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Introduzione

I Crostacei sono ampiamente diffusi in tutti gli ecosistemi acquatici e compongono la maggior
parte dello zooplancton, sia come piccole specie (alcuni Branchiopoda e Maxillopoda) sia come
forme larvali di specie piu grandi (Malacostraca), mentre solo poche specie sono esclusivamente
terrestri (alcuni Isopoda). Il successo di questi organismi nell’occupare nicchie ecologiche differenti
dipende anche dalla loro capacita di rilevare e integrare i segnali ambientali in modo da regolare gli
aspetti fondamentali del loro ciclo vitale (sviluppo, crescita, riproduzione) che consentono la
sostenibilita di una popolazione. La trasduzione dei segnali ambientali avviene tramite vie
neuroendocrine le cui cascate di segnali possono venir modificate da diverse classi di inquinanti. Le
attivita umane hanno introdotto nell’ambiente una miriade di sostanze chimiche in grado di
interagire con 1 segnali neuro-endocrini provocando delle perturbazioni che sono in grado di alterare
i processi biologici legati allo sviluppo, alla maturazione, alla riproduzione e ad altre funzioni
regolate dal sistema neuro-endocrino (LeBlanc, 2007).

I processi fisiologici nei Crostacei sono controllati da una serie di ormoni peptidici prodotti da un
gruppo di cellule neuronali che formano I’organo X (OX) e rilasciati in circolo per esocitosi da una
struttura neuroemale, la ghiandola del seno (GS). Il complesso OX-GS costituisce il principale
centro neuroendocrino dei Crostacei ed ¢ localizzato nei peduncoli oculari (Hopkins, 2012). I
neurormoni sintetizzati nell’organo X comprendono il crustacean Hyperlycemic Hormone, il cui
ruolo principale ¢ quello di regolare il livello emolinfatico del glucosio (Kallen et al., 1990) (Santos
e Keller, 1993) (Nery et al., 1993), il Vitellogenin Inhibiting Hormone (VIH) che ¢ coinvolto nel
controllo della maturazione ovarica esercitando un effetto inibitorio sulla vitellogenesi (Soyez et al.,
1987), mentre la muta ¢ regolata dagli ecdisteroidi che sono controllati negativamente dal Molt
Inhibiting Hormone (MIH) che mantiene basso il livello di ecdisteroidi circolanti nel periodo di
intermuta. Poco prima della muta il livello di MIH decresce e contemporaneamente vi ¢ un notevole
incremento nella concentrazione degli ecdisteroidi circolanti, seguito quindi da un loro calo e
dall’ecdisi (Nakatsuji et al., 2009). Ultimo ormone appartenente a questo gruppo ¢ il Mandibular
Organ Inhibiting Hormone (MOIH) che esercita il suo effetto inibendo la sintesi del metilfarnesoato
(MF) prodotto dall’organo mandibolare (Wainwright et al., 1996). II MF ¢ implicato nella
maturazione riproduttiva nei Decapodi, stimolando la produzione di vitellogenine, di uova e la
maturazione gonadica sia nei maschi sia nelle femmine (Diwan, 2005). Inoltre il MF ¢ coinvolto
nella morfogenesi favorendo, nei maschi di Procambarus, il mantenimento di un morfotipo
“giovanile” non riproduttivo con chele piu piccole rispetto al morfotipo riproduttivo (Laufer et al.,
2005). In Daphnia contribuisce alla determinazione del sesso. Infatti, alti livelli emolinfatici di MF
hanno come risultato la produzione di una prole esclusivamente maschile (Olmstead e Leblanc,

2002). Nell’organo X vengono inoltre sintetizzate le cromatoforine (Pigment Dispersing Hormone e



Red Pigment Concentrating Hormone), neuropeptidi responsabili delle variazioni di colore del

corpo dovute a granuli di pigmento mobili presenti nei cromatofori (Rao, 2001) (Ohira et al., 2006).

Struttura del cHH

Il cHH appartiene a una famiglia di neuropeptidi strutturalmente correlati, di lunghezza variabile
tra 72-78 amminoacidi, caratterizzati per avere sei cisteine in posizioni conservate della sequenza,
che formano tre ponti disolfuro (Giulianini e Edomi, 2006). Questi ormoni peptidici sono tipici dei
Crostacei e circoscritti a questo taxon, eccetto che per lo Ion Transport Peptide (ITP) che ¢ stato
scoperto in alcuni insetti e che ¢ stato incluso in questa famiglia per 1’alta omologia della sua
sequenza peptidica (Meredith et al., 1996).

