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1.INTRODUZIONE

1.1. Proprieta elettriche degli ovociti

| compartimenti extra e intracellulari sono costituiti da soluzioni acquose a
differenti composizioni ioniche e molecolari: ad esempio, lo ione potassio (K*) &
presente in concentrazioni maggiori all’interno della cellula rispetto all’esterno,
mentre avviene I’opposto per gli ioni calcio (Ca®") e sodio (Na*) (Tosti e Boni
2004; Boni et al., 2007). Come tutte le cellule, anche gli ovociti variano la
composizione dell’ambiente intracellulare a seconda delle proprie necessita,
percio la regolazione degli scambi tra i due compartimenti in funzione del ciclo
cellulare risulta di cruciale importanza per la vita stessa della cellula. La
membrana plasmatica & costituita da un doppio strato fosfolipidico che non
consente il libero passaggio degli ioni, creando pertanto una differente
distribuzione di cariche elettriche ai due lati della membrana che viene detto
voltaggio. L’esistenza di questo gradiente genera a sua volta anche un accumulo
di energia potenziale, detto “potenziale di riposo della cellula” (PR), che si misura
in milliVolts (mV) (Tosti e Boni, 2004). 1l PR e negativo nella maggior parte
delle cellule studiate fino ad oggi, oscillando dai -10 ai -100 mV (Hagiwara e
Jaffe, 1979). Il valore del PR varia nel corso della vita della cellula a secondo
delle fasi del ciclo cellulare e dipende principalmente dalla permeabilita della
membrana e dalla diversa distribuzione ionica in particolare dello ione K* (De

Felice, 1997).
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Figura 1. Rappresentazione schematica dei principali parametri elettrofisiologici. 1l voltaggio
& generato dalla distribuzione diseguale degli ioni positivi e negativi ai lati della membrana. 11
potenziale di riposo € dovuto alla separazione delle cariche, che genera una differenza di
voltaggio attraverso la membrana. Questa forma di energia potenziale & conservata come
gradiente ionico, cioé differente concentrazione di ioni tra ’interno e 1’esterno della cellula. I
canali ionici sono specifiche proteine situate nel doppio strato fosfolipidico che permettono il
passaggio di specifici ioni attraverso la membrana plasmatica. La corrente ionica e il flusso

di ioni attraverso i canali ( modificato da Tosti e Boni, 2004).

Essendo il doppio strato fosfolipidico impermeabile agli ioni, lo scambio ionico
attraverso la membrana plasmatica avviene mediante delle proteine che fungono
da tunnel, i “canali ionici”. Il flusso di cariche elettriche che attraversano i canali
¢ detto “corrente ionica”, e si misura in nanoAmpere (nA) o picoAmpere (pA).

Generalmente, associata alla corrente ionica vi € una variazione repentina e



transitoria del PR verso valori piu positivi (depolarizzazione) o negativi
(iperpolarizzazione), con conseguenti eventuali ripercussioni sul ciclo e il

metabolismo cellulare.

| canali ionici sono caratterizzati da:

1) modalita di apertura: possono essere classificati in canali che si aprono in
risposta ad una modifica del voltaggio (voltage-operated channels, VOC), o in
seguito all’interazione con un ligando (second messenger operated channels,
SMOC) (Sutcliffe et al. 1998; Terlau e Stuhmer, 1998). Questi ultimi possono
essere aperti da molecole agenti su recettori esterni accoppiati direttamente al
meccanismo di apertura del canale la cui probabilita di apertura dipende dalla
concentrazione della sostanza. In alcuni casi gli SMOC possono essere aperti
anche dall’interno come ad esempio i canali di potassio attivati dal calcio (Ogden

e Stanfield, 1994).

2) specificita: un canale ionico viene considerato specifico se puo essere
attraversato prevalentemente da una sola specie ionica, aspecifico se ne permette

il passaggio di due o piu.

3) conduttanza: € la capacita di una membrana plasmatica ad essere attraversata
da correnti ioniche. La conduttanza e differente per tipo di canale, in quanto i
canali specifici hanno conduttanze meno elevate, nell’ordine di 5-10 picoSiemens

(pS), rispetto a quelli aspecifici che possono raggiungere anche i 400 pS come



nel caso dei canali responsabili della corrente di fecondazione negli ovociti di

Ciona intestinalis (Dale e De Felice, 1984; De Felice e Kell, 1987).

4) sensibilita agli inibitori: i canali sono sensibili ad alcune sostanze che ne
riducono o ne annullano la conduttanza. Questi inibitori agiscono a livello
molecolare alterandone sia la cinetica d’apertura che la funzione stessa della
proteina canale. Esperimenti di single channel hanno dimostrato che queste
sostanze agiscono sul canale competendo con i siti di legame per lo ione.
Attualmente si conoscono numerosi bloccanti specifici sia organici che inorganici
di tutti i canali ionici noti (Moczydlowski, 1992). Alcuni canali sono bloccati
selettivamente da basse concentrazioni di tossine come ad esempio, i canali di
sodio da parte della tetrodotossina, o quelli di potassio da derivati del

tetraetilammonio (Ogden e Stanfield, 1994).

Naturalmente, il tipo e la densita di canali presenti in una cellula dipendono

dalla sua funzione e fisiologia (Takahashi e Okamura, 1998).

La classificazione dei canali si basa essenzialmente sulla loro cinetica e risposta
farmacologica. Seguendo tali criteri sono stati identificati e caratterizzati molti
tipi di canali di K*, un solo canale di Na* e diversi canali di Ca®". Questi ultimi, in
particolare, sono stati ulteriormente classificati in 5 tipi canali di calcio VOC: L,
T, N, P/Q, R, anche in relazione alla loro densita e funzione nei diversi tessuti: il

canale di calcio tipo L & un canale lento che é coinvolto in vari processi come la



maturazione ovocitaria; il tipo T & un canale veloce ed € presente principalmente
nei tessuti molto eccitabili tipo i muscoli; il tipo N e un canale neuronale ed &
modulato anche dal rilascio di neurotrasmettitori oltre che dal voltaggio; infine,
ci sono i canali P/Q e R che non sono ancora stati completamente caratterizzati

(De Felice, 1997).

I primi animali ad essere utilizzati per le ricerche sul ruolo degli ioni nella
fisiologia dell’ovocita sono stati gli echinodermi: infatti, Edward Chambers, nel
1946, studio gli scambi ionici di Na*e K* nel corso della fecondazione del riccio
di mare (Chambers, 1989). Successivamente, solo parecchi anni dopo, sono state
studiate le proprieta elettriche della membrana plasmatica ovocitaria anche nelle
stelle di mare (Steinhardt et al., 1971; Jaffe e Robinson, 1978; Moody e Lansman,

1983).

La presenza dei canali di calcio negli ovociti fu dimostrata per la prima volta da
Okamoto e colleghi in diverse specie animali (1977), mentre studi sulla
membrana di ovociti nel corso della maturazione hanno dimostrato che 1’ovocita
immaturo ha un’alta permeabilita al potassio, che si perde nel corso delle fasi

successive della maturazione (Dale e De Santis, 1981).

Per quanto concerne le ascidie, Block e Moody (1987) hanno descritto, negli
ovociti di Boltenia villosa, la presenza di tre principali correnti ioniche transienti,
in entrata e modulate dal voltaggio: 1) corrente di sodio; 2) corrente di calcio; 3)
corrente rettificante di potassio. Nella Ciona intestinalis, una caratterizzazione

delle proprieta elettriche dell’ovocita immaturo ha mostrato la presenza di correnti



di calcio di tipo L, mentre I’ovocita maturo presenta alte correnti di sodio e basse
correnti di calcio (Dale et al. 1991, Cuomo et al., 2005), indicando, tra I’altro, un
possibile loro ruolo nella regolazione del calcio citosolico durante i primi

processi di sviluppo.

I canali ionici giocano un ruolo nei processi di maturazione anche in altre
specie di invertebrati, come nei molluschi (Dube, 1992; Guerrier et al., 1993;
Moreau et al., 1996; Tomkowiak et al., 1997; Colas e Dubg, 1998; Leclerc et al.,
2000; Cuomo et al., 2005), e nei vertebrati come gli anfibi dove la presenza di
correnti di Cloro (CI") negli ovociti sembra essere coinvolta sia nella maturazione

che nella fecondazione (Schlichter, 1989; Tosti e Boni, 2004).

In relazione sia alla progressione meiotica che al raggiungimento della
competenza di sviluppo, negli ovociti immaturi di mammifero sono stati descritti
cambiamenti dell’assetto ionico (Mc Culloh e Levitan, 1987; Murnane e De
Felice, 1993; Tosti et al. 2000; Boni et al. 2002). In particolare, negli ovociti di
bovino, le correnti di calcio e la permeabilita totale della membrana decrescono

durante la fase di rottura della vescicola germinale (Tosti et al., 2002). Figura 2.
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Figura 2. Rappresentazione schematica dell’attivita dei canali ionici nella maturazione degli
ovociti di bovino. Allo stadio immaturo VG vi & una preponderanza di canali di calcio tipo L e di
potassio (conduttanza) che decresce con la progressione meiotica (modificato da Tosti e Boni,
2004).

Piu in generale, evidenze sperimentali hanno indicato che in diverse specie
animali i canali ionici che piu fortemente sono correlati alla maturazione sono i
canali di calcio di tipo L (Murnane et al., 1988; Dale et al., 1991; Tomkoviak et
al., 1997; Ouadid-Ahidouch, 1998; Tosti et al., 2000; Cuomo et al., 2005). Cio é
anche indicato dall’aumento di calcio citosolico nello stadio immaturo che segue
I’esposizione dell’ovocita all’LH (luteinizing hormone o ormone luteinizzante) o
a fattori di crescita (Mattioli et al., 1998; Hill et al., 1999). Purtroppo, malgrado i
numerosi studi sui mammiferi, non & ancora chiaro se un aumento di calcio sia
necessario per la stimolazione della meiosi da parte dell’LH (Mehlmann et al.
2006). A causa della scarsita di materiale disponibile e di ovvi motivi etici, vi

sono poche informazioni sull’ovocita umano. Tra i pochi studi va citato quello di,



Feichtinger (Feichtinger et al., 1988) che usando tecniche elettrofisiologiche ha
testato la variazione del potenziale di membrana in ovociti a diversi stadi di

maturazione.

1.2. Cenni storici sull’elettrofisiologia

La nascita dell’elettrofisiologia sperimentale € riconducibile al 1660, quando lo
studioso olandese Jan Swammerdam elaboro un preparato neuromuscolare: riusci
a indurre la contrazione del muscolo della zampa di una rana stimolandone il
nervo connesso. Ma il supporto sperimentale della natura elettrica dell’impulso
nervoso fu fornito 80 anni dopo dall’italiano Luigi Galvani con la sua
pubblicazione “ De Viribus Electricitatis in Motu Musculari Commentarius” del
1791. Tale fondamentale lavoro sull’elettricitd animale segna I’inizio della storia
dei canali ionici. Solo piu tardi, tra il 1794 e 1797, Galvani elaboro la teoria
dell’eccitazione elettrica realizzando che 1 tessuti biologici sono in uno stato di
squilibrio, cioé anche se a riposo, sono comungque pronti a rispondere a stimoli
elettrici esterni (Figura 3). Galvani postulo che “I’elettricita animale™ era generata
dall’accumulo di cariche positive e negative sulle superfici interne e esterne di
fibre muscolari o nervose. Il flusso di corrente elettrica, che avviene durante
I’eccitazione, richiedeva uno specifico meccanismo, e cosi o scienziato italiano
intui I’esistenza di canali riempiti di acqua, che penetrando attraverso la superficie
delle fibre, le rendono eccitabili elettricamente. 1l suo concetto di elettricita

animale fu al centro di un’aspra diatriba e fu alla fine confutato da Alessandro
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Volta il quale dimostrd0 che I’elettricitd non era un fenomeno prettamente

biologico (Verkhratsky et al., 2006).

Figura 3. Esperimenti di Galvani: a) esperimento del 1794: quando la superficie della sezione del
nervo sciatico tocca il muscolo la zampa si contrae; b) esperimento del 1797: quando la superficie
della sezione del nervo sciatico destro tocca la superficie intatta del nervo sciatico sinistro,

entrambe le zampe si contraggono.

La prima registrazione strumentale dell’elettricita animale (usando il preparato
neuromuscolare di rana) fu fatta da Leopoldo Nobili, con I’ausilio di un
galvanometro elettromagnetico, anche se Nobili interpreto tale registrazione in
termini puramente fisici credendo di stare misurando una corrente termoelettrica
che scaturiva dal differente raffreddamento delle due estremita del preparato.
Diversi anni dopo, nel 1842, Carlo Matteucci ripeté questo esperimento, ma riusci
a dimostrare che il galvanometro stava misurando esclusivamente la corrente

generata dal tessuto vivente.
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Un aiuto importante per lo sviluppo dell’elettrofisiologia venne indirettamente
dagli studi di Danielli e Dawson negli anni venti, i quali fornirono preziose
informazioni sulla struttura della membrana plasmatica che fu in seguito definita
come un doppio strato fosfolipidico con numerose proteine associate e dei pori
acquosi che consentono il passaggio di molecole insolubili nei lipidi, inclusi gli

ioni (Verkhratsky et al., 2006).

La tecnica del patch clamp fu usata per la prima volta da Erwin Neher e Bert
Sakmann (1976), poi premi Nobel per la medicina nel 1991, per analizzare le
correnti che attraversano singoli canali attivate dall’acetilcolina in pezzi (cell-
attached patches) di membrana non recisa di muscolo scheletrico di rana. Il
metodo da loro usato (descritto da Neher et al., 1978; Hamill et al., 1981 Neher,
1988; Neher, 1992; Neher e Sakmannn, 1992; Levis e Rae, 1998) ha condotto a
tecniche ad alta risoluzione per la registrazione di correnti in pezzi di membrane
recise in aggiunta a quelle in pezzi di membrana non distaccati dalle cellule. Le
registrazioni in single channel hanno fornito informazioni sulla conduttanza
unitaria e sul comportamento dei canali ionici. Ci0 é stato possibile sfruttando
anche le registrazioni in whole cell, che consentono 1’applicazione del blocco del
voltaggio sia a cellule troppo piccole per i microelettrodi, sia a cellule non
elettricamente eccitabili. In tal modo si & scoperto il ruolo fisiologico dei canali
ionici in cellule altrimenti inaccessibili per 1’applicazione del blocco di voltaggio

(Ogden e Stanfield, 1994).
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1.3. Metodi e applicazioni elettrofisiologici

Il principio della tecnica patch-clamp consiste nell’isolare elettricamente un pezzo
di membrana dalla soluzione esterna e registrare la corrente che vi fluisce. Cio lo
si ottiene premendo contro la superficie di una cellula una pipetta di vetro
riempita con una soluzione elettrolitica adatta, e applicando una lieve aspirazione.
A patto che sia la pipetta che la membrana siano libere da impedimenti e, quindi,
direttamente accessibili, si formera una saldatura (seal) ermetica tra loro, con una
resistenza elettrica maggiore di 10 gigaohm (GQ). In queste condizioni la pipetta
di vetro sara a meno di 1 nm di distanza dalla membrana cellulare (Ogden e
Stanfield, 1994).

