonadi e ghiandola
digestiva di Mytilus galloprovincialis fissati in Bouin e inclusi in paraffina. Le sezioni sono state
sparaffinate e idratate con una serie discendente di alcoli. Lo smascheramento antigenico ¢ stato
condotto mediante incubazione in tampone sodio citrato 10 mM pH 6.0 in microonde; le perossidasi
endogene sono state inattivate mediante incubazione con H,0, allo 0.5% in metanolo per 40 minuti
a temperatura ambiente. Per bloccare 1 siti aspecifici, ¢ stata effettuata un’incubazione di un’ora in
Normal Goat Serum (Pierce). Le sezioni sono state incubate con gli anticorpi primari diluiti in
Normal Goat Serum over-night a 4°C. E seguita 1’incubazione per un’ora a temperatura ambiente
con anticorpo secondario anti-rabbitbiotinilato di capra; si € poi effettuata un’incubazione con ABC
(Avidina-Biotina Perossidasi Complex) per un’ora a temperatura ambiente. La rivelazione ¢ stata
effettuata con una soluzione contenente diaminobenzidina come cromogeno, che viene attivata
immediatamente prima dell’uso con H,O; allo 0,03%. I controlli negativi sono stati effettuati
attraverso 1’omissione degli anticorpi primari. Le sezioni sono state contrastate con 1’emallume di
Mayer e osservate con un microscopio Axioskop (Carl Zeiss). Le immagini sono state ottenute
utilizzando una videocamera AxioCam MRc5 (Carl Zeiss) e acquisite con il software AxioVision
4.7 (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Analisi Biometriche

Per le osservazioni biometriche sono stati raccolti esemplari di Mytilus galloprovincialis in due siti
differenti presenti a Castel dell’Ovo, zona A e zona B, due denominazioni legislative delle acque
che esprimono diverse qualita delle stesse; nella prima la qualita delle acque ¢ superiore, tale da
consentire I’immissione dei mitili direttamente sul mercato senza che la fase della stabulazione
venga effettuata; nella seconda, invece, € necessario il processo di stabulazione prima della vendita.
Per ogni campione ¢ stata effettuata la misura della lunghezza della valva e del peso secco (dopo
20h in stufa a 60 °C) della gonade e dell’intero tessuto molle dell’animale. Si ¢ quindi passati al
calcolo dell’ degli indici di condizione (I.C.) e gonadico (I.G.) effettuando cosi un confronto tra le
due zone.

Indice di condizione

L’indice di condizione (I.C.) ¢ un parametro che da un’indicazione dello stato di salute generale
dell’animale; puo variare in base a differenti fattori a diversi fattori come la dimensione del corpo
(Baird, 1958), alla stagione (Dix and Ferguson, 1984),e alle condizioni ambientali, specialmente la
disponibilita di cibo e il grado di esposizione all’aria (Baird, 1966; Seed, 1980). L’indice di
condizione ¢ stato determinato come il rapporto tra il peso secco totale (Py) e il cubo della lunghezza
della valva (L,):
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LC.= P/(L,)’

Indice gonadico

L’indice gonadico ¢ largamente utilizzato nella valutazione della crescita e della riproduzione degli
invertebrati marini (Grant and Tyler, 1983), ed ¢ il modo piu facile ed efficiente per fare un
approssimazione iniziale dello stato dello sviluppo sessuale in un individuo.

Tale indice ¢ stato calcolato come il rapporto tra il peso della gonade (P,) ed il peso totale del
tessuto molle dell’animale (Py)

1L.G= Pg/Pt
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CAPITOLO VI
Risultati

I risultati saranno presentati in tre sezioni distinte, la prima riguardante la descrizione del ciclo
ovogenico di M. galloprovincialis cosi come ¢ emerso dai prelievi effettuati durante i tre anni di
dottorato; la seconda gli esperimenti effettuati per caratterizzare 1 siti di sintesi della vitellogenina e
gli elementi che possono regolarne la sintesi, la terza sulle osservazioni effettuate per verificare se
la VTG puo essere considerata un valido bioindicatore per rilevare nei molluschi I’azione di
distruttori endocrini presenti nell’ambiente, e conseguentemente per verificare se il mio modello
sperimentale, M. galloprovincialis, possa essere considerato una valida specie sentinella per rilevare
lo stato di inquinamento ambientale presente nel golfo di Napoli.

I Parte

1l ciclo ovogenico di M. galloprovincialis presente nel Golfo di Napoli

Le analisi della gonade in base alla classificazione degli stadi secondo Duinker (2008) nei vari mesi
dell’anno hanno evidenziato che la gonade ¢ allo stadio 0 (Duinker et al., 2008) con totale assenza
di tessuto gonadico dalla fine di Giugno fino alla fine di Agosto (Fig. 1A). In questo periodo si ¢
osservata una rapida rigenerazione delle cellule di riserva ADG e VTG del connettivo e un’assenza
di tessuto gonadico. Nel periodo di Settembre sebbene nella gonade ¢ stata ancora osservata una
predominanza di cellule ADG e VCT del connettivo, tuttavia, si notano i primi raggruppamenti di
ovogoni iniziali che danno origine ai primordi dei follicoli che sono insolitamente stati visti anche
nei mesi Maggio e Giugno; 1 gameti sono dunque in previtellogenesi. Nel mese di Ottobre i gameti
entrano nel periodo di vitellogenesi ed ¢ in questo periodo che si notano le cellule follicolari
osservate anche a Dicembre e Marzo. A inizio Ottobre la gonade ¢ allo stadio 1 caratterizzato dalla
presenza di un numero esiguo di ovociti che sono in vitellogenesi iniziale (Fig. 1B). Infatti sebbene
il connettivo sia ancora abbondante e i follicoli sono ancora primitivi per forma e caratteristiche
della parete, questi si sono accresciuti € contengono al loro interno adesi alla parete ovogoni, molti
ovociti previtellogenici e alcuni ovociti vitellogenici. Alla fine di Ottobre la porzione gonadica
aumenta ulteriormente a spese delle cellule del connettivo e i follicoli si accrescono in dimensione e
gli ovociti in vitellogenesi aumentano notevolmente di numero. In questo periodo si dunque allo
stadio 2 in cui gli ovociti sono in piena e/o tarda vitellogenesi. In questo periodo aumenta inoltre il
numero di ovociti che hanno terminato 1’accrescimento (Fig. 1C, 1D). A Dicembre la gonade ¢
ormai allo stadio 3 in cui i follicoli hanno raggiunto la massima estensione fino ad occupare 1’intera
gonade ormai priva del tutto o quasi delle cellule ADG e VCT del connettivo (Fig. 1E). I follicoli
hanno inoltre perso il loro aspetto primitivo e sono ricoperti da uno strato di cellule connettivali; gli
ovociti hanno per la maggior parte terminato I’accrescimento e riempiono i follicoli assumendo una
forma poligonale a causa del loro impaccamento (Fig. 1E). Da Dicembre a Maggio la gonade va
incontro a ripetute ovulazioni per cui ¢ possibile osservare durante tutti questi mesi il ripetersi piu
volte del ciclo precedentemente descritto. A Giugno la gonade presenta dei follicoli in stadio 0, una
condizione che permanne fino alla fine di Settembre
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II Parte