La famiglia del cHH puo essere suddivisa in due sottofamiglie sulla base della struttura primaria
dell’organizzazione del preprormome. La sottofamiglia del cHH o del tipo I ¢ composta da peptidi
che possiedono una sequenza a funzione ignota, il ¢cHH precursor-related peptide (CPRP)
intercalata tra il peptide segnale e I’ormone maturo, che ha una lunghezza di 72-73 amminoacidi. Il
MIH, il GIH e il MOIH costituiscono la sottofamiglia del tipo II, caratterizzata per 1’assenza del
CPRP, la presenza di una glicina in posizione 12, e la maggiore variabilita della sequenza sia per
quanto riguarda gli amminoacidi che la compongono sia per la sua lunghezza. Le due sottofamiglie
differiscono infine anche per la tipologia dei motivi peptidici—regioni conservate della sequenza—
che costituiscono la struttura primaria dell’ormone maturo. I motivi corrispondenti ai residui 21-40
e 42-61 sono comuni a tutta la famiglia del cHH, mentre i motivi legati alle regioni N- e C-
terminale differiscono nelle due sottofamiglie. Questa organizzazione sottolinea come la specificita
funzionale dei due gruppi di peptidi sia legata alle regioni N- e C-terminale (Chen et al., 2005).

La presenza di sei cisteine legate a formare tre ponti disolfuro contribuisce a stabilizzare la
conformazione terziaria che ¢ stata risolta unicamente per il MIH di Marsupenaeus japonicus e che
consiste di cinque alfa eliche, con il residuo di Gly in posizione 12 tipico di questa sottofamiglia
facente parte dell’elica al, e nessun foglietto beta (Katayama et al., 2003). Il modello ottenuto ¢
stato la base per predire la configurazione tridimensionale del cHH di Litopenaeus vannamei
mediante tecniche di modellazione per omologia. Il modello 3-D previsto per il cHH ¢ composto da
quattro a-eliche invece di cinque, mancando ’elica al in cui ¢ contenuta la Gly!? la cui presenza ¢
ritenuta critica per la divergenza strutturale e funzionale dei peptidi del tipo II (Katayama et al.,
2003) (Nagaraju et al., 2011).

Durante la maturazione il cHH subisce una serie di modifiche post-traduzionali che ne alterano la
struttura e conferiscono all’ormone la piena funzionalita biologica. Il processo di maturazione ¢
stato studiato nel dettaglio in Orconectes limosus e comprende 1’ammidazione del C-terminale, il

blocco dell’N-terminale con il piroglutammato e 1’eventuale epimerizzazione della fenilalanina in



posizione 3 con conseguente generazione della forma chirale D (Ollivaux e Soyez, 2000). Un primo
taglio priva il preprormone del peptide segnale formando il pro-cHH che va incontro a un secondo
taglio a livello di un sito dibasico Lys-Arg a opera della prormone convertasi 2 (Toullec et al.,
2002), dando origine al CPRP e al cHH e, probabilmente in concomitanza, si ha anche
I’ammidazione del C-terminale. Successivamente all’ammidazione si ha la ciclizzazione della Gln
N-terminale a formare il piroglutammato che blocca questa estremita della sequenza.
L’epimerizzazione della Phe? di una parte dei peptidi, da cui origina I’isoforma D, avviene in
specifici neuroni, all’interno dei granuli di secrezione (Gallois et al., 2003) prima della ciclizzazione
del residuo GlIn! (Gallois et al., 2003).