Un’alta resistenza del seal & necessaria per due motivi: primo, maggiore € la
resistenza della saldatura, piu efficiente & I’isolamento elettrico del patch;
secondo, un’alta resistenza riduce il “rumore” della corrente di registrazione
permettendo una migliore risoluzione anche delle correnti single channel, la cui
ampiezza puo essere anche nell’ordine di appena 1 pA (Sigworth, 1986; Ogden e

Stanfield, 1994).

Una pipetta di vetro con una piccola apertura ad una estremita é utilizzata per
ottenere uno stretto contatto con una piccola area di membrana, detta appunto
patch o pezzo di membrana. Dopo 1’applicazione di una lieve aspirazione, la

saldatura tra la pipetta e la membrana diviene cosi stretta che gli ioni non possono
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fluire tra la pipetta e la membrana. Percio, tutti gli ioni che passano quando un
canale si apre nel patch, lo faranno nella pipetta. Sebbene ridotta, la corrente
elettrica risultante pu0 essere misurata con un amplificatore elettronico
ultrasensibile connesso alla pipetta. Questa configurazione e generalmente detta
metodo di registrazione “cell-attached patch clamp” e consente il controllo
sperimentale del potenziale di membrana per caratterizzare la dipendenza dal

voltaggio delle correnti di membrana (Purves et al., 2001).

La capacita di registrare le correnti che attraversano i canali ionici & un vantaggio
considerevole del metodo “cell-attached patch clamp” rispetto agli altri; cio
nonostante, alcune sue modificazioni tecniche (Figura 4) hanno apportato ulteriori
notevoli benefici: infatti, se il patch di membrana all’interno della pipetta ¢
distrutto dalla applicazione di una aspirazione, breve ma piuttosto decisa, I’interno
della pipetta diverra un continuum con il citoplasma cellulare. Questa
configurazione permette di misurare i potenziali elettrici ¢ le correnti dall’intera
cellula ed & percio chiamato metodo di registrazione “whole-cell”. Inoltre,
consente anche gli scambi diffusionali tra la pipetta e il citoplasma, fornendo un

altro metodo per iniettare le sostanze all’interno delle cellule (Purves et al., 2001).

Le altre due varianti del metodo del patch clamp hanno origine dalla scoperta che,
una volta formatasi una stretta saldatura tra la membrana e la pipetta, possono
essere tirati via piccoli pezzi di membrana senza distruggere il seal, ottenendo un
pezzo indipendente dal resto della cellula. Tale fenomeno é possibile in virtu delle

proprieta del gigaseal, una saldatura molto forte e resistente (Sigworth, 1986).

14



Semplicemente ritraendo la pipetta in configurazione cell-attached, si puo
ottenere la formazione di una piccola vescicola di membrana ancora attaccata alla
pipetta. Esponendo I’estremita della pipetta all’aria, la vescicola si apre per
ottenere un piccolo pezzo di membrana con la sua precedente faccia
citoplasmatica rivolta all’esterno. Questa configurazione, detta registrazione
“inside-out patch”, consente le misurazioni delle correnti di un singolo canale con
I’ulteriore vantaggio di rendere possibile un eventuale cambio di mezzo di
registrazione al quale e esposta la superficie intracellulare della membrana.
Quindi, la configurazione inside-out risulta particolarmente preziosa per studi
sull’influenza delle molecole intracellulari sull’attivita dei canali. In alternativa,
se la ritrazione della pipetta avviene in configurazione whole-cell, verra prodotto
stavolta un pezzo di membrana con la faccia extracellulare rivolta al mezzo
esterno. Tale configurazione, chiamata registrazione “outside-out”, € ottimale per
studiare in che modo I’attivita dei canali sia influenzata da segnali chimici
extracellulari, come, per esempio, i neurotrasmettitori. E chiaro che una siffatta
gamma di possibili configurazioni rende il metodo del patch clamp una tecnica

estremamente versatile per gli studi sui canali ionici (Purves et al., 2001).

15



Cell-attached .

Figura 4. Le quattro configurazioni di patch clamp: cell attached (contorno rosa), whole cell

(viola), inside-out (giallo) e outside-out (verde). Modificato da Purves et al., 2001.
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1.4. Le Ascidie

Le ascidie sono invertebrati marini sessili ubiquitari, di forma cilindrica allo
stadio adulto. La classe degli ascidiacei € una delle tre classi appartenenti al
subphylum degli Urocordati (Figura 5) e comprende circa 1.600 specie. Le ascidie
mancano di colonna vertebrale, ma possiedono tre caratteristiche distintive,
riscontrabili solo durante lo stadio larvale e che si perdono nell’adulto: una
notocorda, una corda nervosa dorsale cava e fessure faringee. Tali strutture sono
tipiche dei cordati e consentono di classificare le ascidie nell’ambito di tale

phylum.
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Phylum
CHORDATA
Subphylum

UROCHORDATA (TUNICATA)
Classe
ASCIDIACEE
Ordine
ENTEROGONIA
Sottordine
PHLEBOBRANCHIATA
Famiglia
CIONINAE
Genere
CIONA
Specie
CIONA INTESTINALIS

Figura 5. Classificazione della Ciona intestinalis.

Le ascidie si trovano nelle acque costiere, attaccate con una estremita della loro
struttura tubulare a vari substrati naturali e non (Figura 6). Dal lato opposto
terminano con i due sifoni, uno boccale e uno cloacale, che consentono il

passaggio di una corrente di acqua attraverso il corpo dell’animale. L’intero corpo

18



di tale organismo & coperto da una tunica colorata e a volte dura, da cui il nome
Tunicati. La tunica € composta principalmente da cellulosa, proteine e spicole di

calcio.

Figura 6. Foto di Ciona intestinalis, animale adulto.

Molti tunicati sono ermafroditi, con un unico testicolo e un unico ovario che
giacciono in stretto contatto con 1’ansa intestinale. (Figura 7). L’ovario € posto al
di sopra dello stomaco ed e una struttura a forma di sacco con due bande laterali,
le aree germinali. Nell’ovario si possono rinvenire ovociti immaturi di varie

dimensioni e a vari stadi di ovogenesi (Satoh, 1994; Prodon et al., 2006). Gli
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ovociti maturi sono trasportati nell’ovidutto, che corre parallelo all’intestino e
sbocca nella cloaca di fronte I’ano. Il testicolo giace al di sotto dell’ovario ed €
formato da un grappolo di piccole sacche che confluiscono nello spermidutto.

Tale dotto si muove parallelamente all’ovidutto e si apre anch’esso nella cloaca.

I tunicati sono filtratori, cioé si nutrono di plancton che filtrano dall’ acqua che

attraversa la loro faringe. (Dale, 1989).

Ghiandola
boccale~ Ganglio
: 3 Sifone atriale
Endostilo —
Cestello — Atrio
faringeo —
Fessure faringee
_ Ovidutto
Tunica _
__ Spermidutto
Parete del corpo__ _
_ Intestino
Ovario c :
TS s RN ‘ Ghiandola
Testicolo ¥ ~~  digestiva
Cuore Stomaco

Figura 7. Rappresentazione generale dell’organizzazione anatomica interna delle ascidie
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1.5. Maturazione e Fecondazione

La maturazione ovocitaria rappresenta l'ultima fase dell'ovogenesi (Figura 8),
durante cui l'ovocita va incontro ad una serie di modificazioni necessarie per
I'ovulazione e per la successiva ed eventuale interazione con lo spermatozoo. Piu
precisamente, la maturazione ovocitaria € il periodo che va dal primo al secondo
arresto meiotico e coinvolge modificazioni citoplasmatiche e nucleari (Eppig,

1996).

La maturazione citoplasmatica € caratterizzata da modificazioni strutturali e
fisiologiche: 1) cambiamenti nel profilo di espressione delle proteine di controllo
del ciclo cellulare, responsabili nel condurre 1’ovocita verso la competenza di
sviluppo (Whitaker e Patel, 1990; Masui, 1996; Whitaker, 1996); 2)
ridistribuzione degli organelli (Ducibella et al., 1988; Santella et al., 1999; Wessel
et al., 2001); 3) modificazioni della permeabilita di membrana (Carroll, 2000;
Cuomo et al., 2005); 4) differenziamento del meccanismo di trasduzione del

calcio (Machaca, 2004).

La maturazione nucleare & invece rappresentata dalla meiosi, il processo di
divisione cellulare che avviene solo nei gameti, che porta alla formazione di

cellule aploidi altamente specializzate per la fecondazione (Tosti, 2006)

In quasi tutte le specie studiate finora, gli ovociti presenti nell’ovario sono
generalmente racchiusi all’interno di follicoli e arrestati allo stadio meiotico di

prima profase (PI). Questo stadio & caratterizzato da un grosso e evidente nucleo,
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detto vescicola germinale (VG), che contiene la cromatina solo parzialmente
condensata. Nel corso di tale primo blocco avviene la crescita ovocitaria (Sagata,
1996), cio¢ la sintesi e I’accumulo di grandi quantita di metaboliti necessari per
gli eventi successivi; per tale motivo tale stadio ¢ caratterizzato da un’attiva
trascrizione e una quantita doppia (4n) di DNA. In seguito all’interazione con uno
stimolo ormonale, nell’ovocita si ha una ripresa meiotica, morfologicamente
evidente dalla rottura della vescicola germinale (detta germinal vesicle
breakdown, GVBD) e dalla dispersione dei nucleoli (Masui e Clarke, 1979), fino
a un secondo nuovo blocco, variabile da specie a specie. Nelle ascidie e nei
molluschi, il secondo blocco avviene in metafase | (MI), mentre nei vertebrati,
inclusi i mammiferi, in metafase Il (MII) (Thibault, 1969; Masui, 1985; Tosti e
Dale, 1995; Colas e Dube, 1998). L’interazione con lo spermatozoo induce il
completamento della meiosi ovocitaria e la formazione di un embrione dando

cosi vita ad un nuovo individuo (Figura 8).
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Oogenesi

MITOSI

MEIOSI

VG
1° BLOCCO

spermatozoo
(2° BLOCCO in
ASCIDIE

e MOLLUSCHI)

{2° BLOCCO nei
VERTEBRATI)

SVILUPPO

Figura 8. Rappresentazione schematica della maturazione ovocitaria nei mammiferi. Le cellule
germinali primordiali sono gli ovogoni che si dividono per mitosi e poi entrano in meiosi
bloccandosi allo stadio di vescicola germinale (VG). Alla maturita sessuale uno stimolo fa
ripartire la meiosi che si blocca nuovamente in Ml o MIl a secondo delle specie. Lo
spermatozoo rimuove il secondo blocco a seguito della sua interazione con I’ovocita e consente

I’avvio dello sviluppo di un nuovo individuo.

Subito dopo [I’interazione con lo spermatozoo, l’ovocita va incontro a
modificazioni elettriche, morfologiche e metaboliche (Dale, 1994), la cui

sequenza temporale dipende dalle specie. Negli invertebrati, il primo evento di
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fecondazione €& wuna corrente ionica in entrata accompagnata dalla
depolarizzazione del potenziale di riposo (Dale e De Felice, 1984; De Simone et
al., 1998). A questo evento elettrico fa seguito un rilascio di calcio che, negli
echinodermi, provoca la rottura dei granuli corticali e I’innalzamento della
membrana di fecondazione (Giudice, 1985). Il rilascio di calcio alla fecondazione
e un evento esplosivo e universale e si ritiene che dia il segnale di avvio per lo
sviluppo (Jaffe, 1980). | meccanismi di rilascio e propagazione di calcio sono vari
(Swann e Parrington, 1999) e nei mammiferi rappresentano anche il segnale per
I’induzione della corrente di fecondazione, modulando i canali di potassio
dipendenti dal calcio (Miyazaki e Igusa, 1981; Dale et al., 1996; Tosti et al.,
2002). Agli eventi elettrici e al rilascio di calcio fanno seguito una serie di eventi
metabolici a cascata. Tra questi vanno menzionati la mobilitazione dei
fosfoinositidi di membrana, il rilascio di alcuni messaggeri come 1Pz e DAG, un
aumento di poche unita di pH, I’inattivazione del mitosis promoting factor (MPF),

la ripresa meiotica (Yanagimachi, 1994; Abrieu et al., 2001).

Nelle ascidie, il primo evento di fecondazione & una variazione transitoria del
potenziale di riposo, che depolarizza in seguito all’apertura di canali ionici
aspecifici, detti canali di fecondazione (Dale e De Felice, 1984; Dale, 1994).
Questi canali danno vita ad una corrente elettrica in entrata (corrente di
fecondazione), seguita da una contrazione del corpo cellulare, un processo
quest’ultimo peculiare delle ascidie e dovuto alla mancanza dei granuli corticali.
La contrazione € dovuta all’onda di calcio che attraversa 1’ovocita dal polo

vegetativo a quello animale (Brownlee e Dale, 1990). Questo processo &

24



temporaneo e 1’ovocita ritorna alla sua classica forma sferica entro circa un

minuto (Figura 9).

spermi

500pA

20s

Figura 9. La corrente di fecondazione (centro), la contrazione dell’ovocita fecondato (alto) e
I’onda di calcio (basso), sono gli eventi cui va incontro 1’ovocita di Ciona intestinalis dopo

I’interazione con lo spermatozoo (modificato da Brownlee e Dale, 1990).

In seguito all’interazione con lo spermatozoo, l’ovocita fecondato esce
definitivamente dalla meiosi e inizia la segmentazione, con una serie di ripetute e
veloci divisioni mitotiche embrionali senza accrescimento cellulare (Russo et al.,
1998). La fecondazione riavvia il ciclo meiotico facendo estrudere il primo e poi
il secondo globulo polare nell’arco di 20 minuti circa. Dopo circa 50 minuti, lo

zigote si divide per mitosi in due blastomeri, destro e sinistro, secondo un piano
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meridiano lungo 1’asse animale/vegetativo (A/V). Le divisioni cellulari procedono
ogni 35 minuti circa. Dopo 24 ore circa si forma una larva mobile che ha la forma
caratteristica di un girino. Questo stadio & particolarmente avanzato rispetto
all’animale adulto, in quanto consta di una corda, un sistema nervoso e degli
organi di senso. Queste strutture si perdono durante la metamorfosi quando la
corda viene riassorbita e gli organi di senso scompaiono, dando vita ad un animale

adulto invertebrato (Dale, 1989).

Il processo di maturazione ovocitaria € accompagnato da modificazioni
fondamentali di organelli e strutture citoplasmatiche, come gli elementi
citoscheletrici e il reticolo endoplasmatico, e sono caratteristiche della
progressione meiotica (Voronina e Wessel, 2003).