Siti di sintesi della vitellogenina e sua regolazione

La ricerca dei siti di probabile sintesi della VTG ¢ stata eseguita sia mediante ibridazione in situ sia
mediante osservazioni condotte al TEM. Le osservazioni sono state condotte sulle gonadi nei
differenti stadi di accrescimento e sulle ghiandole digestive prelevate dagli stessi animali in cui
erano state prelevate le gonadi. In particolare, le ibridazioni sono state eseguite in due differenti
fasi: la fase di accrescimento dei gameti, che si verifica durante gli stadi 1-2-inizio 3 del ciclo
riproduttivo (Fig. 1D-E), e la fase di stasi che si verifica negli stadi O e 3 finale (Fig. 1F e 1A). In
seguito ai risultati della ISH, ¢ stata poi effettuata un indagine al TEM per evidenziare 1’assetto
morfo-funzionale delle cellule follicolari e degli ovociti in accrescimento ovvero per ricercare la
presenza di quadri morfologici che suggerissero la formazione dei globuli di vitello.

Localizzazione del mRNA per la VTG nei follicoli ovarici e nella ghiandola digestiva

La gonade in fase di vitellogenesi ¢ caratterizzata dalla presenza di numerosi follicoli, intervallati da
un numero considerevole di cellule connettivali adipogranulari (ADG) e vescicolari (VCT) (Fig.
2A). Nei follicoli sono altresi evidenti numerosi ovogoni e ovociti in differenti stadi di
accrescimento (Fig. 2A). L’ibridazione in situ ¢ stata condotta utilizzando una sonda a RNA
ottenuta da un plasmide contenente una parziale sequenza del gene della VTG di Mytilus edulis, e le
indagini di ISH eseguite sui follicoli ovarici hanno mostrato un forte segnale nel citoplasma degli
ovociti e delle cellule follicolari, cosi come nelle cellule del tessuto connettivo situato tra i follicoli
ovarici (Fig.2B). E da notare che negli ovociti il segnale ¢ evidente in primo luogo negli ovociti
nella fase iniziale di accrescimento (stadio 1) (Fig.3A), poi negli ovociti di forma ovoidale (Fig.
3A), e a forma di pera (Fig.3B) ed infine negli ovociti che hanno assunto il tipico aspetto piriforme
(Fig. 3C, 3D) (stadio 2), all’interno dei quali il segnale ¢ localizzato preferenzialmente nella parte
basale degli ovociti, che risulta collegata alle trabecole del tessuto connettivo che delimitano la
superficie piu esterna dei follicoli ovarici (Fig. 3 C, D).

Un segnale forte ¢ evidente anche all'interno delle cellule follicolari (Fig. 3 A, B, D), che in tali
specie sono poche per ogni ovocita € non circondano completamente l'ovocita durante il suo
accrescimento (Fig. 3A'-D '). Un segnale significativo ¢ evidente anche a livello del tessuto
connettivo, in particolare a livello delle cellule adipogranulari localizzate tra 1 follicoli durante gli
stadi 1-2 (Fig. 2A). Nessun segnale ¢ evidente a livello degli emociti (Fig.2B e negli ovociti che
hanno terminato 1’accrescimento (Fig.3E) cosi come nel tessuto connettivo allo stadio 3 (Fig. 3E) e
nel controllo eseguito utilizzando una sonda senso (Fig.3F).

Infine, nessun segnale di ibridazione ¢ rilevato nelle ghiandole digestive dopo gli esperimenti di
ISH eseguiti con entrambi i riboprobes, senso (Fig. 4C) e antisenso marcati con digossigenina (Fig.
4 A, B), indipendentemente dalla organizzazione dei follicoli ovarici presenti all'interno della
gonade femminile e conseguentemente del periodo del ciclo riproduttivo (stadi 0-3) dell’animale da
cui era stato effettuato il prelievo.

Microscopia elettronica (TEM)