L’ammidazione del residuo C-terminale ¢ una modifica riscontrata frequentemente sia negli
Invertebrati sia nei Vertebrati, infatti circa la meta dei neuropeptidi noti ¢ ammidata, ed ¢ necessaria
affinché gli ormoni acquistino una completa funzionalita che si ritiene sia dovuta alla presenza del
gruppo a-ammidico che rende il peptide piu idrofobico, aumentandone la capacita di legarsi al
recettore (Prigge et al., 2000). L’ammidazione del C-terminale ¢ stata riscontrata in numerosi
neuropeptidi dei Crostacei quali il PDH (Riehm et al., 1985), ’'RPCH (Christensen et al., 1979), il
cHH (Kegel et al., 1989) (Huberman et al., 1993) (Yang et al., 1997), I’'MIH (Aguilar et al., 1996)
(Bulau et al., 2005), e il VIH (Tsutsui et al., 2007). Saggi biologici eseguiti con le forme ammidate e
non ammidate di PDH, RPCH e VIH hanno permesso di verificare che gli ormoni ammidati hanno
una maggiore attivita biologica, dimostrando quindi che 1’ammidazione ¢ una modifica post-
traduzionale essenziale per la funzionalita di questi peptidi (Christensen et al., 1979) (Riehm et al.,
1985) (Ohira et al., 2006). Per quanto riguarda il cHH ¢ stato dimostrato, mediante saggi biologici
in vivo, che il peptide non ammidato possiede una minore potenza, inducendo una risposta
iperglicemica inferiore di circa un ordine di grandezza e piu limitata nel tempo (Katayama et al.,
2002) (Mosco et al., 2008).

La ciclizzazione della Gln' all’N-terminale non sembra essere altrettanto importante. Infatti &
stato dimostrato che entrambe le isoforme, libera e bloccata con il piroglutammato, hanno la stessa
attivita biologica e lo stesso tasso di degradazione, nonostante sia consensualmente ritenuto che i
peptidi bloccati siano maggiormente resistenti alla degradazione proteotilica (Chung e Webster,
1996) (Rink et al., 2010).

Il cambio di chiralita di un amminoacido ¢ una modificazione post-traduzionale alquanto rara.
Difatti, amminoacidi in conformazione D sono stati trovati solamente in pochi peptidi di alcuni
Invertebrati e Anfibi. Pill precisamente la tossina di un veleno di un ragno, un neuropeptide di una
chiocciola africana, alcuni ormoni di Crostacei e insetti appartenenti alla famiglia del cHH, e i
peptidi antimicrobici e oppioidi della cute delle rane (Kreil, 1997). La presenza di un residuo

amminoacidico in conformazione D nel cHH ¢ stata sinora riscontrata solamente negli Astacoidea



(Astacus leptodactylus, Cherax destructor, H. americanus, O. limosus, Procambarus bouvieri,
Procambarus clarkii), e la stereoinversione ¢ sempre a carico della Phe? (Soyez et al., 1994)

(Aguilar et al., 1995) (Soyez et al., 1998) (Bulau et al., 2003) (Serrano et al., 2003).

Organizzazione genica del cHH

Le diverse isoforme del cHH circolanti nell’emolinfa di molti Crostacei possono derivare, oltre
che da modificazioni post-traduzionali, anche dalla presenza di copie multiple del gene per il cHH,
che sono il risultato di successive duplicazioni del gene, o di splicing alternativi (Montagne et al.,
2010). In H. americanus sono stati isolati 1 cDNA codificanti i preprormoni relativi a due isoforme,
cHH-A e cHH-B, che differiscono per un residuo nel peptide segnale, per due residui e una
delezione nel CPRP e per sei amminoacidi nel peptide maturo (de Kleijn et al., 1995). In
Metapenaeus ensis sono stati clonati tre cDNA che codificano per tre isoforme del cHH aventi
un’omologia del 62% e una comparabile attivita iperglicemizzante (Gu et al., 2000) (Ohira et al.,
2010). Forme multiple del cHH sono state isolate anche dalla ghiandola del seno di M. japonicus
(Yang et al., 1997), mentre in una specie affine, P. monodon, sono stati clonati tre cDNA codificanti
per altrettante isoforme del cHH, tutte aventi la capacita di innalzare la concentrazione del glucosio
nell’emolinfa (Treerattrakool et al., 2003) (Udomkit et al., 2004). Infine, attraverso un’analisi
molecolare dei prodotti di trascrizione nella ghiandola del seno di Cancer productus, sono state
identificate due isoforme del cHH, confermando la presenza di geni multipli per il cHH anche nei
granchi (Hsu et al., 2008).

L’organizzazione strutturale del gene del cHH consiste di tre esoni e due introni o quattro esoni e
tre introni, a seconda delle specie, e nel secondo caso sarebbe il risultato della duplicazione di un
esone di un gene ancestrale con soli tre esoni (Montagne et al., 2010). L’ organizzazione a tre esoni ¢
stata trovata in M. ensis (Gu e Chan, 1998) e P. monodon (Wiwegweaw et al., 2004), mentre in C.
maenas € M. rosenbergii 1l gene per il cHH ¢ costituito da quattro esoni e tre introni. In questo caso
si ha la formazione di due trascritti diversi, uno che origina dagli esoni I, Il e IV e che codifica per il
cHH della ghiandola del seno, I’altro che deriva dagli esoni I, II e III dal quale si origina il cHH
prodotto nell’organo pericardico e la cui funzione ¢ tuttora ignota (Dircksen et al., 2001) (Chen et

al., 2004) (Chang et al., 2010).