Gli eventi meiotici nucleari sono orchestrati e diretti dal citoscheletro cellulare.
L’ovocita in accrescimento € caratterizzato da microtubuli corticali labili e
allungati, i quali subiscono una serie di drastici cambiamenti durante la
maturazione ovocitaria (Boyle e Ernst, 1989; Smiley, 1990). I microtubuli si
disassemblano gradualmente nella cortex e vanno a formare il fuso meiotico
nell’ovocita in maturazione per la segregazione dei cromosomi durante la
divisione.

I microfilamenti formano una sorta di binari per il movimento degli organelli
durante la maturazione ovocitaria. Nell’ovocita in accrescimento degli

echinodermi i microfilamenti sono stati trovati prevalentemente a livello della
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cortex cellulare (Boyle ed Ernst, 1989, Heil-Chapdeilaine e Otto, 1996). Negli
ovociti di stelle e riccio di mare all’inizio della maturazione avviene la
polimerizzazione di actina (Heil-Chapdeilaine e Otto, 1996; Wessel et al., 2002),
che pur essendo stata riscontrata anche nella cortex, avviene prevalentemente nel
nucleo. Questa riorganizzazione non risulta comunque critica per la rottura della
vescicola germinale, in quanto, inibendo con citocalasina la polimerizzazione, la
GVBD avviene normalmente (Connors et al., 1998). | filamenti di actina nella
vescicola germinale sono stati visti in ovociti di molti animali, quali riccio, stella
di mare e rana (Parfenov et al., 1995; Heil-Chapdeilaine e Otto, 1996; Wessel et
al., 2002). Nei vertebrati, la polimerizzazione actinica sembra essere richiesta per
la traslocazione del fuso meiotico dal centro della cellula a una posizione corticale
asimmetrica, necessaria per 1’estrusione del primo globulo polare (Ryabova et al.,
1986; Connors et al., 1998; Kim et al., 2000; Maro e Verlac, 2002).

Il reticolo endoplasmatico (RE) di molte specie, quali il riccio di mare, la stella di
mare, la rana e il topo, va incontro a cambiamenti significativi durante il processo
di maturazione. Tali modificazioni sono particolarmente interessanti poiche
questi organelli rilasciano calcio alla fecondazione mediando gli eventi di
attivazione e, inoltre, tale capacita e acquisita nel corso della maturazione. Gli
ovociti immaturi di tutte le specie studiate posseggono una rete di tubuli di RE
abbastanza uniforme, con cisterne individuali o accumulate poste in profondita
nel citoplasma (Jaffe e Terasaki, 1994; Mehlmann et al., 1995; Terasaki et al.,
2001; Bobinnec et al., 2003). I cambiamenti dell’ RE riscontrati nel corso della

maturazione includono la sua riorganizzazione (Henson et al., 1990; Jaffe e
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Terasaki, 1994; Mehlmann et al., 1995; Terasaki et al., 2001) ¢ I’accumulo di
ammassi (cluster) di RE organizzati immediatamente al di sotto della membrana
plasmatica (Henson et al., 1990; Mehlmann et al., 1995; Shiraishi et al., 1995;
Terasaki et al., 2001). Diverse caratteristiche del comportamento dell’ RE sono
presenti solo nella meiosi: nell’ovocita in maturazione, 1> RE non & associato con
il fuso meiotico, mentre tale associazione € stata riscontrata nelle cellule mitotiche
(Terasaki et al., 2000; Bobinnec et al., 2003). Inoltre, la formazione dei cluster
corticali e richiesta per i meccanismi di rilascio del calcio alla fecondazione.
Questi cluster scompaiono tempo dopo la fecondazione, non essendo piu
riscontrabili nelle cellule mitotiche dell’embrione (FitzHarris et al., 2003). Negli
ovociti maturi di Ciona un monostrato di tubuli di reticolo endoplasmatico corre
sotto la membrana plasmatica, nella cortex cellulare, con una densita che aumenta
lungo I’asse animale/vegetativo (Sardet et al., 1992; Prodon et al., 2005). Benche
questo sottile strato di reticolo ruvido sia in continuita con il resto della rete di RE
ovocitaria, possiede delle caratteristiche particolari: sono riscontrabili legati ad
esso specifici RNA materni e proteine (Sardet et al., 2003; Nakamura et al., 2005;

Prodon et al., 2005; Sardet et al., 2007).

Durante ’accrescimento ovocitario, gli ovociti sono trascrizionalmente attivi e
accumulano grandi quantita di mRNA, ma il contenuto dei messaggeri cambia
con la maturazione. Questa variazione nella popolazione di mRNA é ottenuta sia

interrompendo la trascrizione con 1’inizio della GVBD, sia degradando gruppi
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selezionati di trascritti (Masui e Clark, 1979; Smith e Richter, 1985).
Generalmente, la maturazione meiotica non richiede sintesi di mRNA, ma il
pattern della sintesi proteica cambia significativamente: infatti, viene stimolata la
traduzione di alcuni trascritti e repressa quella di altri (Smith e Richter, 1985;
Hake e Richter, 1997). La repressione della traduzione pu0 essere ottenuta sia con
la degradazione degli mRNA, sia con la deadenilazione selettiva. Nel riccio di
mare, per esempio, la produzione delle proteine del vitello (Wessel et al., 2000) e
del contenuto dei granuli corticali (Laidlaw e Wessel, 1994) e estremamente attiva
nell’ovocita in accrescimento, ma cessa all’inizio della maturazione meiotica a
causa della degradazione degli mRNA. In Xenopous e nel topo, durante la
maturazione una specifica classe di mMRNA materni e deadenilata inibendone cosi
la traduzione (Varnum e Wormington, 1990; Paynton e Bachvarova, 1994).
Invece, I’attivazione della traduzione di specifici trascritti durante la maturazione
e ottenuta allungando la sua coda di poli (A) (Hake e Richter, 1997) e arrivando
cosi a incrementare di diverse volte il tasso di sintesi proteica generale (Smith e
Richter, 1985; Wasserman et al., 1986). Dunque, esiste un meccanismo di
regolazione negativo costituito dalla deadenilazione dei trascritti o dalla loro
interazione con proteine che legano I’RNA. Viceversa, la traduzione ¢ attivata
dalla poliadenilazione citoplasmatica dei trascritti materni grazie anche
all’intervento di proteine embrione-specifiche che legano la poli (A) (Bettegowda
e Smith, 2007).

Cambiamenti qualitativi nel pattern della sintesi proteica sono stati osservati in

molti animali come ad esempio stelle di mare, rana e topo. Le proteine prodotte
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durante la maturazione sono, per la maggior parte, regolatrici del ciclo cellulare
necessari per procedere avanti con la meiosi, come la ciclina B, la componente
regolatrice del fattore promuovente la maturazione, e c-mos, richiesta per due
divisioni consecutive di meiosi. In accordo con quanto detto, 1’utilizzo di inibitori
della sintesi proteica blocca la maturazione ovocitaria in molte specie, ma non in
tutte. Alcuni animali sembrano avere tutte le proteine necessarie gia prodotte e
conservate nell’ovocita, come ad esempio il mollusco Spisula (Hunt et al., 1992).
Altri necessitano di sintetizzare ciclina, come avviene negli ovociti di pesci e topi,
ma anche nella stessa Ciona diversamente da altre ascidie (Lambert, 2008).
Durante la vitellogenesi, gli mRNA si spostano dalla zona perinucleare fino alla
cortex cellulare. Prima della GVBD, negli ovociti post-vitellogenici, gli mMRNA
legati all’ER sono localizzati al di sotto della superficie in maniera uniforme.
Durante la maturazione meiotica la loro distribuzione diviene polarizzata lungo
I’asse A/V insieme con il reticolo endoplasmatico. In C. intestinalis, tale processo
impiega circa 2-3 ore dall’inizio della GVBD (Prodon et al., 2006; Sardet et al.,
2007).

Gli ovociti di ascidia, una volta maturi, presentano una caratteristica notevole: una
numerosa popolazione di mRNA (piu di quaranta in C. intestinalis) distribuiti
lungo 1’asse animale-vegetativo secondo un gradiente crescente (Yamada et al.,

2005; Yamada, 2006; Sardet et al., 2007).
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1.6. Stimolo della maturazione meiotica

Il controllo della maturazione ovocitaria coinvolge una complessa serie di
interazioni reciproche fra ovocita, strutture extracellulari e ambiente, con la
partecipazione di numerose vie metaboliche. La ripresa della maturazione
meiotica si basa su due differenti meccanismi: una stimolazione positiva e la
rimozione di un segnale inibitorio. Il primo coinvolge la produzione di un ligando
che agisce sull’ovocita allo stadio VG inducendo la GVBD. Mentre questo
meccanismo generale € comune a quasi tutte le specie studiate, la natura del
ligando che rimuove il primo blocco meiotico cambia da specie in specie (Tosti,
2006).

E stato scoperto che tale stimolo & rappresentato dalla 1 metil-adenina nelle stelle
di mare (Mita, 2000), dalla serotonina nei molluschi (Colas e Dubg, 1998), dagli
steroidi nei pesci (lwamatsu et al., 1993) e negli anfibi (Schorderet-Slatkine,
1972), e infine dal picco di ormone luteinizzante (LH) nei mammiferi (Moor et al.,
1981), o, forse, secondo le ultime ipotesi dallo sterolo FF-MAS (Follicular Fluid
Meiosis-Activating Sterol, cioé sterolo del fluido follicolare attivante la meiosi)

(Byskov et al., 1995) (Tabella 1).
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Specie Nome Induttore Struttura Induttore

Stella di mare 1 metil-adenina MH

. |

Il ~H

Molluschi Serotonina

Rana Progesterone

Mammiferi FF-MAS

Tabella 1. Nomi e strutture di alcuni possibili induttori della maturazione ovocitaria in varie specie

animali.

In assenza di uno stimolo positivo, 1’arresto meiotico sembra essere mantenuto

dall’ambiente che circonda 1’ovocita: infatti, in alcune specie gli ovociti vanno
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incontro a maturazione non appena vengono isolati dai loro follicoli o dal mezzo
esterno, indicando percio che questi ultimi contengano sostanze deputate a
prevenire la ripresa meiotica degli ovociti arrestati in Pl (Edwards, 1965; Tsafriri
e Pomerantz, 1986). Tale maturazione spontanea pu0 essere indotta: 1) dalla
semplice esposizione all’acqua di mare come avviene negli ovociti post-
vitellogenici delle ascidie H. roretzi (Sakahiri e Shirai, 1991) e C. intestinalis
(Satoh, 1994; Prodon et al., 2006); 2) dalla rimozione degli ovociti dal loro
ambiente follicolare o delle cellule accessorie che circondano gli ovociti di anfibi
(Sanchez-Toranzo, 2007) e mammiferi (Edwards, 1965; Tsafriri et al., 2002;
Coticchio et al., 2004; Rossi et al., 2006 ; Ye et al., 2007).

Considerando I’esistenza di una correlazione tra i suddetti meccanismi, la GVBD
potrebbe avvenire attraverso: 1) la generazione di un segnale che a sua volta ¢
trasferito all’ovocita tramite le follicolari; 2) I’annullamento dell’inibizione
ambientale tramite la rimozione del contatto tra I’ovocita e le cellule follicolari e

attraverso la chiusura delle giunzioni che li connettono (Eppig, 1991).

Una volta che 1 follicoli hanno completato 1’accrescimento, 1’arresto in VG
richiede una elevata attivita della proteina chinasi A (PKA) all’interno
dell’ovocita. PerciO, per mantenere 1’arresto meiotico dell’ovocita, dopo la
rimozione dall’ovario, € necessaria 1’aggiunta di analoghi dell” AMP ciclico
(AMPc) o inibitori delle fosfodiesterasi al mezzo di cultura (Eppig, 1989; Tornell

etal., 1991; Conti et al., 1998; Dekel, 2005; Mehlmann, 2005; Jones, 2008).
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In vivo, una proteina G associata ad un recettore sulla membrana plasmatica
dell’ovocita fornirebbe 1’adeguata quantitd di AMPc per mantenere il blocco in
VG (Mehlmann et al., 2002, 2004).

Rimane ancora da chiarire se il picco di LH inibisca questo recettore o stimoli le
fosfodiesterasi per diminuire I’attivita del PKA (Mehlmann et al., 2006). Inoltre,
ci sono diversi studi in corso sugli intermediari che forniscono all’ovocita il
segnale necessario dell’avvenuto aumento di LH, dal momento che tale ormone
agisce sulle cellule piu esterne della granulosa: infatti, le cellule del cumulo piu
interne e gli ovociti mancano del recettore dell’LH (Peng et al., 1991; Eppig et al.,
1997; Mehlmann 2005; Jones, 2008). Forse il segnale potrebbe essere costituito
dallo FF-MAS, cioé sterolo del fluido follicolare attivante la meiosi) prodotto
dalle cellule del cumulo (Byskov et al., 1995, 2002; Coticchio et al., 2004;
Mehlmann, 2005), ma ci sono dubbi sulla sua reale rilevanza fisiologica (Tsafriri
et al., 2005). L’ FF-MAS é un intermedio della sintesi del colesterolo (Schroepfer,
1982), isolato per la prima volta dal fluido follicolare umano (Byskov et al., 1995).
Nel topo, i livelli di FF-mas aumentano in seguito all’iniezione di gonadotropina
umana corionica, che stimola i recettori dell’LH (Baltsen, 2001). Questo sterolo ¢
in grado di stimolare la ripresa meiotica in diverse specie di mammiferi, come nel
topo, nel ratto e nella specie umana (Byskov et al., 1995, Grgndahl et al., 1998,
2000; Hegele-Hartung et al., 1999, 2001; Mehlmann, 2005). D’altro canto la
maturazione meiotica nei mammiferi procede indisturbata anche quando la
produzione di steroidi e rigorosamente repressa. Probabilmente gli steroidi sono

coinvolti nella crescita follicolare, nella differenziazione delle cellule somatiche e
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nell’acquisizione della competenza di sviluppo degli ovociti maturi migliorando

la maturazione citoplasmatica (Tsafriri e Motola, 2007; Grgndahl, 2008).

Calcio

Il ruolo delle correnti ioniche nella fisiologia dell’ovocita € descritta in molte
specie animali (Hagiwara e Jaffe, 1979; Schlichter, 1989; Moody, 1998; Tosti e
Boni, 2004). In particolare, € noto che le correnti di calcio sono vitali per
un’ampia gamma di processi fisiologici (Carafoli, 2002; Berridge et al., 2003).
L’aumento di calcio nella cellula avviene grazie a due meccanismi: un efflusso
dalle riserve interne degli organelli attraverso i canali di membrana aperti da
ligandi e un ingresso dall’esterno attraverso i canali ionici della membrana
plasmatica (Tosti, 2006). Per quanto riguarda il primo meccanismo, in tutti i tipi
cellulari sono coinvolti i canali ionici dell’RE e del reticolo sarcoplasmatico: i
recettori della rianodina (Ryr) e dell’inositolo 1,4,5-trifosfato (IP3R).