In seguito ai risultati della ISH, ¢ stata effettuata un’indagine al TEM per evidenziare I’assetto
morfo-funzionale delle cellule follicolari e degli ovociti in accrescimento. Le osservazioni effettuate
hanno permesso di rilevare che, in primo luogo, gli ovociti all'inizio della crescita (stadio 0) hanno
forma rotondeggiante e sono adesi strettamente alle trabecole del tessuto connettivo; gli organuli
nell’ooplasma sono scarsamente rappresentati, € non ¢ evidente nessun granulo secretorio, ovvero
granulo di vitello. Ciascun ovocita ¢ gia associato alle cellule follicolari che sono caratterizzate da
pochi organuli citoplasmatici (FigSA). Negli ovociti che hanno una forma sferica o ovoidale e sono
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ancora ancorati alle trabecole del tessuto connettivo (fase 1) (Fig. 5B), 1’ooplasma risulta
caratterizato da granuli con una parte centrale densa agli elettroni che probabilmente rappresentano
1 primi granuli di vitello. Tali granuli sono associati ai complessi di Golgi e alle cisterne di RER.
Con il procedere dell’accrescimento ovocitario (Fig.5C), la forma dell'ovocita risulta sempre piu
ovoidale e ’ooplasma ¢ ora caratterizzato dalla presenza di numerose cisterne RER ed estesi
complessi di Golgi circondati da granuli di vitello in formazione. Un materiale con la stessa densita
agli elettroni dei granuli di vitello ¢ inoltre evidente all’interno delle cisterne del RER e delle
vescicole, cisterne e vacuoli associati ai complessi di Golgi. (Fig. 5C, e nel riquadro). II citoplasma
delle cellule follicolari annesse all’ovocita ha mostrato numerosi complessi Golgi e cisterne RER
(Fig.5D, E). Nessuna attivita di endocitosi ¢ evidente lungo la superficie dell'ovocita (Fig.5C) e
nelle zone in cui le membrane plasmatiche delle cellule follicolari e dell’ovocita corrono parallele
(fig. 5 D, inserto). Come gli ovociti diventano peduncolati con la regione basale connessa alla
parete del follicolo e la zona apicale che si proietta verso il lume de follicolo (Fig. 6A, B),
I’0ooplasma risulta caratterizzato da un numero sempre piu rilevante di cisterne RER, complessi di
Golgi e granuli di vitello connesse all'apparato di sintesi (Fig.6B). In particolare, i complessi di
Golgi risultano caratterizzati dalla presenza di materiale denso agli elettroni presente anche
all'interno delle cisterne, vescicole e vacuoli (Fig.6C). Nessuna attivita endocitotica ¢ stata
riscontrata lungo la membrana plasmatica dell'ovocita, che corre parallela con quella delle cellule
follicolari (Fig. 6D). Negli ovociti in vitellogenesi avanzata (inizio stadio 3), le cellule germinali
femminili presentano la tipica forma peduncolata con la regione basale ancora collegata alla parete
del follicolo (Fig.7A) e la regione apicale che sporge verso il lume del follicolo. Le cellule
follicolari sono ancora evidenti lungo la superficie di questi ovociti (Fig. 7A, B) e nella regione
basale (Fig. 7D, E). Il citoplasma delle cellule follicolari presenti nella regione apicale dell’ovocita
mostra un esteso complesso Golgi e cisterne RER circondate da vescicole e vacuoli contenenti
materiale denso agli elettroni (Fig. 7B). Lo stesso materiale ¢ presente anche lungo la superficie
delle cellule follicolari dislocato al di fuori (fig. 7A, B). Nella regione corticale dell’ovocita con la
tipica forma a pera si possono osservare molte vescicole, presenti anche accanto ai vacuoli
contenenti un materiale moderatamente denso agli elettroni (Fig. 7C). Al contrario, le cellule
follicolari situate nella regione basale presentano pochi organuli nel loro citoplasma (Fig. 7D, E).
La superficie dell'ovocita in tale regione, ¢ caratterizzata da poche vescicole di endocitosi (Fig. 7E).
Infine, ¢ interessante notare che 1'ooplasma presente nella regione basale presenta cisterne del RER
e complessi del Golgi circondati da globuli di vitello (Fig. 7 D, E). Il citoplasma rimanente presente
nella regione apicale contiene numerose placchette di vitello, gocce lipidiche, e pochi complessi di
Golgi.

Analisi di espressione del mRNA per la VTG

I prodotti di amplificazione hanno dato un frammento di circa 130 bp (Fig.8). Un’analisi della
sequenza nucleotidica ottenuta mediante BLAST (NCBI Data Bank) ha rilevato che il frammento
in esame costituisce una parziale sequenza del gene per la VTG di Mytilus. L'espressione del gene
della VTG ¢ stata riscontrata solo negli animali le cui gonadi contenevano follicoli ovarici con
ovociti in vitellogenesi (stadi 1-2) (Fig. 1C, 2A); nei follicoli ovarici contenenti ovociti allo stadio 0
(Fig. 1A) o nella fase 3, cio¢ con ovociti completamente accresciuti (Fig.1E) non ¢ stata riscontrata
alcuna espressione del gene della VTG. Nessun prodotto di PCR ¢ stato riscontrato nelle ghiandole
digestive esaminate indipendentemente dal tipo di follicoli ovarici presenti nella gonade femminile.

Localizzazione del mRNA per i recettori ER; e ER; nei follicoli ovarici e nella ghiandola
digestiva

Le indagini di ibridazione in sifu, effettuate per localizzare la presenza dei mRNA dei recettori ER
e ER; nella gonade e nella ghiandola digestiva di Mytilus galloprovincialis, hanno permesso di
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evidenziare una variazione nell’espressione di tali recettori tra di loro e nelle due fasi prese in
considerazione. In merito al recettore ER; nelle gonadi con follicoli ovarici i cui ovociti sono in
vitellogenesi (stadi 1-inizio 3) la positivita a ER; ¢ stata riscontrata a livello delle cellule ADG e
VCT, nonché all’interno dei follicoli ovarici e piu precisamente all’interno delle cellule follicolari e
nel citoplasma degli ovociti (Fig. 9A). Differentemente, negli ovociti in stato avanzato di
vitellogenesi, non ¢ stata riscontrata alcuna positivita a livello ovocitario (Fig. 9A). Diversamente,
nelle gonadi che contengono ovociti al termine dell’accrescimento (stadio 3) non ¢ stata riscontrata
alcuna positivita (Fig. 9B). Le analisi di ibridazione in situ condotte sulla ghiandola digestiva non
hanno evidenziato marcatura né nella fase di accrescimento (Fig. 9C) né in quella di stasi (Fig. 9D).
I controlli non hanno mostrato alcuna marcatura (Fig. 9D, inserto).

Per quanto riguarda il recettore ER,, a differenza di ER; le analisi di ibridazione in sifu hanno
evidenziato per ER, una distribuzione piu ampia e sovrapponibile nelle due fasi prese in
considerazione. Infatti, sia nelle gonadi con i follicoli ovarici in fase di accrescimento sia in quelle
della fase di stasi, la positivita ad ER, ¢ stata riscontrata nel citoplasma degli ovociti in differenti
fasi di vitellogenesi, nel citoplasma delle cellule accessorie ed infine anche nelle cellule ADG e
VCT (Fig. 10A-B). Le analisi di ibridazione in situ condotte sulla ghiandola digestiva hanno
evidenziato una positivita ad ER; sia nella fase di accrescimento (Fig. 10C) sia in quella di stasi
(Fig. 10D). I controlli non hanno mostrato alcuna marcatura (Fig. 10D, inserto).

Analisi di espressione per i recettori ER; e ER,

I prodotti di amplificazione relativi ER; e ER, hanno mostrato due bande di 100 e 230 bp circa (Fig.
11). Dal sequenziamento di ciascun prodotto di amplificazione, ¢ stato rilevato che effettivamente le
bande di 100 e 230 bp corrispondono ai recettori ER; e ER, noti in Mytilus galloprovincialis.
(Puinean et al., 2006) Indagini di analisi di espressione effettuate su ovari di esemplari prelevati nei
mesi in crescita ovocitario hanno dimostrato che 'mRNA per ER; ¢ presente in tutto il periodo con
un livello di espressione elevato. Lo stesso tipo di recettore ¢ invece assente durante la fase in cui
I’accrescimento ovocitario ¢ terminato (stadio 0 e 3). Per quanto concerne ER;, la sua espressione
risulta essere costante nei differenti momenti del ciclo riproduttivo con un lieve decremento nella
fase di stasi. Dall’analisi elettroforetica appare inoltre evidente che, indipendentemente dal periodo
in esame, I’espressione di ER; ¢ maggiore di ER; quando essi sono co-espressi.