Funzioni del cHH

La scoperta di un fattore diabetogeno presente nei peduncoli oculari dei Crostacei risale al 1944
quando Abramowitz dimostrdo che un estratto di peduncoli oculari induceva un rapido e intenso
aumento della glicemia quando iniettato in C. sapidus. Negli anni successivi questo fattore fu

identificato essere un neuropeptide prodotto dall’organo X, caratterizzato dal punto di vista



biochimico e nominato crustacean Hyperglycemic Hormone, nome che ricorda la sua principale
funzione che ¢ quella di regolare il metabolismo glucidico. La secrezione del cHH segue un ritmo
circadiano e la sua concentrazione emolinfatica ¢ bassa durante il giorno per poi innalzarsi alle
prime ore della notte, ed ¢ correlata a una simile ritmicita giornaliera della glicemia (Kallen et al.,
1990). Inoltre ¢ stato dimostrato il suo coinvolgimento in altri processi fisiologici come la
secrezione di enzimi digestivi (Sedlmeier, 1988), la muta (Yasuda et al., 1994) (Zarubin et al.,
2008), la riproduzione (de Kleijn et al., 1998), il metabolismo lipidico (Santos et al., 1997),
I’osmoregolazione (Serrano et al., 2003), e la risposta da stress (Chang et al., 1998) (Lorenzon et
al., 2000) (Reddy e Sainath, 2009).

La maturazione ovarica nei Crostacei ¢ sotto il controllo negativo del VIH, ma evidenze
sperimentali hanno indicato che in questo processo fisiologico ci pud essere anche il
coinvolgimento del cHH, con un effetto contrastante a seconda delle specie. Il ciclo riproduttivo
biennale di H. americanus ¢ stato studiato misurando il livello degli mRNA per il VIH e il cHH,
quantificando i relativi peptidi nell’organo X e misurando la concentrazione di questi ormoni
nell’emolinfa. La concentrazione del VIH ¢ elevata negli stadi di intermuta e previtellogenesi,
mentre diminuisce durante la vitellogenesi. Al contrario il livello del cHH aumenta durante la
vitellogenesi, per cui ¢ stato proposto che questo aumento inneschi la maturazione ovarica (de
Kleijn et al., 1998). Nei Peneidi, invece, ¢ stato osservato che il cHH era in grado di inibire sia la
sintesi di mRNA sia la sintesi proteica in espianti di ovario (Khayat et al., 1998) (Avarre et al.,
2001) (Tsutsui et al., 2005).

Nei Crostacei la crescita ¢ condizionata dalla presenza di un esoscheletro rigido esterno e
I’aumento delle dimensioni ¢ un processo discontinuo che avviene attraverso una serie di mute
durante le quali ’animale si libera del vecchio tegumento e accresce rapidamente di dimensioni
prima che il nuovo tegumento indurisca. Periodi di intermuta, durante i quali non vi ¢ crescita,
separano le mute (Hartnoll, 1983). Esse sono promosse da un innalzamento del livello degli
ecdisteroidi circolanti, che nelle fasi di intermuta sono mantenuti bassi dall’MIH. Accanto all’MIH,
anche il cHH sembra concorrere alla repressione della sintesi degli ecdisteroidi da parte dell’organo
Y. Sebbene il cHH sia dieci volte meno efficace dell’MIH nell’inibire la sintesi degli ecdisteroidi, la
sua concentrazione emolinfatica ¢ dieci volte superiore, pertanto la quantita di ormone circolante ¢
sufficiente a inibire la sintesi degli ecdisteroidi al pari dell’MIH, nonostante la sua inferiore potenza
(Chung e Webster, 2003). L’efficacia del cHH nell’inibire la sintesi degli ecdisteroidi in vitro
dipende anche dalla chiralita dell’ormone, essendo I’isoforma D maggiormente attiva in tal senso
(Yasuda et al., 1994). Un’ulteriore conferma della capacita del cHH di reprimere la sintesi degli

ecdisteroidi si ¢ avuta da saggi in vivo in cui il cHH, iniettato in animali privati dei peduncoli



oculari, manteneva un livello costante degli ecdisteroidi circolanti, al contrario di quanto avveniva
nei controlli, nei quali la concentrazione di ecdisteroidi aumentava (Chung, 2010).