Il pathway dei fosfoinositidi & di primaria importanza nella mobilizzazione del
calcio intracellulare, dal momento che 1’aumento del fosfatidil inositolo 1,4,5-
trifosfato (IP3) genera correnti di calcio transitorie che originano dalle riserve
intracellulari (Berridge, 1993; Pozzan et al., 1994).

I canali e i recettori dell’ IP3 e della RY condividono una serie di caratteristiche

comuni per quanto riguarda sia I’amplificazione del rilascio di calcio mediante un
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meccanismo a feedback positivo, sia 1’arresto grazie ad un feedback negativo
(Bootman e Berridge, 1995).

Nei tessuti eccitabili, I’ingresso di calcio nelle cellule € dovuta all’apertura dei
canali di calcio sensibili al voltaggio, i quali regolano I’influsso di calcio in
risposta alla depolarizzazione della membrana plasmatica (Catteral, 2000). Una
connessione tra i due pathway é supportata dai canali aperti dalle riserve (store
operated channels) (Parekh, 2003), attraverso i quali un influsso di calcio e
indotto dallo svuotamento delle riserve interne (Putney, 1990).

E oramai ben documentato che il calcio & coinvolto nei processi fisiologici
ovocitari, dall’ovogenesi alla fecondazione (Homa et al., 1993; Whitaker e Swann,
1993; Homa, 1995; Carroll et al., 1996; Stricker, 1999). In particolare, € stato
descritto che la transizione da una fase meiotica alla successiva é regolata da punti
di controllo (checkpoint) del ciclo cellulare, i quali, a loro volta, sono controllati
da un aumento transitorio del calcio intracellulare (Whitaker e Patel, 1990). Una
generale correlazione fra calcio e GVBD é stata dimostrata da numerosi studi.
Negli ovociti di mammifero, la GVBD é bloccata da sostanze chelanti il calcio
almeno fino allo stadio di prima metafase (Homa, 1995), mentre, in assenza
dell’aumento del calcio intracellulare, la ripresa spontanea della meiosi non
avviene in vitro (Carroll et al., 1994).

Dalla letteratura emerge che la ripresa meiotica &€ mediata da correnti di calcio sia
intracellulari che della membrana plasmatica, a volte in cooperazione sinergica.
Nella stella di mare non é mai stata dimostrata una diretta correlazione fra GVBD

e correnti di calcio interne (Witchel e Steinhardt, 1990), ma ci sono prove del
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coinvolgimento dei canali di calcio interni durante la maturazione (Chiba et al.,
1990; Stricker et al., 1994; Santella et al., 1999; Iwasaki et al., 2002). Un ruolo
del calcio esterno nell’induzione della GVBD nei molluschi, piu precisamente in
Spisula, € stato documentato per la prima volta da Allen nel 1953. L’afflusso di
calcio dall’esterno attraverso 1 canali di calcio fu confermata negli ovociti di
questa specie e di altri molluschi, sia quelli che sono fecondati allo stadio di Pl
(Dube, 1988, Deguchi e Osanai, 1994), sia quelli allo stadio MI (Dubé e Guerrier,
1982; Cuomo et al., 2005). Ben presto fu chiaro che ¢’era anche un’influenza del
calcio intracellulare delle riserve interne in quasi tutte le specie di molluschi
studiate (Guerrier et al., 1993; Deguchi e Osanai, 1994; Juneja et al., 1994). Come
regola generale nei molluschi, le correnti di calcio attive sulla membrana
plasmatica generano una depolarizzazione che, a sua volta, da origine alle correnti
di calcio dalle riserve intracellulari (Colas e Dube, 1998; Deguchi e Morisawa,
2003).

Malgrado 1’ampio numero di studi sulle ascidie, ci sono solo esigue informazioni
sui meccanismi che inducono il passaggio dallo stadio Pl a MI (Russo et al.,
1998). Recentemente Lambert (2005) ha analizzato tali meccanismi indicando che,
in alcune specie, lo ionoforo per calcio induce la GVBD (Sakahiri e Shirai, 1991).
Inoltre, & stato dimostrato che il calcio intracellulare puo sia indurre che inibire
I’inizio della GVBD (Sun e Machaca, 2004). Sebbene questi dati dimostrassero
un ruolo generale del calcio, uno specifico coinvolgimento delle correnti ioniche é
stato esaminato solo recentemente nell’ascidia Ciona intestinalis: la prima

caratterizzazione elettrofisiologica della membrana plasmatica di ovociti allo
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stadio VG e gli esperimenti di maturazione in vitro fanno ipotizzare un ruolo delle
correnti di calcio nella maturazione (Cuomo et al., 2006).

Le correnti ioniche sono state ampiamente studiate negli ovociti immaturi di
Xenopus laevis e Rana esculenta, dimostrando che le correnti di cloro hanno un
ruolo preponderante nella fisiologia ovocitaria degli anfibi (Maller, 1985;
Schlicter, 1989). Il calcio potrebbe, in qualche modo, essere coinvolto negli eventi
precoci dell’induzione maturativa, in quanto in letteratura sono riportati aumenti
transitori di calcio associati alla maturazione indotta da steroidi (Baulieu et al.,
1978; Moreau et al., 1980). Comunque, negli anfibi, a parte un generale
cambiamento della permeabilita di membrana durante la maturazione (Lau et al.,
1994), non si € riuscito ancora a trovare una correlazione tra la GVBD e le attivita
delle correnti di calcio sia intracellulari che di membrana (Tosti, 2006).

Nella letteratura riguardante i mammiferi, e stato dimostrato che la maturazione
spontanea in ovociti di topo (De Felici et al., 1991; Carroll e Swann, 1992) e
maiale (Kaufmann e Homa, 1993) richiede oscillazioni di calcio intracellulare e
che vi & una correlazione tra le correnti di calcio intracellulari e la maturazione
ovocitaria in diverse specie (Batta e Knudsen, 1980; De Felici et al., 1991,
Kaufmann e Homa, 1993; Carroll et al., 1994). A livello della membrana
dell’ovocita immaturo ci sono canali sia specifici che non specifici per il calcio,
che generano correnti (Yoshida, 1982, 1983; Peres 1986), mentre il calcio esterno
sembra essere richiesto solo per la maturazione nel criceto (Racowski, 1985) e in
altri mammiferi (Powers e Paleos, 1982; Preston et al., 1987; Goron et al., 1990;

Mattioli e Barboni, 2000). Caratterizzazioni elettrofisiologiche degli ovociti
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immaturi murini hanno mostrato che le correnti di calcio della membrana
plasmatica aumentano selettivamente nell’ovocita in accrescimento ¢ tale
aumento precede la maturazione nucleare; percio 1’inizio della maturazione
potrebbe essere regolato dalle correnti di calcio a livello intracellulare o della
membrana plasmatica (Murnane e De Felice, 1993). Sempre nei topi, & stato
dimostrato che gli ovociti arrestati allo stadio VG o in GVBD presentavano difetti
nell’espressione dei canali di calcio, indicando quindi che la competenza meiotica
ovocitaria dipende da un incremento della densita dei canali (Lee et al., 2004).
L’applicazione delle stesse tecniche elettrofisiologiche sull’ovocita bovino ha
evidenziato I’attivita delle correnti di calcio della membrana plasmatica durante la
progressione meiotica (Tosti et al., 2000) e una preponderanza delle riserve di
calcio allo stadio VG (Boni et al., 2005). Questi dati indicherebbero una possibile
associazione tra I’aumento di calcio indotto dall’LH ¢ le correnti di calcio della
membrana plasmatica: infatti, le correnti di calcio potrebbero fornire un
meccanismo alternativo/supplementare di ingresso del calcio nel citoplasma
ovocitario durante la ripresa meiotica, oltre al calcio rilasciato dalle riserve interne
(Tosti, 2006). Cosi come nei bovini, anche gli ovociti di pecora hanno mostrato
un coinvolgimento delle correnti di calcio nella transizione VG/MII (Boni et al.,

2005).
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1.8. AMP ciclico (AMPc)

L’ Adenosina 3’:5’- monofosfato o AMPc (Figura 10), € uno dei messaggeri
secondari piu importanti insieme allo ione calcio. L’AMPc ¢ in grado di
modificare le funzioni cellulari in tutte le cellule eucariotiche, attraverso
I’attivazione di proteine chinasi AMPc-dipendenti o tramite canali ionici sensibili
a tale molecola.

L’ AMPc blocca la maturazione spontanea della meiosi in numerose specie, come
la stella di mare (Taieb et al., 1997), Xenopus (Ferrel, 1999), maiale (Racowsky,
1985; Sasseville et al., 2006), bovino (Aktas et al., 1995), ratto (Dekel et al.,

1981) e il topo (Vivarelli et al., 1983; Conti et al., 2002).

IS
®

Figura 10. Struttura della molecola di AMPc
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I livelli cellulari dell’ AMPc riflettono il bilancio tra 1’attivita dell’adenilato ciclasi
e delle fosfodiesterasi (Figura 11): infatti, queste due famiglie di enzimi

catalizzano rispettivamente la conversione dell’ATP in AMPc e dell’AMPc in
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Figura 11. Biosintesi e degradazione dell’AMPc

L’AMPc potrebbe essere sintetizzato sia dall’ovocita che dalle cellule follicolari
che lo circondano. Un’ipotesi di vecchia data sostiene che 1’AMPc sia prodotto
dalle cellule follicolari e diffonda nell’ovocita attraverso le giunzioni comunicanti
(Anderson e Albertini, 1976; Bornslaeger e Schultz, 1985; Piontkewitz e Dekel,

1993; Webb et al., 2002); cio sarebbe confermato dalla presenza di giunzioni
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comunicanti tra I’ovocita e le cellule del cumulo (Albertini e Anderson, 1974;
Anderson e Albertini, 1976). Un’ipotesi alternativa su come sono mantenuti alti
livelli di livelli di AMPc riguarda solo ’ovocita: gli ovociti competenti per la
maturazione produrrebbero da soli I’AMPc mediante un recettore presente sulla
membrana plasmatica ovocitaria, il quale stimola una proteina G stimolatoria (Gs)

e, quindi, I’adenilato ciclasi (Mehlmann, 2005).

L’intero pathway e schematizzato in figura 12.

Membrana
Plasmatica

: P (P
Citoplasma p

PKA PKA [l T
Inattiva Attiva

Figura 12. AMPc pathway. Il ligando L si lega al recettore R all’esterno della cellula. Il segnale &

trasdotto all’interno della cellula tramite una proteina Gs, la quale stimola 1’adenilato ciclasi per
mantenere alti i livelli di AMPc. A cio contribuisce anche la bassa attivita della PDE. L’AMPc
attiva la PKA che, indirettamente, mantiene IMPF in uno stato non attivo. L=Ligando;
R=Recettore; ATP=Adenosin trifosfato; P= Gruppo fosfato; AMPc= Adenosin monofosfato

ciclico, AMP= adenosin monofosfato; PDE= fosfodiesterasi; PKA= Protein chinasi di tipo A.
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1.8.1. Proteina G

Una delle piu importanti molecole di segnalazione per la sintesi dell’AMP ciclico
e la proteina G eterotrimerica (Richard, 2007). Le proteine G, sono molecole
universalmente coinvolte nella trasduzione dei segnali all’interno della cellula e
sono presenti nella maggior parte dei tessuti. Tali proteine di regolazione guanina-
nucleotide-dipendente possono essere inibitorie (Gi) o stimolatorie (Gs) e sono
formate da un complesso costituito da tre tipi di subunita: alfa (o, € una GTPasi),
beta () e gamma (y). L’energia necessaria per la loro azione proviene dall’idrolisi
di una molecola di GTP a GDP. Differenti subunita Ga hanno diversi bersagli e,
allo stesso tempo, alcune proteine Ga hanno effetti opposti sugli stessi obiettivi:
per esempio, sia Gas sia Gai hanno come target 1’adenilato ciclasi, ma Gas lo

attiva mentre Gai lo inibisce (Voronina e Wessel, 2003).

1.8.2. Adenilato Ciclasi (AC)

E un enzima che catalizza la conversione dell’ATP in AMPc. Nei mammiferi ci
sono almeno dieci distinti isozimi dell’AC, tutti legati alla membrana, tranne uno
che ¢ solubile. La maggior parte & stimolata dal diterpene forscolina, mentre la

regolazione da parte del calcio é isozima specifica.
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1.8.3. Fosfodiesterasi (PDE)

Catalizzano la degradazione dell’AMPc in AMP. Studi in vitro mostrano che il
mantenimento di alti livelli di AMPc mediante il blocco farmacologico delle PDE
o l’attivazione delle adenilato ciclasi previene la maturazione meiotica.

Cio e vero anche in vivo, in quanto un aumento dei livelli di AMPc dopo il knock-
out (spegnimento) del gene pde3a non consente la ripresa meiotica (Masciarelli et
al.,2004; Han e Conti, 2006). Il PDE3A ¢ I’enzima predominante per 1’idrolisi
dell’AMPc¢ in topo, ratto, scimmia ¢ probabilmente anche negli ovociti umani

(Masciarelli et al., 2004; Richard et al., 2001; Choi et al., 2001).

1.8.3. Proteina chinasi A (PKA)

L’AMPc si lega alla PKA, attivandola, la quale, a sua volta, tramite un serie di
passaggi ancora poco chiari, regola ’attivita della fosfatasi CDC25 e delle chinasi
inibitorie WEE1/MYT1 (Eppig et al., 2005), determinando cosi lo stato di
fosforilazione del’MPF e quindi la sua attivita: CDC25 defosforila CDK1
(attivando I’MPF), mentre le chinasi vanno a fosforilare (MPF inattivo) i due
residui gia citati (Parker e Piwnika-Worms, 1992; Fattaey e Booher, 1997; Han e

Conti, 2006).

1.8.5. Fattore promuovente la fase M (MPF)

E un fattore chiave per la regolazione mitotica e meiotica (Morgan, 1995; Han e

Conti, 2006). L’MPF , o fattore promuovente la maturazione o promuovente la
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fase M, & un complesso formato da una subunita catalitica, la chinasi cdc2 e una
regolatrice, la ciclina B, ed € universalmente conservato, dal punto di vista
evolutivo, essendo presente dai lieviti fino all’uomo. Cdc2 codifica per la chinasi
p34 che si attiva in seguito a due eventi: legame fisico con la ciclina B ed eventi
di fosforilazione e defosforilazione in siti specifici (Solomon, 1993; Russo et al.,
1992, 2000 ; Han e Conti, 2006).