Immunocitochimica

La positivita riscontrata non ¢ stata specifica poiché, Non disponendo di un anticorpo anti-VTG di
Mpytilus, ¢ stato utilizzato un anticorpo anti VTG di Sparus, pesce teleosteo e uno di Podarcis, rettile
squamato, confidando nel fatto che le VTG degli invertebrati e dei vertebrati presentano un tratto
molto simile della proteina localizzato nella regione N-terminale (Matsumoto et al., 2003).
Purtroppo 1 risultati ottenuti non sono stati positivi dal momento che la positivita ¢ stata rilevato in
tutte le cellule (Fig. 12) quindi il risultato ¢ da considerarsi privo di specificita.

I1I Parte

I mitili come possibile specie sentinella

Differenti tipi di indagine sono stati effettuati per evidenziare se 1 mitili possono essere utilizati
come specie sentinella per rilevare I’inquinamento ambientale, soprattutto da xenoestrogeni. Tra i
differenti parametri che sono stati valutati (I.C., 1.G., TUNEL, espressione recettori ER) non ¢ stato
possibile valutare la VTG quale biomarcatore. Infatti, i metodi indiretti per valutare la presenza
(metodo deil dosaggio dei fosfati dopo trattamento con alcali) non ha dato alcun risultato.
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Confronto fra zona A e B

L’indice di condizione da un’indicazione dello stato generale di salute dell’animale, il suo valore
medio (I.C.) ¢ stato determinato per entrambe le zone, ed ¢ risultato di 0.007 nella zona A di Castel
dell’Ovo e di 0.004 nella zona B (Fig. 13); i valori medi degli indici gonadici (I.G.) la per la zona
A e B sono risultati rispettivamente di 0,264 ¢ 0.238 (Fig. 14). Le differenze degli I.C. e I.G. e delle
loro deviazioni standard registrate sono statisticamente significative, come risulta dai valori di T-
student registrati (P < 0,05). Un esame morfologico al MO delle gonadi dei mitili ha rilevato una
differenza tra gli individui della zona A rispetto quelli della zona B: nella prima ¢ stata riscontrata la
presenza di numerosi follicoli (Fig. 15) rispetto a quelli presenti nella zona B (Fig. 16). Nei mitili di
entrambe le zone A e B, inoltre, le osservazioni al TEM (Fig. 17) evidenziano che alcuni degli
ovociti in degenerazione presentano gli aspetti che sono tipici delle cellule in apoptosi, come la
frammentazione dei nuclei, la condensazione della cromatina, la suddivisione del citoplasma (Fig.
17). 11 saggio TUNEL effettuato per rilevare quadri apototici ha messo in evidenza che sia negli
animali della zona A sia in quelli della zona B sono presenti cellule positive (Fig. 18 e 19); tali
cellule risultano localizzate lungo le pareti dei follicoli e sono rappresentate soprattutto da ovogoni
e ovociti in pre-vitellogenesi. Tali quadri apoptotici sono molto piu frequenti negli individui della
zona B (fig. 20A) dove la positivita della TUNEL si estende anche alle cellule del tessuto
connettivale che circonda i follicoli (Fig. 20B).

Dall’analisi di espressione dei recettori per gli estrogeni (Fig. 21), inoltre, ¢ risultata una differenza
nell’espressione del gene ER; tra gli individui della zona A e quelli della zona B, dove la banda
relativa al ER; risulta fortemente piti marcata negli animali della zona B. Per il gene ER,, invece, la
banda di espressione ¢ risultata pressoché analoga in entrambe le zone. E interessante infine
ricordare che tra tutti gli esemplari raccolti in questo ultimo anno nella zona B ¢ stato riscontrato un
caso di intersesso (Fig. 22). Un’indagine ultrastrutturale sulla gonadi di questo esemplare ha
dimostrato che i gameti, maschili e femminili sono correttamente organizzati (Fig. 23) e che 1
differenti quadri di spermatogenesi e ovogenesi (Fig. 24) osservabili all’interno di uno stesso
follicolo procedono in modo corretto, come d’altra parte suggerisce una organizzazione morfologica
presentata dai gameti completamente differenziati (Fig. 25).
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CAPITOLO VII
Discussione

Il ciclo gametogenico annuale degli esemplari di Mytilus galloprovincialis del Golfo di Napoli
osservato ¢ lo stesso di quello descritto da Duinker (2008). E possibile infatti osservare uno stadio
0, dove la gonade ¢ in fase di stasi con abbondanza di cellule ADG e VCT di riserva e assenza di
tessuto gonadico, a cui fanno seguito lo stadio 1 di previtellogenesi e lo stadio 2 di vitellogenesi.
Segue, infine, lo stadio 3 in cui ’accrescimento della gonade ¢ ormai completo e dato da follicoli
con la massima estensione e impaccati al loro interno di gameti che hanno terminato
I’accrescimento; inoltre, le cellule di deposito ADG e VCT sono pressoché assenti. Inoltre, tutti i
periodi di emissione dei gameti osservati sono in piena conformita con quelli descritti da Suarez
(2005). Infine, si notano nella gonade di alcuni periodi dell’anno dei follicoli che sono in uno stadio
differente da quello atteso. E il caso, ad esempio, della gonade di Maggio dove in una gonade
normalmente in fase di svuotamento si ¢ notata la presenza di raggruppamenti di ovogoni iniziali
che danno origine ai follicoli iniziali. Inoltre, sempre nel periodo di svuotamento, la gonade di
alcuni mitili era, atipicamente, in piena gametogenesi. Cid indica che nel ciclo di gametogenesi di
Mpytilus galloprovincialis (Kundtz, nessuna data) del Mar Mediterraneo, sebbene a ogni stadio di
crescita corrisponde un periodo dell’anno ben definito, tuttavia gli stadi atipici osservati starebbero
a indicare che la gametogenesi in questa specie del Mar Mediterraneo avviene tutto I’anno.