Nella fase G1 del ciclo cellulare Cdc2 é inattiva perché non ancora legata alla
ciclina B e perché fosforilata da una chinasi inibitoria (Weel) nei residui Thr-14,
Tyr-15 e Ser-39 (i numeri si riferiscono alla posizione degli amminoacidi treonina,
tirosina e serina nella proteina umana). Durante la fase S la ciclina B
neosintetizzata si lega a Cdc2 (pre-MPF), ed infine, in metafase, la fosfatasi
Cdc25 rimuove i gruppi fosforilati in Thr-14 e Tyr-15 mentre la chinasi Cak
fosforila il sito attivante Thr-161. All’uscita dalla metafase si ha una nuova
fosforilazione inibitoria su Thr-14 e Tyr-15, la defosforilazione su Thr-161 e la
degradazione della ciclina B (Evans et al., 1983). L’ MPF, una volta attivato,
fosforila vari substrati coinvolti nella transizione G2/M, tra cui I’istone HI,
coinvolto nella condensazione dei cromosomi, le proteine dell’involucro nucleare
(GVBD), proteine del citoscheletro (coinvolte nell’organizzazione del fuso) e
fattori di trascrizione (Gilbert, 1996). Negli ovociti, I’attivita MPF si mantiene
bassa in P-1 (stadio GV), aumenta in GVBD e raggiunge i massimi livelli in M-l e
M-II, mentre decresce nell’intervallo tra le due metafasi (Sagata, 1996; Whitaker,

1996).
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1.9. Cellule follicolari e giunzioni comunicanti

Gli ovociti di molte specie si sviluppano in stretto contatto con le cellule
somatiche dell’ovario. Per esempio, nei mammiferi, un complesso multistrato di
cellule somatiche circonda 1’ovocita formando una struttura specializzata, il
follicolo. Le cellule follicolari formano con 1’ovocita numerosi contatti
specializzati attraverso canali intercellulari detti giunzioni comunicanti (Matova e
Cooley, 2001). Tali strutture di connessione sono importanti perché riforniscono
I’ovocita di nutrienti e servono per la comunicazione tra ovocita e cellule
somatiche.

Le giunzioni comunicanti giocano un importante ruolo di regolazione nella
maturazione ovocitaria. Nei mammiferi, gli ormoni che servono allo sviluppo
ovocitario esercitano la loro azione sulle cellule somatiche del follicolo, le quali
trasmettono cosi il segnale all’ovocita. La ghiandola pituitaria rilascia le
gonadotropine FSH (Follicle Stimulating Hormone o ormone follicolo stimolante)
e LH. L’FSH stimola la proliferazione e il differenziamento delle cellule
follicolari, I’'LH induce la ripresa meiotica ovocitaria e 1’ovulazione. Le cellule
follicolari regolano 1’avvio della maturazione dell’ovocita in risposta agli ormoni
(Voronina e Wessel, 2003). Anche in altri vertebrati le giunzioni comunicanti
hanno un ruolo importante: nell’ovocita del pesce ayu (Plecoglossus altivelis),

infatti, le giunzioni comunicanti tra le cellule della granulosa e gli ovociti sono
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necessarie per 1’acquisizione della competenza di maturazione ovocitaria indotta
dall’LH (Yamamoto e Yoshizaki, 2008).

Generalmente, 1’ovocita e incapace di maturare durante il periodo di
accrescimento (Masui e Clarke, 1979), ma una volta terminata la crescita e
acquisita la competenza meiotica, le cellule della granulosa diventano il principale
inibitore della progressione meiotica. Gli ovociti defollicolati di pesci e
mammiferi vanno incontro a maturazione spontanea quando posti in coltura
(Patino e Purkiss, 1993; Conti et al., 2002).

Anche dal punto di vista elettrofisiologico, le cellule del cumulo trasmettono
segnali all’ovocita tramite le giunzioni comunicanti, sia per il mantenimento
(Aktas et al., 1995) che per la rimozione (Batta e Knudsen, 1980) dell’arresto
meiotico. Nel primo caso, il potenziale di riposo dell’ovocita &€ mantenuto in
condizioni iperpolarizzate, mentre nell’altro caso avviene una depolarizzazione in
risposta all’azione delle gonadotropine sulle cellule del cumulo (Mattioli et al.,
1998), che conduce quindi alla progressione meiotica. Nonostante 1’esistenza di
questa interazione dovuta ai canali a bassa resistenza quali le giunzioni
comunicanti, le cellule del cumulo e gli ovociti mantengono differenti potenziali
di membrana (Emery et al., 2001).

Quando gli ovociti di topo o pesce, racchiusi in un follicolo e arrestati in profase
I, sono trattati con sostanze che stimolano la GVBD, questa viene indotta ad una
frequenza maggiore rispetto a quella ottenibile solo rimuovendo le cellule
follicolari (Cerda et al., 1993; Downs, 1995). Negli ovociti avvolti dal cumulo

I’induzione della maturazione meiotica dipende dalla presenza di giunzioni
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funzionali tra Iovocita e le cellule del cumulo, come valutato sia inibendo
chimicamente le giunzioni comunicanti in follicoli intatti, sia separando le cellule
del cumulo dall’ovocita e successivamente ponendole insieme in coltura (Downs,
1995, 2001).

L’abbondanza delle giunzioni € regolata nella cellula dalla quantita di connexina,
proteine che le costituiscono. Inoltre, la “coupling efficiency” € ulteriormente
regolata dalle modificazioni dopo la sintesi delle connexine da parte di mediatori
intracellulari (Kidder e Mhawi, 2002). Si ipotizza che la regolazione all’interno
del follicolo delle giunzioni comunicanti follicolari possa essere coinvolta
nell’induzione della maturazione (Racowsky et al., 1989).

Le interazioni tra le cellule del cumulo e 1’ovocita diminuiscono alla fine della
maturazione, insieme con |’espansione del cumulo e la rottura delle giunzioni

comunicanti eterologhe (Boni et al., 2007).
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2. SCOPO DELLA RICERCA

L’obiettivo di questa tesi di dottorato sulla Ciona intestinalis e stato:

e Lo studio delle molecole che stimolano la progressione meiotica;

¢ Lo studio dei fattori in grado di influenzare la maturazione ovocitaria;

e [’identificazione del ruolo delle cellule follicolari nell’induzione della ripresa
meiotica;

e L’ analisi dell’effetto della maturazione in vitro sulla fecondazione e sullo

sviluppo embrionale e larvale.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Modello sperimentale

La Ciona intestinalis é stata scelta come modello sperimentale per i seguenti

motivi:

la fisiologia e 1’embriologia di questo animale sono ampiamente conosciuti e
utilizzati alla Stazione Zoologica di Napoli risultando, percio, un modello ideale

per studi di riproduzione e sviluppo;

essendo una specie largamente diffusa, e di facile reperibilita nel golfo di Napoli
durante gran parte dell’anno;

da un singolo animale si possono ottenere grandi quantita di entrambi i gameti
maturi perfettamente sincroni;

la ripresa meiotica dell’ovocita ¢ indotta dallo spermatozoo in Vvitro;

le divisioni cellulari sono sincrone e veloci e lo sviluppo larvale avviene in tempi
brevi;

¢ considerata I’anello di congiunzione tra invertebrati e vertebrati.
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3.2. Animali e Gameti

Esemplari di Ciona intestinalis prelevati in localita Fusaro (Pozzuoli, NA) sono
stati stabulati per due giorni in vasche contenenti acqua di mare circolante. Il

prelievo dei gameti e stato effettuato previa anestesia degli animali con ghiaccio.

L’ovario € stato prelevato per dissezione con bisturi da un animale, e gli ovociti
allo stadio immaturo di  vescicola germinale (VG), liberati dopo diverse
aspirazioni con una pipetta e isolati, sono stati posti in acqua di mare artificiale
(AMA) a pH 5.0 in capsule Petri. L’acqua di mare artificiale € stata preparata
con 400 mM NacCl, 50 mM MgCl,, 10 mM KCI, 10mM CaCl,, 10mM Hepes e il
pH portato a 5.0 con HCI per bloccare temporaneamente 1’inizio della
maturazione. Per alcuni esperimenti di maturazione in vitro e per consentire
I’applicazione di metodiche elettrofisiologiche sono state rimosse chimicamente
le strutture extracellulari che circondano 1’ovocita (corion e cellule follicolari) con
una soluzione di Protease ottenuta da Streptomyces griseus (Sigma) ad una
concentrazione finale di 0.03% (peso/volume) + acido tioglicolico 1% in AMA a
pH 10.0. Gli ovociti sono stati incubati nella stessa soluzione fino al momento
dell’utilizzo e poi lavati piu volte con acqua di mare. Gli ovociti denudati sono

posti in piastre Petri ricoperte di uno strato di agar (Sigma) all’1% (peso /volume).

Gli ovociti allo stadio di MI sono stati prelevati dall’ovidutto con una pipetta

Pasteur, dallo stesso animale da cui era stato prelevato 1’ovario; la rimozione delle
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strutture extracellulari, quali corion e cellule follicolari, & stata eseguita
manualmente con sottili aghi di acciaio. Per la fecondazione, gli spermatozoi sono
stati prelevati con una pipetta Pasteur dallo spermidutto di diversi animali,
mescolati e aggiunti alla piastra di fecondazione in AMA ad una concentrazione
finale di 10%/ml. La conta degli spermatozoi & stata effettuata in una camera conta-
spermi (Horwell, UK). La fecondazione, I’estrusione dei globuli polari e lo
sviluppo sono stati seguiti allo stereo-microscopio (Nikon, Giappone). La
fecondazione e lo sviluppo sono stati effettuati alla temperatura di 18°C ponendoli

in un incubatore, valutando la morfologia larvale dopo 18- 24ore.

3.3. Classificazione VG e test di fecondazione e sviluppo

In accordo con le classificazioni degli ovociti immaturi presenti in letteratura
(Jeffery e Capco, 1978; Kessel, 1983; Swalla et al., 1991; Prodon et al., 2006), e
stata effettuata una suddivisione degli ovociti dell’ovario in gruppi, in funzione
del diametro, della pigmentazione citoplasmatica e della forma e dimensione delle
cellule follicolari. 1l diametro delle cellule & stato misurato con un oculare e un

vetrino millimetrato.

Per valutare I’eventuale competenza di maturazione, gli ovociti di ogni gruppo
sono stati posti in AMA e dopo 3 ore € stata osservata la percentuale di GVBD.
Per testare la vitalita degli ovociti e I’avvenuta maturazione, gli ovociti sono stati

fecondati e posti in incubatore a 18°C; in questo modo é stato possibile valutare la
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percentuale di divisione a 2 cellule (dopo 50’ circa dalla fecondazione) la
percentuale di sviluppo e la morfologia della larva natante (dopo 18-24 ore).
Come controllo sono stati utilizzati ovociti MI prelevati dall’ovidutto dello stesso
animale da cui era stato estratto 1’ovario, effettuando una fecondazione sincrona

con quella delle GVBD.

3.4. Misurazioni elettriche

Il sistema del patch clamp € costituito da un “probe”, da un amplificatore di

corrente, da un digitalizzatore e da un computer con software specifico.

Il probe o head stage & un convertitore corrente-voltaggio designato per essere
montato su un micromanipolatore (Narishige, Nikon, Giappone) ed é direttamente
attaccato alla pipetta di registrazione da un lato, all’unita principale dall’altro

(Figura 13).

L’amplificatore, o unita principale, contiene tutti i comandi sia per la calibrazione,

sia per la visualizzazione dei diversi parametri durante un esperimento (Figura 13).

Il digitalizzatore € un sistema per 1’acquisizione ad alta velocita che permette una
registrazione di una traccia in maniera rapida e continua direttamente sul disco

rigido di un computer (Figura 14)

| dati elettrofisiologici sono stati acquisiti con un pc tramite il software pClamp 9

(Axon Instruments, Molecular Devices Corporation, USA).
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Figura 13. Amplificatore List EP7, unita principale con probe annesso (in basso a sinistra).

Figura 14. Digitalizzatore Digidata 1322A (Axon Instruments)

Le registrazioni elettrofisiologiche sono state effettuate con la tecnica standard del

“whole cell voltage clamp” (Figura 15). Partendo da un capillare di vetro
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borosilicato con filamento (Clark Electromedical Instruments, Gran Bretagna), un
puller (P87, Sutter Instruments, USA) ha modellato una micropipetta con una
punta cava di 1-2 um di diametro e con una resistenza di 5 MegaOhm (MQ). La
micropipetta € stata riempita con una soluzione con composizione simile al
citoplasma (intracellular-like solution o ICS: 200 mM K,SO,, 20 mM NaCl, 200
mM saccarosio, 10 mM EGTA e 10 mM HEPES, e il pH portato a 7.5). La pipetta
e stata poggiata sopra l’ovocita privo di strutture accessorie e mediante
I’applicazione di una leggera aspirazione si € creata una saldatura tra il vetro del
capillare e la membrana plasmatica, visualizzata da un aumento della resistenza
fino ad un valore di almeno 1 GQ. In questo stadio il voltaggio é stato bloccato
con un amplificatore di corrente a un determinato potenziale di partenza (PP, nel
caso della Ciona & -80 mV) e, con un’aspirazione piu forte, si € proceduto a
rompere il pezzo di membrana all’interno della pipetta consentendo cosi di
ottenere una continuita elettrica tra il citoplasma e la soluzione ICS all’interno
della pipetta. La lettura di un potenziale di riposo negativo negativo e stabile

indica il corretto accesso della pipetta nel citoplasma.
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Figura 15. Rappresentazione schematica della tecnica elettrofisiologia del “whole-cell voltage

clamp”.

Le intensita delle correnti ioniche sono state misurate in picoAmpere (pA). Sono
state scelte per gli esperimenti solo le cellule che presentavano una corrente di
mantenimento (holding current) inferiore a 200 pA. Per studiare i canali
voltaggio-sensibili si & proceduto all’applicazione di stimoli di +10 mV
(depolarizzanti) o -10mV (iperpolarizzanti) della durata di 500 millisecondi,
inducendo cosi una modificazione transiente del potenziale che ha raggiunto un
nuovo valore detto potenziale di arrivo (PA). Per poter valutare le componenti di
correnti in entrata dovute a sodio o a calcio tipo T, si considerano i potenziali di
arrivo tra -30 e -40 mV, mentre quelle dovute al calcio tipo L, si considera

I’intervallo di voltaggio tra 0 e + 20 mV (Figura 16).
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Figura 16. A) Rampe depolarizzanti di 10 mV di voltaggio dal PP di -80 mV; B) Correnti in
uscita generate dalla variazione di voltaggio che costituiscono la conduttanza della
membrana; C) Col PP a -30 mV la componente in entrata (freccia) dovuta a correnti di Ca®*

tipo L ha un picco massimo ai PAtra0 e + 20 mV.

La tecnica del “whole cell voltage clamp” consente di visualizzare anche le
correnti di fecondazione dell’ovocita. Il voltaggio della cellula viene bloccato al
PP di -80mV, poiché ¢ il piu vicino al potenziale di riposo dell’ovocita.
Aggiungendo gli spermatozoi durante la registrazione & possibile osservare una
corrente ionica, che, nel caso della Ciona intestinalis, € depolarizzante in entrata

(Figura 3).

L’area della superficie delle cellule di diverse dimensioni ¢ stata calcolata, dopo

la rimozione delle strutture accessorie, con la formula 47rr?, misurando il
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diametro di ogni stadio cellulare con un oculare e un vetrino millimetrato e un
microscopio ottico invertito (Nikon, Giappone). Cosi facendo abbiamo
normalizzato i risultati, che sono stati espressi in pA/mm? per le correnti,

nanoSiemens/mm? (0 nS/ mm?) per la conduttanza.

3.5. Caratterizzazione farmacologica dei canali ionici

Specifici inibitori delle correnti sono stati aggiunti all’ovocita nel corso delle
registrazioni. In particolare, sono stati usati i seguenti inibitori: per le correnti di
calcio di tipo L il verapamile e la nifedipina (Sigma, USA) sciolti in
dimetilsulfossido (DMSO) (Sigma, USA), alla concentrazione di 100 uM finale in
acqua di mare artificiale, per 5 minuti. Per inibire le correnti di Na', & stata
aggiunta la tetrodotossina (TTX) (Sigma, USA) in DMSO, alla concentrazione
finale di 0,1 uM in AMA, per 2-5 minuti. Per inibire le correnti di calcio di tipo T,
e stato usato il cloruro di nichel (NiCl,) alla concentrazione di 400 uM finale in

AMA, per 5 minuti.

L’acqua di mare senza calcio (Ca**free) & stata preparata sostituendo CaCl, con
10mM MgCl; e aggiungendo EGTA alla concentrazione finale di 1mM. L’acqua
di mare artificiale senza sodio (Na'free) é stata preparata con 50 mM MgCl,, 10
mM KCI, 10 mM CacCl,, 10mM Hepes e sostituendo NaCl con 400mM cloruro di
colina. Il pH é stato portato a 8.2 con KOH prima di procedere agli esperimenti.

L’acqua di mare con alto calcio (ACa) € stata preparata secondo la seguente
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formula: 400 mM NaCl, 40 mM MgCl;, 10 mM KCI, 20mM CaCl,, 10mM

Hepes, pH 8.0 with NaOH.

3.6. Esperimenti di GVBD in vitro

La GVBD é stata valutata come scomparsa della vescicola germinale al
microscopio ottico invertito dopo 3 ore dall’inizio dell’esperimento. In questo

modo & stata testata ’influenza sulla GVBD delle seguenti soluzioni e sostanze:

e Acqua di mare naturale (AMN) e artificiale (AMA): I’acqua di mare naturale &
acqua di mare prelevata dal Golfo di Napoli, bollita e filtrata, e presenta un pH
intorno a 8.2;

e AMN a diverso pH: il pH dell” AMN é stato modificato con NaOH 1M o HCI
1M cosi da ottenere AMN a differenti valori di pH da testare (piu precisamente:
pH 4.0; 5.0; 6.0; 7.0; 8.0; 10.0);

e Na'*free, Ca®*free, Verapamile e Nifedipina, questi ultimi due sono inibitori
specifici delle correnti delle correnti di calcio, usati nelle stesse modalita descritte
sopra;

e Tripsina e inibitore della tripsina soybean (SBTI), rispettivamente in AMN a
pH 5,0 da 1 pg/ml a 0.05 pg/ml, e in AMN da 1.6 mg/ml a 0.025 mg/ml. La
tripsina (Sigma, USA) ¢ un’endopeptidasi che scinde il legame peptidico a livello
dei residui di lisina e arginina, come mostrato in figura 17. L’SBTI (Sigma, USA)

inibisce in maniera specifica I’azione della tripsina legandosi ad essa.
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Figura 17. Meccanismo d’azione dell’enzima tripsina.

e lonoforo del calcio A23187, (Sigma, USA), in concentrazione di 5-10 uM in
AMN a pH 5.0;

e Forscolina e teofillina, (Sigma, USA) in concentrazione finale in AMN
rispettivamente di 500 uM e 2 mM. La forscolina ¢ un attivatore dell’adenilato
ciclasi, la teofillina € un inibitore delle fosfodiesterasi, ma enrambe le sostanze

mantengono alti i livelli intracellulari di AMP ciclico.
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3.7. Ruolo delle cellule follicolari

Per studiare il ruolo delle cellule follicolari sono stati effettuati: 1) esperimenti di
maturazione in vitro di ovociti con e senza follicolari; 2) esperimenti volti ad
rilevare 1’eventuale presenza di giunzioni comunicanti tra I’ovocita e le cellule

follicolari stesse:

3.7.1. 1) Studio dell'influenza delle cellule follicolari sulla GVBD in vitro

Le cellule follicolari sono state rimosse aspirando gli ovociti piu volte, a pH 4.0 in
presenza di EDTA (Lambert, 2008), e dopo diversi lavaggi, gli ovociti sono stati
posti in AMN a pH 8.0 o pH 5.0, rispettivamente per avviare o inibire la

maturazione;

3.7.2. 2) Analisi della presenza delle giunzioni comunicanti

e Inibizione delle giunzioni comunicanti: per bloccare la comunicazione
intercellulare tra follicolari e ovocita € stato utilizzato ’inibitore 1-ottanolo
(Sigma, USA), sciolto in DMSO, a concentrazione finale di 1mM in acqua di
mare.

e Microiniezione di Lucyfer Yellow: in singole cellule follicolari & stata
effettuata la microiniezione di un colorante fluorescente, il Lucyfer Yellow-

CH (LY, lunghezza d’onda 425 nm in eccitazione ¢ 528 nm in emissione)
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(Sigma, USA) al 5% (peso/volume) in ICS, utilizzato per lo studio delle
giunzioni comunicanti. Il LY (Peso molecolare 457.2 Dalton), infatti, & troppo
grande per attraversare la membrana plasmatica, ma abbastanza ridotto da
passare attraverso le giunzioni comunicanti, diffondendo percid anche
nell’ovocita. Per effettuare le microiniezioni sono state utilizzate le stesse
pipette (Cook IVF, Australia) impiegate di solito per la tecnica di iniezione
intracitoplasmatica dello spermatozoo (ICSI). Le pipette sono mostrate nelle
foto in figura 18 e 19. Per effettuare le microiniezioni sono stati utilizzati
micromanipolatori con sistema ad iniezione ad olio (Narishige, Nikon,
Giappone). L’avvenuta microiniezione nella follicolare e [’eventuale
diffusione della fluorescenza nell’ovocita o nelle altre follicolari sono state
seguite con un sistema per l’acquisizione e 1’elaborazione di immagini
costituito da un microscopio invertito Axiovert 100 (Zeiss, Germania), camera
Photometrics 1394 e shutter Lambda 10B (Sutter Instruments, USA) e dal
programma Metamorph (Universal Imaging, USA) versione 7.1.3.0. che

gestisce I’intero sistema.
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Figura 18. Pipetta holding utilizzata per bloccare 1’ovocita durante 1’iniezione.
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Figura 19. Pipetta per la microiniezione del colorante.
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e Microscopio Elettronico a Trasmissione (TEM): ovociti allo stadio VG-C
sono stati fissati in una soluzione al 2.5% glutaraldeide con 1%
paraformaldeide in un tampone composto da 0.2 M di sodio cacodilato, pH
7.2 per 1 ora e successivamente fissato in una soluzione con 1% di tetrossido
di osmio in 0.2 M di sodio cacodilato. Il materiale é stato quindi deidratato in
etanolo, incluso in Epon 812, tagliato con un ultramicrotomo (Leica Ultracut,
Germania) ed esaminata al microscopio elettronico LEO 912AB (Zeiss,

Germania).

3.8. Analisi statistica

Le differenze tra i valori medi sono state analizzate mediante la procedura
dell’analisi della varianza General Linear Model del pacchetto statistico SYSTAT
(SAS, 1988). In caso di significativita del modello statistico, si € proceduto con il
confronto a coppie delle medie mediante test delle differenze minime significative
(Least Significant Differences o LSD). Per valori espressi in percentuale, i valori
sono stati prima trasformati tramite la funzione arcoseno. | risultati sono stati

espressi come media + errore standard.

64



4. RISULTATI

4.1. Classificazione VG e competenza di maturazione, fecondazione e sviluppo.

Sulla base dei parametri descritti in precedenza, gli ovociti allo stadio VG
sono stati classificati in tre gruppi (Figura 20), corrispondenti rispettivamente a
ovociti pre-vitellogenici, vitellogenici e post-vitellogenici:

VG-A = diametro< 70 pum, citoplasma trasparente, strato di follicolari non
visibile;

VG-B = diametro tra 70 e 120 um, citoplasma giallo e follicolari di circa 16
pm di spessore;

VG-C = diametro >120 pm, citoplasma e follicolari di circa 35 pm di
spessore.

Inoltre, per gli studi elettrofisiologici sono state misurate anche le GVBD ottenute
dopo 3 ore di maturazione in vitro delle VG-C, le cui dimensioni sono risultate le

stesse delle VG-C.

4.1.1. Competenza di maturazione

Sono stati selezionati ovociti allo stadio VG per ogni gruppo e posti in piastre
Petri contenenti AMN pH 5.0 per bloccare momentaneamente la maturazione. In
tutti gli esperimenti sono stati usati almeno 100 ovociti per 5-10 repliche da
differenti individui. Aliquote di ovociti sono state trasferite in AMN a pH 8.2.
Dopo 3 ore di incubazione si & osservata la la scomparsa della vescicola

germinale che avviene nel 98% degli ovociti VG-C, 3% VG-B, mentre non c¢’¢
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Figura 20. | tre gruppi di ovociti immaturi (VG-A, VG-B e VG-C) e lo stadio
GVBD (ottenuto dopo 3 ore di maturazione dello stadio GV-C) (foto in alto, le
barre corrispondono a 30 um in VG-A e B, 50 um in VG-C e GVBD). Nel grafico
in basso sono riportate le percentuali di maturazione spontanea in vitro dei tre
gruppi VG in acqua di mare dopo 3 ore.
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stata nessuna maturazione spontanea in VG-A. (Figura 20, P< 0.01).
Essendo gli unici che hanno chiaramente acquisito la competenza meiotica, gli

ovociti VG-C sono stati scelti per i successivi esperimenti di maturazione in vitro.

4.1.2. Fecondazione dello stadio GVBD

Ovociti VG-C sono stati fecondati dopo maturazione spontanea in AMN. In
tutti gli esperimenti sono stati usati almeno 100 ovociti per 5-10 repliche da
differenti individui. 1l 60% di tali ovociti, dopo la fecondazione, si € diviso a 2
cellule rispetto al 90% degli ovociti MI di controllo (P< 0.01). Solo il 30% ha
dato origine a larve sgusciate, e, di queste, ben il 70% mostra una coda ritorta e si
blocca agli stadi iniziali della metamorfosi della regressione della coda (Figura

21).

4.2. Risultati elettrofisiologici e caratterizzazione farmacologica

| potenziali di riposo (PR) degli oociti nei tre stadi e in GVBD (ottenuti da ovociti
VG-C dopo maturazione spontanea in vitro) sono mostrati in figura 22, 1’analisi
statistica in tabella 4.5.a. Questi potenziali aumentano in valore assoluto dal
gruppo VG-A (-16.5 £ 2.5 mV, n=20), passando per VG-B (-55.4 + 1.8 mV,
n=20), VG-C (-61.8 £ 1.7 mV, n=20) fino a GVBD (-71.6 + 2.5 mV, n=20).

La conduttanza della membrana plasmatica e 0.82 + 0.06
nanoSiemens/mm? (nS/mm?) nel gruppo VG-A, 0.78 + 0.04 nS/mm? nelle VG-B,
0.4 + 0.03 nS/mm? nelle VG-C e, infine, 0.11 + 0.02 nS/mm? nelle GVBD

(Figura 22; analisi statistica in tabella 4.5.b.; n=20)
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Figura 21. Larve ottenute dopo 24 ore dalla fecondazione di ovociti maturi (foto a sinistra, la barra corrisponde a 330 um) e maturati
in vitro da VG-C (foto a destra, la barra corrisponde a 170 um). La larva mostrata nella foto a destra presenta una evidente anomalia
della coda.
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Figura 22. Valori dei potenziali di riposo (grafico superiore) e della conduttanza
(grafico inferiore) registrate nei tre stadi VG e dello stadio GVBD (ottenuto dopo

3 ore di maturazione dello stadio GV-C).
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Bloccando il potenziale a -30 mV e applicando rampe di voltaggio di 10
mV a ovociti VG-A, é stata osservata una corrente in entrata nella cellula con un
picco tra 0 e +20mV, (14.4 5.1 nA/mm?; n=20; Figura 23). Invece, bloccando il
voltaggio a -80 mV non sono state riscontrate le correnti, tipicamente generate a
potenziali piti negativi di -30mV, come le correnti di Ca®* di tipo T o di Na*. In
accordo con Cuomo et al. (2006), usando gli inibitori specifici Verapamile or
Nifedipina, abbiamo ottenuto una significativa (P<0.01) riduzione della
componente in entrata delle correnti, come ci si aspetta nel caso di correnti di
Ca®* di tipo L (94% per il verapamile e 96% per la nifedipina, n=8). Inoltre,
esperimenti eseguiti in Ca?* free hanno mostrato 87% di riduzione di questa
corrente in entrata (n=8; P<0.01), mentre, aumentando la concentrazione di Ca**
nel mezzo esterno, abbiamo osservato un raddoppio dell’ampiezza di tali correnti

(29 + 3.7 nA/mm?, n=8; P<0.01; Figura 24).

Nelle VG-B sono state registrate correnti di Ca®" di tipo L, ma con una ampiezza
significativamente inferiore (7 1 nA/mm? n=20; P<0.01) rispetto alle VG-A.
D’altro canto, bloccando il potenziale di tali ovociti a -80mV, abbiamo osservato
una corrente in entrata nell’intervallo di potenziale tra -30 e -40 mV, caratteristico
delle correnti di Ca?* di tipo T o di Na* (25.8 + 5.5 nA/mm?; n=20).

Nelle VG-C, le correnti di Ca®* di tipo L erano ancora presenti seppur con
ampiezza significativamente piu ridotta nei confronti delle VG-A e B (1.6 £ 0.2

nA/mm?; n=20; P<0.01). Bloccando il voltaggio delle VG-C a -80mV, abbiamo
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Figura 23. Valori delle correnti di calcio (in giallo) e sodio (in verde) nei
tre stadi VG e nella GVBD.
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Figura 24. Valori delle intensita delle correnti di Ca**, al potenziale di
partenza di —30mV, prima (Controllo in acqua di mare artificiale,Ctr) e
dopo trattamento con il Verapamile 100 uM (Ver), con la Nifedipina 100
UM (Nif), con acqua di mare senza Ca®** (Ca®* free) e con acqua di mare
artificiale ad alta concentrazione di calcio (ACa), nello stadio di VG-A.
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ottenuto delle correnti di ampiezza simile a quelle del gruppo VG-B (275 * 4
nA/mm?; n=20).

Per quanto riguarda lo stadio GVBD, le correnti di Na* erano 25.4 + 3.2 nA/mm?,
mentre le correnti di Ca®* di tipo L misuravano 0.9 + 0.2 nA/mm?,(n=20). In
figura 23 sono mostrate le ampiezze delle correnti di Ca** di tipo L e correnti di
Na’ registrate rispettivamente nei gruppi VG-A, B, C, e GVBD, mentre I’analisi
statistica € mostrata nelle tabelle 4.5.c. e 4.5.d.