I risultati ottenuti nel presente lavoro di tesi contribuiscono inoltre a definire in modo significativo
sia 1 siti di sintesi della VTG in Mytilus galloprovincialis sia la possibilita che in Mytilus, come in
altre specie, possa essere utilizzata come bioindicatore. Per quanto riguarda il primo punto, ovvero
la ricerca dei siti di sintesi della VTG, i dati ottenuti nel presente lavoro di tesi sono indicativi del
fatto che la sintesi di questa proteina avviene all’interno della gonade, piu precisamente all’interno
degli ovociti in accrescimento e nelle cellule follicolari ad essi associate, cosi come nelle cellule del
connettivo in particolare nelle cellule ADG. Infatti le ibridazioni in situ, condotte utilizzando una
sonda antisenso costruita sul gene della Vig di Mytilus edulis, hanno permesso di rilevare che gli
mRNA per la VTG sono presenti nei suddetti tipi cellulari. Tali messaggeri sono assenti nei follicoli
ovarici in cui 1’accrescimento ovocitario ¢ terminato, cosi come nelle cellule connettivali e infine
nella ghiandola digestiva qualsiasi sia il momento funzionale della gonade. Questi risultati, in
accordo con quanto evidenziato in altre specie di molluschi (Matsumoto et al., 2003, 2008)
dimostrano che la sintesi della VTG avviene all’interno della gonade e non interessa altre strutture,
come la ghiandola digestiva, che in altri invertebrati ¢ risultata coinvolta nella sintesi della VTG
(Tsutsui et al., 2000). Piu precisamente, la sintesi della VTG, a livello gonadico interessa 1’ovocita
(sintesi endogena) e le cellule accessorie e connettivali (sintesi esogena). Per le cellule connettivali
la marcatura delle cellule ADG del mRNA della VTG ha evidenziato un ruolo nella vitellogenesi
per queste cellule. Infatti, alle cellule ADG e VCT di Mytilus ¢ sempre stato attribuito il ruolo di
accumulare materiale di riserva da distribuire all’ovocita nel corso del suo accrescimento (Lowe et
al., 1982; Pipe, 1987b; Saucedo et al., 2008; Duinker et al 2008). La marcatura del mRNA della Vg
nelle cellule ADG e la sua assenza nei periodo di stasi della gonade evidenziano una sintesi della
VTG in queste cellule, sebbene minoritaria quando paragonata a quella dell’ovocita, come gia
precedentemente suggerito per Crassostrea virginica (Eckelbarger et al., 1996), dove tuttavia sono
coinvolte le cellule VCT. Nell’ovocita in particolare, la sintesi inizia negli ovociti che iniziano a
modificare la propria forma e finisce per ridursi con il procedere dell’accrescimento ovocitario,
quando gli ovociti hanno ormai assunto la tipica forma a pera. L’origine endogena della VTG ¢
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confermata dalle osservazioni effettuate al TEM su ovociti in differenti fasi di accrescimento. Le
cellule follicolari e gli ovociti nella fase iniziale di accrescimento sono caratterizzati infatti da un
apparato di sintesi molto esteso: numerose cisterne di RER e apparato di Golgi a cui sono associate
numerose vescicole sia nella faccia cis sia in quella frans. L’apparato di sintesi proteica ¢
d’altraparte circondato da numerosi vacuoli con contenuto elettron-denso simili ai globuli di vitello
che verosimilmente, come descritto in altre specie di molluschi bivalvi corrispondono ai globuli di
vitello in formazione (Pipe, 1985). L’origine endogena di tali formazioni ¢ confermata dal fatto che
negli ovociti in accrescimento la superficie ovocitaria ¢ sostanzialmente priva di quadri che
suggeriscono fenomeni di endocitosi, che sono invece numerosi quando I’ovocita ¢ in vitellogenesi
(Roth and Porter, 1964; Ghiara et al., 1968; Yusko and Roth, 1976; Campanile et al., 1977,
Goldstein et al., 1979; Pearse and Crowther, 1987; Limatola & Filosa 1989; Shen et al., 1993;
Eckelbarger, 1994; Romano & Limatola, 2000; Prisco et al., 2002). Questo tipo di organizzazione
suggerisce fortemente che 1’ovocita soprattutto durante la fase iniziale di accrescimento, costituisca
il principale sito di sintesi della VTG. Negli ovociti in cui 1’accrescimento sta terminando e
I’ovocita presenta la tipica forma a pera, la sintesi della VTG ¢ verosimilmente terminata, come
testimoniano sia la mancata presenza del mRNA per la VTG sia 1’assenza di un apparato di sintesi
simile a quello evidente nel citoplasma degli ovociti nelle prime fasi di accrescimento. Le stesse
considerazioni valgono sostanzialmente anche per I’eventuale sintesi della VTG a livello delle
cellule follicolari. Significativo a questo proposito ¢ 1’osservazione che la superficie delle cellule
follicolari, sia sul versante citoplasmatico sia sul versante esterno, ¢ spesso associata a materiale, la
cui elettrondensita, al TEM, ¢ simile a quella del materiale presente all’interno dei globuli di vitello.
Naturalmente, in mancanza di indagini di immunolocalizzazione per la VTG, non ¢ possibile
affermare che il materiale elettrondenso osservato al TEM sia caratterizzato dalla presenza di VTG.
Per questo dovrebbe essere utilizzato un anticorpo anti-VTG omologo di Mytilus galloprovincialis.
Sono state comunque effettuate, malgrado tutto, delle prove di immunoistochimica su foolicoli con
ovociti in accrescimento e sulla ghiandola digestiva, utilizzando un anticorpo anti-VTG di Sparus,
pesce teleosteo, € uno di Podarcis, rettile squamato, confidando nel fatto che le VTG degli
invertebrati e dei vertebrati presentano una discreta identita di sequenza nella regione N-terminale
(Matsumoto et al, 2003). Purtroppo 1 risultati ottenuti sono stati tutt’altro che incoraggianti dal
momento che la positivita riscontrata non ¢ risultata specifica. Nonostante ancora gli elementi da
verificare in merito ad un origine endogena della VTG, i dati ottenuti in merito all’espressione dei
recettori degli estrogeni in differenti momenti del ciclo riproduttivo di Mytilus costituiscono un
ulteriore evidenza che la sintesi della VTG avviene all’interno dell’ovario.