La caratterizzazione farmacologica delle correnti negli ovociti VG-B (Figura 25,
n=12) e VG-C (Figura 26, n=15) ha portato una riduzione del 55% (P< 0.01),
dopo incubazioni con la tetrodotossina e del 95% (P< 0.01) con acqua di mare
Na* free. Al contrario, NiCl,, un inibitore delle correnti di Ca®* di tipo T, non ha
provocato nessuna significativa riduzione (27 + 6 nA/mm?).

Ovaociti allo stadio GVBD sono stati clampati a -80mV in modalita whole-cell in
AMA ¢ fecondati con I’aggiunta di spermatozoi durante la registrazione. Si €
ottenuta una corrente di fecondazione (1,400 + 173 pA; n=22) simile a quella
generata dagli ovociti maturi MI.

In ovociti VG-C 1’aggiunta di spermatozoi ha dato origine ad una corrente di
fecondazione solo nel 30% degli ovociti e comunque con un’ampiezza

notevolmente ridotta (616 £ 66; P< 0.01; n= 23), (Figura 27).
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Figura 25. Valori delle intensita di corrente di sodio al potenziale di
partenza di —80mV, prima (Controllo in acqua di mare artificiale,Ctr) e
dopo trattamento con acqua di mare senza sodio (Na® free), con
tetrodotossina 0.1 uM (TTX) e con cloruro di nichel 400 uM (NiCly),

registrate nello stadio di VG-B.
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Figura 26. Valori delle intensita di corrente di sodio al potenziale di
partenza di —-80mV, prima (Controllo in acqua di mare artificiale,Ctr) e
dopo trattamento con acqua di mare senza sodio (Na* free), con
tetrodotossina 0.1 uM (TTX) e con cloruro di nichel 400 uM (NiCly)

registrate nello stadio di VG-C.
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Figura 27. Correnti di fecondazione generate dallo stadio VG-C (in alto a
sinistra) e dallo stadio GVBD (in alto a destra). In basso sono mostrate le
ampiezze medie delle correnti di fecondazione.
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4.3. GVBD in vitro

4.3.1. Comparazione tra acqua di mare naturale e artificiale
La percentuale di GVBD di ovociti VG-C posti in maturazione in acqua di mare
non ha mostrato differenze significative con quelli in acqua di mare artificiale (96

+2.3%vs 94 + 2.7 %; n=6) (Figura 28).

4.3.2. Influenza del pH esterno

Ovociti VG-C sono stati trasferiti dall’ovario in acqua di mare ai seguenti valori
di pH: 4.0- 5.0 - 6.0- 7.0- 8.2- 9.0 ¢ 10.0 per 3 ore. Con 1’aumento del pH si ¢
osservato un incremento del tasso di GVBD con un massimo del 95.1 + 6.7 % a
pH 8.2, valore dopo il quale si raggiunge un plateau (Figura 29; tabella 4.3.3;

analisi statistica in tabella 4.5.e.; n=15).

pH AMN % GVBD Errore Standard
4.0 10.8 3
5.0 13.1 2.7
6.0 50.8 3.2
7.0 79.2 2.5
8.0 95.1 1.8
10.0 94.5 3.4

Tabella 4.3.a. Percentuale di GVBD con relativo errore standard di ovociti VG-C posti in
acqua di mare naturale (AMN) a differente pH.
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Figura 28. Percentuale di maturazione di ovociti GV-C dopo 3 ore
di incubazione in acqua di mare artificiale (AMA) o naturale (AMN).
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Figura 29. Percentuali di GVBD di ovociti GV-C dopo 3 ore di incubazione in acqua di mare a
differenti valori di pH.
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4.3.3. Influenza del calcio e del sodio

Ovociti VG-C posti in Ca**free hanno mostrato il 36 + 5.1 % di GVBD vs 96 +
2.2 % (n=12, P<0.01) del controllo in AMN. Al contrario, le incubazioni in Na*
free non hanno ridotto la percentuale di GVBD (94 = 4.6% vs 96 = 2.2% del
controllo, n=7). Gli inibitori delle correnti di calcio, Verapamile (96 + 5% vs 98 +
3% del controllo, n=10) e Nifedipina (93 = 6% vs 98 £ 3% del controllo, n=10) in
AMN non hanno indotto nessuna diminuzione della maturazione meiotica. Anche
I’utilizzo di calcio ionoforo in AMN pH 5.0 non ha influenzato il tasso di GVBD

rispetto al controllo in AMN pH 5.0 (19.6 £ 0.7 vs 19.3 + 3.4, n=12) (Figura 30).

4.3.4. Influenza della tripsina e del suo inibitore

L’aggiunta di tripsina ha indotto la ripresa meiotica in ovociti VG-C in acqua di
mare a pH 5.0 (Figura 31; tabella 4.3.b.; analisi statistica in tabella 4.5.f.; n=18).
Inoltre, la maturazione spontanea di questo stadio ovocitario in acqua di mare ¢
stata ridotta in maniera dose dipendente dall’inibitore della tripsina (Figura 31;

tabella 4.3.c; analisi statistica in tabella 4.5.g.; n= 14).

Tripsina (pg/ml) % GVBD Errore Standard
0 27.4 2.7
0.05 29.6 4.6
0.1 61.3 5.3
0.5 97 6.3
1.0 98 1.7

Tabella 4.3.b. Percentuale di GVBD di ovociti VG-C posti in acqua di mare
naturale a pH 5.0 con differenti concentrazioni di tripsina.
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Figura 30. (In alto): Percentuali di GVBD di ovociti GV-C dopo 3 ore di
incubazione in: acqua di mare (Controllo,Ctr), acqua di mare priva di
sodio (Na* free) e acqua di mare priva di calcio (Ca** free).

(In basso): Percentuali di GVBD di ovociti GV-C dopo 3 ore di
incubazione in: acqua di mare (Controllo, Ctr), in presenza di Verapamile
100 uM (Ver), Nifedipina 100 puM (Nif); in verde sono mostrate le
percentuali di GVBD di ovociti GV-C dopo 3 ore di incubazione in acqua
di mare artificiale a pH 5.0 (Controllo, Ctr pH5) e dopo esposizione allo
ionoforo (lon) del calcio A23187 (10 uM) in acqua di mare a pH 5.0.
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Figura 31. Percentuali di GVBD indotte in ovociti VG-C esposti a
concentrazioni crescenti di tripsina in acqua di mare a pH 5.0 (in alto), o
decrescenti di inibitore della tripsina (SBTI) in acqua di mare (AMN) (in
basso).
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SBTI (mg/ml) % GVBD Errore Standard
0.0 99.6 0.9
0.025 98.3 2.3
0.05 88.4 1.9
0.1 70.3 2.3
0.2 45.9 2.5
0.4 40 2.6
0.8 42.4 2.3
1.6 46 4.1

Tabella 4.3.c. Percentuale di GVBD di ovociti VG-C posti in acqua di mare

naturale con differenti concentrazioni di inibitore della tripsina (SBTI).

4.3.5. Aumento dei livelli di AMPc

L’aumento dei livelli intracellulari di AMP ciclico & stato indotto usando

I’attivatore dell’adenilato ciclasi, la forscolina, o I’inibitore delle fosfodiesterasi,

la teofillina.

Ovociti VG-C in AMN trattati con forscolina hanno mostrato una significativa

riduzione (29.4 + 3.6% di GVBD vs 91.3 + 3.6% del controllo; P< 0.01; n=8).

Analogamente, la teofillina ha ridotto la GVBD al 25 £ 2 % vs 85.9 + 3.4 % del

controllo (P< 0.01; n=9) (Figura 32).
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Figura 32. Percentuali di GVBD indotte in ovociti VG-C esposti a
forscolina 500 uM (For) e teofillina 2 mM (Teo) rispetto al controllo in
acqua di mare (Ctr).

84



4.4. Influenza delle cellule follicolari
Per determinare se le cellule follicolari sono coinvolte nella diffusione di inibitori

o induttori della maturazione abbiamo utilizzato differenti approcci sperimentali:

4.4.1. 1) Studio dell’influenza delle cellule follicolari sulla GVBD In vitro

La rimozione delle cellule follicolari non ha modificato la percentuale di GVBD
nelle VG-C in AMN (973 £ 4% vs 98.3 + 3.1% del controllo, n=9).
Analogamente, tale percentuale & rimasta inalterata rispetto al controllo anche

negli ovociti defollicolati a pH 5.0 (21.5+ 8 vs 24 £+ 7.4, n=9) (Figura 33).

4.4.2. 2) Analisi della presenza delle giunzioni comunicanti

L’assenza delle giunzioni comunicanti tra cellule follicolari e ovocita é stata
confermata con tre diversi esperimenti: 1) I’utilizzo di un bloccante delle
giunzioni comunicanti, 1’1-Ottanolo, non ha influenzato la maturazione meiotica
in AMN (Figura 33; n=6); 2) non sono individuabili strutture simili alle giunzioni
comunicanti durante le osservazioni al TEM (Figura 34; n=5); 3) dopo I’iniezione
del LY in una singola cellula follicolare, non c’é stata né una diffusione del
colorante nell’ovocita né una diminuzione della fluorescenza all’interno della

follicolare (Figura 35; n=4).
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Figura 33. (In alto): percentuali di GVBD indotte in ovociti VG-C con o
senza cellule follicolari esposti ad acqua di mare naturale a valori di pH
8.00pH 5.0.
(In basso): percentuali di GVBD in ovociti VG-C dopo 3 ore di
incubazione in acqua di mare (Controllo,Ctr) o in una soluzione di 1-

ottanolo 1 mM in acqua di mare.
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Figura 34. Osservazione di ovociti GV-C al microscopio elettronico a
trasmissione. Non sono visibili strutture riconducibili a giunzioni comunicanti
tra ’ovocita e le cellule folicolari. Cit= citoplasma; Cor= corion; Cfol= cellula

follicolare.
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Figura 35. Iniezione del colorante fluorescente Lucifer Yellow in una singola cellula follicolare di un ovocita VG-C
sotto luce trasmessa (a sinistra), fluorescente con immagine monocromatica (al centro) o elaborata con pseudo colori .
Non si osserva la diffusione del colorante nell’ovocita né una diminuzione di fluorescenza all’interno della follicolare
iniettata.
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4.5. Analisi statistica

Comparazione statistiche tra i dati mediante confronto a coppie LSD:

Potenziale di riposo

VG-A VG-B VG-C GVvBD
VG-A
VG-B P<0.01
VG-C P<0.01 P<0.05
GVBD P<0.01 P<0.01 P<0.01

Tabella 4.5.a. Confronto a coppie delle medie dei valori di potenziale nei diversi
stadi di maturazione

Conduttanza
VG-A VG-B VG-C GVBD
VG-A
VG-B NS
VG-C P<0.01 P<0.01
GVBD P<0.01 P<0.01 P<0.01

Tabella 4.5.b. Confronto a coppie delle medie dei valori di conduttanza nei diversi
stadi di maturazione

Correnti di calcio

VG-A VG-B VG-C GVBD
VG-A
VG-B P<0.01
VG-C P<0.01 P<0.01
GVBD P<0.01 P<0.01 P<0.01

Tabella 4.5.c. Confronto a coppie delle medie dei valori di ampiezza delle correnti
di calcio registrate nei diversi stadi di maturazione dal potenziale di partenza -30

mV.
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Correnti di sodio

VG-A VG-B VG-C GVBD
VG-A
VG-B P<0.01
VG-C NS NS
GVBD NS NS NS

Tabella 4.5.d. Confronto a coppie delle medie dei valori di ampiezza delle
correnti di sodio registrate nei diversi stadi di maturazione dal potenziale di
partenza -80 mV. NS=Non significativo.

Valori di pH esterno

pH 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 10.0
4.0

5.0 NS

6.0 P<0.01 P<0.01

7.0 P<0.01 P<0.01 P<0.01

8.0 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01

10.0 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 NS

Tabella 4.5.e. Confronto a coppie delle medie delle percentuali di GVBD di
ovociti VG-C incubati in acqua di mare a differente pH. NS= Non significativo.

90




T(;gﬁu?)a 0 0.05 0.1 0.5 1
0
0.05 NS
0.1 P<0.01 P<0.01
0.5 P<0.01 P<0.01 P<0.01
1 P<0.01 P<0.01 P<0.01 NS
Tabella 4.5.f. Confronto a coppie delle medie delle percentuali di GVBD di ovociti
VG-C incubati a differente concentrazione di tripsina . NS= Non significativo.
?rEgT/:nl) 0 | 0025 | 005 | o1 | 02 | 04 | 08 16
0
0.025 NS
0.05 P<0.01 | P<0.01
0.1 P<0.01 | P<0.01 | P<0.01
0.2 P<0.01 | P<0.01 | P<0.01 | P<0.01
0.4 P<0.01 | P<0.01 | P<0.01 | P<0.01 NS
0.8 P<0.01 | P<0.01 | P<0.01 | P<0.01 NS NS
1.6 P<0.01 | P<0.01 | P<0.01 | P<0.01 NS NS NS

Tabella 4.5.g. Confronto a coppie delle medie delle percentuali di GVBD di o
vociti VG-C incubati a differente concentrazione di SBTI. NS= Non significativo.

91




5. DISCUSSIONE

In questa tesi di dottorato sono stati definiti due aspetti di base

dell’accrescimento e della maturazione ovocitaria in Ciona intestinalis:

a) una correlazione tra correnti di calcio di tipo L e correnti di sodio
con I’accrescimento ovocitario allo stadio di vescicola germinale e
I’acquisizione della competenza meiotica;

b) alcune dinamiche molecolari che modulano la GVBD.

Benche il ruolo delle correnti ioniche sia ampiamente descritto in letteratura
(Hagiwara e Jaffe, 1979; Tosti e Boni, 2004; Cuomo et al., 2005, 2006; Boni et
al., 2007), fino ad oggi si sa ancora poco sulle caratteristiche elettriche delle
membrana plasmatica di un ovocita in accrescimento. Utilizzando la tecnica del
whole cell voltage clamp, & stata mostrata per la prima volta la presenza di
correnti di calcio voltaggio-dipendenti sulla membrana plasmatica di un ovocita in
crescita bloccato allo stadio di vescicola germinale, correlate in maniera specifica
alle dimensioni ovocitarie. In particolare, gli ovociti sono stati classificati in tre
gruppi in base al loro diametro, alla morfologia e alla struttura delle cellule
accessorie che lo circondano. Ognuno di questi gruppi € caratterizzato da una
peculiare attivita delle correnti di calcio e sodio. Infatti, gli ovociti VG-A, i piu
piccoli per dimensioni, mostrano una prevalenza delle correnti di calcio di tipo L,
che decrescono in maniera significativa nei gruppi B e C. | valori di tali correnti
riscontrate nei VG-C sono simili a quelli degli ovociti allo stadio MI (Dale et al.,

1991; Cuomo et al., 2006). Al contrario, le correnti di sodio, assenti nei VG-A,
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compaiono e aumentano gradualmente lungo il passaggio ai successivi stadi VG-
B e VG-C, raggiungendo valori simili a quelli degli ovociti maturi (Cuomo et al.,
2006).

La maturazione ovocitaria € un processo che include cambiamenti nucleari e
citoplasmatici (Dale, 1983; Lambert, 2005). Questi ultimi coinvolgono
modificazioni del quadro proteico e conducono 1’ovocita all’acquisizione della
competenza di sviluppo (Masui, 1996; Whitaker, 1996). Durante I’accrescimento,
I’ovocita passa attraverso diversi stadi per raggiungere la piena competenza di
maturazione e fecondazione (Albertini et al., 2003). E interessante che, negli
ovociti dei mammifero, la competenza di maturazione dipende dalle dimensioni
ovocitarie (Fulka et al., 1998; Otoi et al., 2000). Nelle ascidie, la crescita degli
ovociti & correlata a profondi cambiamenti morfologici come il rigonfiamento
dell’involucro vitellino, il rilascio delle cellule testali e I’estrusione delle cellule
follicolari (Lambert, 2005). In varie specie, molte di queste modificazioni sono
correlate a condizioni e sostanze che influenzano anche la maturazione nucleare.
Nella presente tesi, la diminuzione delle correnti di calcio durante I’accrescimento
indica che negli ovociti di Ciona gli stadi iniziali della maturazione citoplasmatica

possono dipendere dal flusso di calcio attraverso la membrana plasmatica.

Il ruolo del calcio come messaggero secondario coinvolto nell’ovogenesi e
nella maturazione ovocitaria € ben documentato (Whitaker e Swann, 1993; Homa,
1995; Carroll et al., 1996; Stricker, 1999). Ci0 nonostante, I’influenza
dell’ingresso di calcio attraverso i canali della membrana plasmatica durante la

maturazione e stata descritta solo in poche specie di mammiferi (Murnane e De
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Felice, 1993; Tosti et al., 2000; Lee et al., 2004) e molluschi (Dube, 1992;
Guerrier et al., 1993; Moreau et al., 1996; Tomkowiak et al., 1997; Colas e Dubeé,
1998; Leclerc et al., 2000; Cuomo et al., 2005). Nella maggior parte dei casi, |
canali responsabili dell’afflusso del Ca®* nella cellula sono canali di calcio tipo L.
Percio, i risultati di questo studio sono in accordo con quelli di altri invertebrati
marini e vertebrati, e, inoltre, confermano il ruolo giocato dalle correnti di calcio
di tipo L durante gli eventi biologici alla base dell’accrescimento ovocitario allo

stadio meiotico PI.

Viceversa, I’andamento inverso trovato per le correnti di sodio, simile a quello di
altre specie di ascidie (Block e Moody, 1987; Hice e Moody, 1988; Coombs et al.,
1992), indica una possibile funzione delle correnti di sodio negli eventi associati
alla maturazione nucleare.

Questi dati sono in correlazione con il possibile ruolo delle correnti di sodio nel
modulare le prime modificazioni elettriche dell’attivazione e della fecondazione
dell’ovocita della Ciona (Cuomo et al., 2006).

Dai dati esposti emerge con chiarezza che nella Ciona intestinalis la maturazione
dell’ovocita ¢ associata a cambiamenti nell’attivita della corrente ionica: in
particolare, le correnti di calcio accompagnano la crescita e le modificazioni
morfologiche, mentre le correnti di sodio sono alla base della acquisizione della
competenza meiotica.

Il potenziale di riposo della membrana plasmatica iperpolarizza in maniera
significativa dai VG-A ai VG-C raggiungendo in quest’ultimo il valore piu

negativo. Il potenziale e dovuto alla presenza di un voltaggio attraverso la plasma
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membrana e, sebbene il suo ruolo non é del tutto chiaro, una variazione del
potenziale durante la progressione meiotica é stata trovata in alcune specie (Tosti
et al., 2000). Cosi come nei mammiferi, & probabile che un basso potenziale di
riposo negli stadi immaturi precoci possa essere associato ad uno stato di standby.
Probabilmente, non appena la membrana riceve il segnale per la crescita, il
movimento di ioni Ca?* e Na* potrebbe indurre lo spostamento del potenziale di
riposo verso valori piu vicini al potenziale fisiologico dell’ovocita maturo. La
permeabilita della membrana, misurata come conduttanza steady state, e alta in
VG e diminuisce durante la crescita indicando che la permeabilita piu elevata
corrisponde al primo arresto meiotico. Risultati simili sono stati osservati nei
mammiferi (Murnane e DeFelice, 1993; Tosti, 2000). Forse, il sostenuto scambio
ionico in questo stadio potrebbe supportare la forte attivita metabolica necessaria
per ’accrescimento ovocitario o preparare 1a membrana plasmatica per la GVBD.
Uno dei primi eventi dell’avvenuta fecondazione negli ovociti di ascidia ¢ la
comparsa di una corrente ionica conosciuta come corrente di fecondazione (CF)
(Dale, 1994; Tosti e Boni, 2004) che a sua volta provoca una depolarizzazione del
potenziale e un massiccio rilascio di Ca®* (Jaffe, 1980; Whitaker e Swann, 1993).
Sebbene il significato biologico della corrente di fecondazione sia ancora poco
chiaro in molti animali (Gianaroli et al., 1994; De Simone et al., 1998; Tosti et al.,
2002; Glahn e Nuccitelli, 2003), alcuni recenti lavori indicano una possibile
funzione nell’assicurare il corretto sviluppo dell’embrione di Ciona intestinalis
(Tosti et al., 2003) e un ruolo delle correnti di Na* durante la genesi della corrente

di fecondazione e il successivo sviluppo (Cuomo et al., 2006).
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In questo lavoro di tesi, ovociti GVBD, ottenuti dalla maturazione in vitro di VG-
C e fecondati, hanno mostrato una normale corrente di fecondazione un normale
sviluppo fino allo stadio di larva sgusciata. Diversamente, ovociti del gruppo C
allo stadio di VG, se fecondati, non hanno mostrato i normali eventi di
fecondazione, indicando che, probabilmente, la formazione dei recettori per lo
spermatozoo avvenga a seguito della GVBD. Inoltre, le successive fasi dello
sviluppo hanno generato embrioni con morfologia anormale: infatti, le larve
presentavano una coda ritorta e la fase iniziale della metamorfosi non avveniva.
Una maturazione non corretta potrebbe essere 1’origine dell’insuccesso della
fecondazione e dello sviluppo, influenzando i recettori per gli spermatozoi
presenti sulla membrana vitellina oppure inducendo anomalie citogenetiche o
insufficienze biochimiche durante la maturazione citoplasmatica. In particolare, é
dimostrato in letteratura che un accumulo insufficiente di mRNA durante la
maturazione citoplasmatica pud impedire ’attivazione del genoma embrionale
durante lo sviluppo (Telford et al., 1990; Ménézo, 2006). E noto che gli indicatori
della vitalita embrionale piu affidabili sono le caratteristiche morfologiche e un
veloce tasso di divisione. I risultati di questa tesi indicano che la maturazione in
vitro influenza parzialmente la competenza di fecondazione e/o la cascata di
eventi successivi. Quindi, la formazione di una normale larva natante
morfologicamente anomala e il fallimento della successiva regressione della coda,
che e il primo evento della metamorfosi, potrebbe essere dovuto a una errata

maturazione citoplasmatica (Satoh, 1994).
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Nei mammiferi, si e visto che un coordinamento tra maturazione nucleare e
citoplasmatica potrebbe essere essenziale per il successivo sviluppo e che richiede
il mescolamento di nucleoplasma e citoplasma che avviene alla GVBD. Viceversa,
alcuni processi di maturazione citoplasmatica correlati con un efficace sviluppo
preimpianto possono avvenire anche senza un coordinamento con la maturazione
nucleare (Eppig, 1996). Sempre nei mammiferi, ¢ noto che 1’ormone della crescita,
i cui recettori sono presenti sulle cellule del cumulo e sull’ovocita, ha come
effetto un incremento della velocita di maturazione e della competenza
citoplasmatica (lzadyar et al., 1996, 1998; Ménezo et al., 2003, 2006). | dati da
noi ottenuti sono in accordo con quanto esposto: infatti, 1’induzione della
maturazione spontanea in assenza dello stimolo fisiologico potrebbe forse
interferire con il corretto coordinamento tra maturazione citoplasmatica e la
GVBD. Gli effetti e i meccanismi di una maturazione incompleta degli ovociti di

Ciona sui successivi stadi di sviluppo saranno comunque oggetto di ulteriori studi.

In molti animali marini, come per esempio nelle ascidie H. roretzi (Sakahiri e
Shirai, 1991) e Ciona intestinalis (Prodon et al., 2006), la maturazione ¢ stimolata
dalla semplice esposizione degli ovociti VG post-vitellogenici all’acqua di mare
(maturazione spontanea). Tra le possibili sulle cause di tale fenomeno, dai risultati
qui ottenuti possiamo escludere che la maturazione spontanea in C. intestinalis e
dovuta a eventuali sostanze presenti nell’acqua di mare naturale. Infatti, non sono
emerse differenze significative di maturazione tra ovociti immaturi in acqua di

mare e in acqua di mare artificiale, contrariamente a quanto avviene negli ovociti
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di alcuni vermi marini nemertini, dove sono stati riscontrati valori di GVBD piu
elevati in acqua di mare rispetto che in Ca’*free o in acqua di mare artificiale
(Stricker e Smythe, 2000).

Come descritto in altre specie di ascidie (Lambert 2005, 2008), un basso pH (5.0)
blocca la maturazione negli ovociti di Ciona, mentre I’incubazione a pH 8.2
genera la massima percentuale di GVBD che resta costante anche a valori di pH
piu alcalini. D’altro canto, ovociti allo stadio VG, posti a pH 8.2 ma in acqua di
mare priva di calcio, subivano una riduzione della GVBD, mentre il trattamento
con lo ionoforo del calcio non era in grado di influenzare ’inibizione della
maturazione a pH 5.0. E stato ipotizzato che il pH dell’acqua di mare sia in grado
di indurre la produzione dell’induttore da parte delle cellule follicolari (Sakairi e
Shirai, 1991), che si ritiene essere una proteasi con attivita simile a quella della
tripsina. In questa tesi emerge che la tripsina € in grado di indurre la GVBD,
anche a valori di pH molto bassi, e che gli inibitori delle proteasi, che sono stati
ritrovati negli estratti di tessuti di Ciona (ddum et al., 1999), agiscono da potenti
inibitori della GVBD. Un ulteriore conferma di un possibile ruolo di molecole con
attivita tripsino-simili come sostanza che induce la maturazione € riportata da un
recente lavoro su C. intestinalis (Aoyama et al., 2008), in cui é stato dimostrato
che un neuropeptide secreto dalle fibre nervose che innervano 1’ovario, la
tachichinina, induce 1’accrescimento ovocitario nell’ovocita vitellogenico
facendolo progredire fino allo stadio post vitellogenico. Cio é attuato mediante
I’attivazione di proteasi sia a livello trascrizionale che enzimatico e avviene nelle

cellule testali degli ovociti in accrescimento, dove €& presente il recettore per le
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tachichinine. Inoltre, la leupeptina, un inibitore delle serin-proteasi e cistein-
proteasi, & in grado di bloccare la crescita ovocitaria allo stadio pre-GVBD
nell’ascidia Halocynthia roretzi ( Sakahiri e Shirai, 1991) e nella stella di mare
Asterina pectinifera (Takagi-Sawada et al., 1989; Tanaka et al., 2000).

| risultati qui ottenuti hanno evidenziato che in Ciona le cellule follicolari non
hanno un ruolo specifico nella GVBD, come invece avviene in altre ascidie
(Sakairi e Shirai, 1991; Lambert 2005; 2008). Infatti, esperimenti con ovociti
defollicolati non hanno mostrato cambiamenti nella GVBD. Inoltre, un ulteriore
conferma ¢ stata fornita dall’assenza delle giunzioni comunicanti tra ovocita e
cellule follicolari.

E noto in letteratura che I’ AMP ciclico gioca un ruolo rilevante nella regolazione
della maturazione degli ovociti dei mammiferi (Gilchrist e Thompson, 2007), ma
le informazioni in letteratura risultano contrastanti, in quanto 1’aumento dei livelli
Conti et al., 1998; Noguiera et al., 2003; Voronina e Wessel, 2003; Mehlmann,
2005) o di induzione (Freeman e Ridgway, 1988; Yamashita, 1988; Yi et al 2002,
Stricker e Smythe, 2006; Takeda et al, 2006; Lambert, 2008) a seconda delle
specie. In questa tesi, il mantenimento di alti livelli di AMPc ha provocato una
inibizione della GVBD in Ciona, che e comparabile con cio che avviene in
Xenopus (Bagowski et al., 2001) e nei mammiferi (Gilchrist e Thompson, 2007).
In considerazione del fatto che i complessi rapporti tra le follicolari e I’ovocita,

esistenti in altre specie, sembrano essere assenti in Ciona, fa pensare all’esistenza
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di un diverso meccanismo responsabile dell’aumento di AMP ciclico e quindi

del suo ruolo nella ripresa meiotica.

Complessivamente, i dati emersi indicano che in Ciona:

a) le cellule follicolari non sembrano avere un ruolo nell’indurre la GVBD e
pertanto potrebbero non essere responsabili della produzione di alcuna
molecola inducente o inibente la maturazione;

b) Il primo blocco in Pl sembra dipendere da alti livelli di AMP ciclico.
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6. CONCLUSIONI

La maturazione nucleare e quella citoplasmatica sono eventi fondamentali che
preparano 1’ovocita per la fecondazione. Benche siano stati ampiamente studiati, i
meccanismi molecolari alla base di questi processi sono ancora da chiarire. Negli
ovociti di ascidia sono stati proposti molti differenti meccanismi, ma rimane
ancora sconosciuta la vera natura dello stimolo fisiologico che causa la ripresa
meiotica e da luogo a un ovocita competente. Nella presente tesi abbiamo chiarito
alcuni aspetti di questi due processi negli ovociti della Ciona intestinalis. In
particolare, abbiamo mostrato che:
a) alcune correnti ioniche specifiche sono correlate al processo di crescita
ovocitaria;
b) il meccanismo di induzione della GVBD si basa sull’interazione reciproca
tra pH, tripsina e calcio, ma senza il coinvolgimento delle cellule follicolari;
C) I’AMP ciclico agisce da inibitore della maturazione in maniera simile a

quanto avviene nei mammiferi, ma in contrasto con le altre specie di ascidie.

Questo ultimo dato mette in risalto la variabilitd dei meccanismi biologici che
esiste fra le diverse specie di ascidie, e, allo stesso tempo, conferma le sempre
maggiori prove (Delsuc et al., 2006) che i tunicati condividono con i vertebrati
molti meccanismi biologici comuni, rendendoli i loro parenti piu prossimi e

quindi un buon modello per gli studi genomici e dello sviluppo.
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