E noto che nei molluschi (Puinean et al., 2006; Ciocan et al., 2010) come nei vertebrati (Polzonetti
et al., 2004; Prisco et al., 2008; Verderame e Limatola, 2010) i recettori degli estrogeni
intervengono nel controllo della sintesi della VTG verosimilmente attraverso la regolazione della
sintesi del mRNA della VTG. Dall’analisi dell’espressione degli mRNA per ER; e ER; ¢ risultato
che 'mRNA per tali recettori ¢ assente nella gonade nei periodi dell’anno in cui non ¢ stata
riscontrata la presenza del’'mRNA per la VTG, mentre risulta presente in quei momenti del ciclo
riproduttivo in cui tale sintesi si verifica. Altrettanto significativi sono i risultati ottenuti mediante
ISH. I mRNA del recettore ER; presenta infatti una localizzazione a livelli ovarico che ¢
sovrapponibile a quella dell’mRNA per la VTG; a livello della ghiandola digestiva, al contrario non
¢ stata riscontrata alcuna presenza di tale messaggero cosi come della VTG. Una diversa
espressione ¢ stata registrata nel caso del ER;: il mRNA per tale recettore ¢ stato riscontrato in tutti i
periodi del ciclo riproduttivo analizzati sia a livello gonadico sia a livello della ghiandola digestiva.
Dai dati ottenuti in merito all’espressione dei recettori per gli estrogeni ¢ possibile ipotizzare che
anche in Mytilus, come in altri molluschi (Gagné et al. 2001; Osada et al., 2003) tali recettori siano
coinvolti nella regolazione della vitellogenesi, anche se con funzioni differenti: ER; ha una funzione
regolativa, ER; ha una funzione costitutiva.

Infine, per quanto concerne ’uso dei mitili quali specie sentinella da utilizzare nel monitoraggio
ambientale ¢ emerso che lo stato di salute degli animali della zona B ¢ inferiore, in modo
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statisticamente significativo, a quello registrato negli animali della zona A. Questa differenza ¢,
probabilmente da collegare ad un minor indice gonadico registrato negli individui della zona B
rispetto a quello registrato negli individui prelevati nella zona A, come indicato appunto il valore
dell’indice gonadico. Un ulteriore conferma alla suddetta ipotesi deriva dal fatto che 1’assetto della
gonade degli individui prelevati nella zona B sono differenti rispetto a quelli prelevati nella zona B.
Nei primi, infatti, ¢ presente un maggior numero di follicoli ovarici e una minore quantita di cellule
interfollicolari un dato questo osservato in gonadi altre specie prelevati in ambienti con alta
concentrazione di inquinanti (Aarab et al., 2006; Quinn et al., 2004). Tra i dati da valutare per
determinare lo stato di stress ambientale, soprattutto dovuto alla presenza di xenoestrogeni, la VTG
per la sua origine prevalentemente endogena in questo sistema non sembri rappresenti un valido
bioindicatore, in quanto risulta difficile che 1 livelli di tale proteina, seppur sotto stress, possano
aumentare in maniera talmente elevata da trovarla nell’emolinfa o in altri tessuti rispetto alla
gonade, come invece alcuni autori vogliono suggerire (Matozzo et al., 2008). Per valutare lo stato di
stress ambientale potrebbe essere invece piu utile saggiare I’espressione del mRNA per il ER o la
frequenza di processi apoptotici o I’indice di condizione. L’espressione dei ER varia infatti in modo
significativo durante I’accrescimento ovocitario come confermato dall’analisi di espressione. Inoltre
paragonando i livelli di espressione dei recettori degli (ER; e ER;) in animali nello stesso periodo di
accrescimento, ma di zone diverse (Zona A e Zona B) emerge chiaramente che c¢’¢ una diversa
espressione nei recettori ER; a seconda che I’animale ¢ prelevato dalla zona A o dalla zona B. Negli
esemplari della zona B ¢ stata registrata una maggiore frequenza di cellule apoptotiche a livello
gonadico prevalentemente riconducibile ad un maggior degrado ambientale, come rilevato nei pesci
(Janz et al., 1997). Le indagini effettuate hanno infine permesso di rilevare un caso d’intersesso
probabilmente dovuto, come in altre specie (Palace et al., 2002; Blaise et al., 2003, 2011), a stress
ambientale derivato dalla presenza di composti ad attivita estrogenica. In conclusione dal presente
lavoro di tesi emerge che:

1) I mitili sono una valida specie sentinella come si risulta anche da precedenti indagini

2) La vitellogenina di cui sono stati determinati i siti di sintesi, mediante metodi diretti, per i
risultati finora conseguiti non sembra essere un valido biomarker in Mytilus galloprovincialis: ad
essa sono da preferire altri biomarker come i recettori degli estrogeni.

3) La valutazione delle condizioni di salute di esemplari prelevati dalla zona A e zona B puo essere

effettuata valutando I’indice di condizione, I’indice gonadico, I’assetto morfo-funzionale delle
gonadi, la presenza di quadri apoptotici e la presenza di condizioni di ermafroditismo.

38



TAVOLE

Fig. 1 Ciclo riproduttivo dii Mytilus galloprovincialis presente nel Golfo di Napoli. (A) Stadio
0: Nella gonade si notano i primi follicoli nel tessuto connettivo, al cui interno sono
riconoscibili ovogoni e ovociti. Notare la presenza di numerose cellule adipogranulari (ADG) e
vescicolari (VCT). (B) Stadio 1: sono evidenti le prime fasi di accrescimento degli ovociti.
All’esterno dei follicoli sono ancora presenti le cellule ADG e VCT (C,D) Stadio 2: Notare
all'interno dei follicoli la presenza di un elevato numero di ovociti che hanno assunto la tipica
forma a pera, evidenza morfologica di un avanzata vitello genesi. (E) Stadio 3. follicoli con
all'interno i gameti che hanno completato I'accrescimento. (F) Stadio 3: Svuotamento dei
follicoli a seguito dell’emissione dei gameti.
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Fig.2: Localizzazione del mRNA VTG in follicolo di mitilo dopo ibridazione in situ. A) Follicolo
ovarico in stadio 2 circondato da cellule adipogranulari e vescicolari. Le sezioni sono state ibridate
con sonde antisenso VTG marcate con DIG-UTP per rilevare mRNA per la VTG. Il segnale di
ibridazione si presenta come aree blu. B) Un forte segnale & evidente sulle cellule germinali
femminili (frecce), cellule follicolari (doppie frecce) e sulle cellule connettivali adipogranulari (punte
di freccia). Nessun segnale é stato evidente negli emociti (frecce con bar).
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Fig. 3: Localizzazione del mRNA VTG in oociti di mitili dopo ibridazione in situ. Gli ovociti sono stati
ibridati con sonda antisenso (A-F) e senso (H) Vtg marcata con DIG-UTP per rilevare il mRNA Vvtg. Il
segnale di ibridazione si presenta come aree scure. Ovociti colorati con Mallory sono stati anche
mostrati per mettere in evidenza la loro organizzazione durante le diverse fasi di accrescimento, e le
relazioni con le cellule follicolari (A'-D'). A) La positivita per mRNA Vtg € presente nel citoplasma degli
ovociti all'inizio della vitellogenesi (Oo) e nelle cellule follicolari (frecce). (B, C, D) Quando
I'accrescimento dell’ovocita continua e viene progressivamente acquisita I'organizzazione a pera da
parte dell’ovocita, il segnale di ibridazione & localizzato preferenzialmente nella regione basale
dell'ovocita collegata alla trabecole di tessuto connettivale che delimitano il follicolo (D, E). Un
segnale positivo é evidente anche nelle cellule follicolari (B, D). Nessun segnale e stato osservato
negli ovociti che hanno terminato I'accrescimento (E) e nelle sezioni di controllo eseguite con una
sonda senso per VTG (F).
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Fig.4: Localizzazione del mRNA Vtg in ghiandole digestive di Mytilus galloprovincialis dopo
ibridazione in situ. Sezione di ghiandola digestiva ibridata con sonda Vtg antisenso (A-B) e senso (C) e
marcata con DIG-UTP per rilevare 'mRNA Vtg. Il segnale di ibridazione si presenta come aree blu.
Nessun segnale ¢ evidente nella ghiandola digestiva allo stadio 0 (A), stadio 1-2 (B) e C) nel controllo
effettuati utilizzando una sonda senso per I'mRNA Vtg . Sezioni di ghiandola digestiva colorate con
Mallory sono state mostrate per mettere in evidenza la loro organizzazione.
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Fig.5: Ovociti in differenti stadi di accrescimento osservati al microscopio elettronico a trasmissione. A)
ovocita previtellogenico collegato ad una cellula follicolare (stadio 0). Si noti la presenza di pochi organuli
nel citoplasma della cellula follicolare (FC) e dell’'ovocita (Oo). B) Un ovocita all’inizio della vitellogenesi (Oo)
di forma ovoidale ancorato alla trabecola del tessuto connettivo (T) (stadio 1). Si noti la presenza dei primi
granuli di vitello (V) circondati da cisterne di reticolo endoplasmatico rugoso (RER). C) Un ovocita ovoidale
vitellogenico (Oo) collegato a una cellula follicolare (FC) (stadio 1). Il citoplasma dell’'ovocita é caratterizzato
da complessi di Golgi (GC), cisterne RER, e granuli di vitello (Y). Nessuna vescicola di endocitosi & evidente
lungo la superficie dell’ovocita. Riguadro: maggiore ingrandimento del Golgi. Si noti la presenza di granuli di
vitello in formazione (punte di freccia) nella faccia trans del complesso di Golgi. D) Ovocita ovoidale (O0)
collegato a una cellula follicolare (FC) (stadio 1). L’'ooplasma € ricco di RER e complessi Golgi. Gli stessi
organuli sono presenti anche all'interno delle cellule follicolari. E) Maggiore ingrandimento della Fig. 5D, si
noti la presenza di un esteso sistema di cisterne RER e l'assenza di vescicole endocitotiche lungo la
superficie di contatto tra le cellule follicolari e I'ovocita. N = Nucleo
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Fig.6 Ovocita vitellogenico a forma di pera (0o) collegato alle trabecole del tessuto connettivo (T). A) Si
noti I'apparato di sintesi proteica molto esteso rappresentato da cisterne RER e complessi di Golgi (GC)
(stadio 2). E evidente una cellula follicolare (FC) & evidente. B) Ingrandimento della Fig.5 che mostra le
cisterne RER e il complesso Golgi circondati da numerosi granuli di vitello. C) complesso Golgi circondato da
numerosi vacuoli contenenti materiale denso agli elettroni. Si noti la presenza di materiale denso agli
elettroni, simile a quello presente all'interno dei granuli di vitello, all'interno delle cisterne del complesso di
Golgi; Vacuoli (V) di differenti dimensioni che rappresentano i granuli di vitello in formazione sono inoltre
evidenti in prossimita del complesso Golgi. Una giunzione desmosoma-like (doppia freccia) & evidente tra
I'ovocita e le cellule follicolari, D) Area di contatto fra un ovocita (Oo) e una cellula follicolare (FC); Si noti
I'assenza di vescicole di endocitosi lungo le membrane plasmatiche. Y = granuli di vitello; RER = Reticolo
Endoplasmatico Ruvido.
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Fig. 7: Ovocita in vitellogenesi in stadio 2 A) ovocita vitellogenico (Oo) connesso ad una cellula follicolare
(FC). E evidente in questa fase la tipica forma a pera dell'ovocita. La regione basale & ancorata alle trabecole
(T) del tessuto connettivo. La regione apicale € caratterizzata da molti granuli di vitello (Y). Ingrandimento a
livello della cellula follicolare (FC). B) Ulteriore ingrandimento della cellula follicolare in fig. A. Il citoplasma
della cellula follicolare mostra un esteso apparato di sintesi caratterizzato dalla presenza di cisterne RER,
complessi di Golgi, e vacuoli contenenti materiale denso agli elettroni. Lo stesso materiale € evidente
accanto alla membrana plasmatica all’interno e all’esterno della cellula (punte di freccia). C) Superficie di
un ovocita a forma di pera. La superficie mostra un numero moderato di invaginazioni (punta di freccia) e
vescicole suggendo un’attivita endocitotica. Notare anche la presenza di vacuoli (*) che contengono un
materiale con moderata densita elettronica e la presenza di vescicole che circondano uno di tali vacuoli

(frecce) D) e E) Regione basale di un un ovocita in fase avanzata di vitellogenesi in contatto con la parete
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del follicolo (T). Si noti la presenza di cisterne RER e i complessi di Golgi circondati da numerosi granuli di
vitello (D) e I'attivita endocitotica (frecce) a livello della superficie dell’ovocita (E). Notare anche la presenza
di cellule follicolari (FC) nelle quali & evidente una quantita moderata di citoplasma (CP).

" . - - . o

Stadio 0 Stadio 1-2 Stadio 3 Controllo

Fig.8: RT-PCR di VTG nell'ovario e ghiandola digestiva. Il prodotto di amplificazione di circa 130 bp
corrispondente al gene per la VTG & evidente solo nelle gonadi allo stadio di 1-2 (vitellogenesi), nessun
segnale & evidente negli stadi 0 e 3. Nella ghiandola digestiva il segnale non & evidente in nessuno stadio. La
subunita 18S ribosomiale ¢ il controllo della qualita dei cDNA. Il controllo & stato ottenuto omettendo il
cDNA.
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Fig. 9: Follicolo in stadio 2lbridazione in situ su sezioni di gonade e ghiandola digestiva di Mytilus
galloprovincialis, condotta con soda a cDNA per ER;. A: Follicolo in stadio 2: sono marcati gli ovociti
in vitellogenesi (frecce con barra), le cellule follicolari (FC) (punta di freccia) e le cellule connettivali
ADG e VCT (frecce), mentre la marcatura non e presente negli ovociti che hanno concluso la
vitellogenesi (Oo). B: Follicoli in stadio 3: non & presente alcuna marcatura né all’interno degli ovociti
(Oo) né all’interno delle cellule follicolari (non raffigurate). C: sezione di ghiandola digestiva in stadio
2: non e evidente alcuna marcatura. D: sezione di ghiandola digestiva in stadio 3: non € evidente

alcuna marcatura.
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Fig. 10: lbridazione in situ su sezione di gonade e ghiandola digestiva di Mytilus galloprovincialis,
condotta con soda a cDNA per ER,. A-B: Follicolo in stadio 2 (A) e stadio 3 (B): la positivita ad ER, €
presente nel citoplasma degli ovociti (frecce), nel citoplasma delle cellule follicolari (punta di freccia) e nelle
cellule ADG e VCT (doppia freccia). C-D: sezione di ghiandola digestiva in stadio 2 (C) e stadio 3 (D): la
positivita € evidente sia durante lo stadio 2 sia allo stadio 3. D, inserto: nessun segnale e evidente nei
controlli.
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Fig.11: Analisi di espressione di ER; e ER, in campioni in diverse fasi del ciclo riproduttivo e standardizzata
con I'rRNA 18S. L'mRNA per ER; (corrispondente alla banda di 100bp) & presente con un livello di
espressione elevato in tutto il periodo di accrescimento ovocitario (stadio 1-inizio 3), mentre & assente
durante la fase in cui I'accrescimento ovocitario e assente o terminato (stadio 0 e 3). L'mRNA per ER,
(corrispondente a una banda di 230 bp) e espresso costantemente nei differenti stadi esaminati, con un
lieve decremento nella fase di stasi. L’espressione di ER, & maggiore di ER; quando essi sono co-espressi.
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Fig. 12 Sezione di gonade con follicoli allo stadio 2 su cui € stata effettuata I'immunocitochimica.
L’indagine é stata effettuata in follicoli con ovociti allo stadio 2 utilizzando un anticorpo anti-VTG di
Podarcis sicula. La marcatura é distribuita in modo aspecifico sulle differenti strutture presenti.
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Fig.13: Indice di Condizione (I.C.) relativo alla zona A e B.

Notare la differenza, statisticamente significativa, tra I'l.C. degli
animali della zona A rispetto a quella degli animali della zona B (P
<0,05)
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Fig.14: Indice Gonadico I.G. degli animali della zona A e B.
Notare la differenza statisticamente significativa tra I'l.G. degli
animali della zona A rispetto a quella degli animali della zona B (P
<0,05)
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Fig. 15: Morfologia della gonade di un individuo di zona A . Sono visibili i follicoli con gli ovociti (Oo) e le
cellule adipogranulari (ADG) e vescicolari (VCT) .

Fig. 16: Morfologia della gonade di un individuo di zona B. Il numero dei follicoli rappresentato in figura 16
e inferiore rispetto a quello della figura 15.
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Fig.17: Ovocita sano e in apoptosi. L'immagine mostra un ovocita alla fine della vitellogenesi (ovocita sano)
e un ovocita in degenerazione, probabilmente dovuta ad un processo di apoptosi, come suggerisce I’elevata
irregolarita del nucleo e la frammentazione del citoplasma.
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Fig.18: Saggio TUNEL in un ovario di mitilo di zona A. Sono marcati alcuni ovogoni
(frecce), ovociti (Oo) (punte di frecce) e le cellule interfollicolari (CIF).

Fig.19: Saggio TUNEL in un ovario di mitilo di zona A: sono marcati alcuni ovogoni
(frecce). Ovogoni (Ov), ovociti (Oo), cellule interfollicolari (CIF).
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Fig.20(A): Saggio 'I,I.JNEL in ovario di un mitilo della zona’Bz,’La positivita &
evidente in ovogoni (Ov), ovociti (Oo) e cellule interfollicolari (CIP').‘
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Fig.2o(B): Ingra dimentol della gura. io(A).
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Fig.21: Analisi di espressione di ER; e ER, in campioni della zona A e zona B di Castel dell’Ovo. L'mRNA per
ER; (corrispondente alla banda di 100bp), presente con un livello di espressione elevato in tutto il periodo
di accrescimento ovocitario (stadio 1-inizio 3) e assente durante la fase in cui I'accrescimento ovocitario
non € presente o terminato (stadio 0 e 3) (Marzo e Maggio), risulta sovraespresso nella zona B rispetto alla
zona A . L'mRNA per ER; (corrispondente alla banda di 230 bp), espresso costantemente nei differenti stadi
in considerazione e con un lieve decremento nella fase di stasi, mostra un’espressione analoga nelle due
zone.
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Fig.22: Sezioni di una gonade in intersesso: Sono visibili follicoli contenenti cellule germinali maschili
(?) e femminili (3) in diversi stati di accrescimento.
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Fig.23: Immagini al TEM di un follicolo di una gonade in intersesso. | gameti maschili e femminili, sebbene
presenti all'interno dello steso follicolo, sono tuttavia separati e presentano una corretta organizzazione

Fig.24: Immagine al TEM di una gonade in intersesso. Le immagini oltre a evidenziare una corretta
organizzazione dei gameti maschili e femminili mettono in rilevo un corretto quadro di spermatogenesi e
ovogenesi all'interno dello stesso follicolo.
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Fig.25: Immagine al TEM di spermatozoi in una gonade in intersesso. Nella immagine si notano
spermatozoi con caratteristiche di crescita normale. Gli spermatozoi presentano infatti I'acrosoma
(Acr.), il nucleo (N), il collo (C) e il flagello (F).
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