Un’altra differenza funzionale tra le isoforme L e D del cHH ¢ stata riscontrata
nell’osmoregolazione. 1l ruolo esercitato dal cHH nel controllo del trasporto ionico branchiale ¢
stato dimostrato in Pachygrapsus marmoratus in cui il cHH era in grado di aumentare 1’influsso di
Nat+ nelle branchie in un saggio in vitro (Spanings-Pierrot et al., 2000), mentre in A. leptodactylus ¢
stato dimostrato che I’isoforma D era quella maggiormente attiva nell’aumentare la concentrazione
di Na* nell’emolinfa e I’osmolalita emolinfatica (Serrano et al., 2003).

Inoltre, il cHH ¢ coinvolto nelle risposte a molti stressori ambientali, biotici e abiotici. Numerosi
studi hanno indicato come diversi xenobiotici possono agire da distruttori endocrini interferendo
con il sistema neuroendocrino dei Crostacei. Alterazioni nel ciclo della muta possono essere dovute
a molecole che interferiscono con I’azione degli ecdisteroidi, sia con azione agonista sia
antagonista, in questo caso bloccandone la sintesi o legandosi ai recettori (Rodriguez et al., 2007).
Alcune sostanze invece sono in grado di interferire con I’attivita biologica dei neurormoni. Metalli
pesanti quali il cadmio, il mercurio e il rame inducono un aumento della glicemia mediato da una
maggior secrezione di cHH (Lorenzon et al., 2000) (Reddy e Sainath, 2009). Lo stesso effetto
iperglicemico ¢ stato osservato anche in relazione a modifiche di parametri ambientali quali la
temperatura o I’ipossia (Webster, 1996) (Chang et al., 1998) (Chung e Zmora, 2008). Il cHH ¢
anche un possibile candidato nella mediazione della risposta immunitaria. Un aumento della
glicemia, in risposta ad una maggiore secrezione di cHH, ¢ stato osservato in Crostacei trattati con
lipopolisaccaride, una tossina derivata da batteri gram-negativi (Lorenzon et al., 1997), mentre in
Litopenaeus vannamei ’iniezione di cHH ne ha aumentato la sopravvivenza all’infezione di Vibrio
harveyi, dovuta ad una migliore risposta immunitaria mediata da un aumento del numero di emociti
circolanti, dell’attivita della profenolossidasi, e della concentrazione proteica nell’emolinfa

(Wanlem et al., 2011).

Ormoni e comportamento

I Decapodi sono degli ottimi modelli animali per lo studio dell’aggressivita e della formazione
delle gerarchie di dominanza. Questi animali mostrano dei profili comportamentali ben definiti e
facilmente identificabili che attraverso dei combattimenti portano alla formazione di gerarchie di
dominanza. Il successo ¢ in gran parte dovuto a una superiorita fisica. Durante 1 combattimenti gli
animali acquisiscono informazioni sulla forza dell’avversario e sulle sue capacita nel
combattimento, informazioni che sono alla base della decisione da parte di uno dei due contendenti
di ritirarsi. Numerosi studi hanno messo in risalto come un aumento della serotonina sia associato

all’aggressivita e ai comportamenti di dominanza (Huber e Delago, 1998) (Tricarico e Gherardi,



2007). Altri ormoni, come 1’ecdisone e il cHH, sono ritenuti dei possibili candidati per il controllo
del comportamento agonistico nei Crostacei, ma sinora non vi sono dati che avvalorino questa

ipotesi (Kravitz, 2000).

Sito di sintesi

Il principale centro neuroendocrino dei Crostacei si trova nei peduncoli oculari ed ¢ composto da
gruppi di neuroni che formano 1’organo X associato alla medulla terminale. I terminali assonici si
localizzano nella ghiandola del seno, un organo neuroemale, dove gli ormoni vengono accumulati e
da qui rilasciati in circolo per esocitosi. Nell’organo X vengono prodotti diversi ormoni che sono
sintetizzati da neuroni distinti nel caso del cHH e di MIH/MOIH/VIH, mentre € stata osservata una
coespressione per 1 peptidi del tipo II (MIH/MOIH). Piu raramente vi ¢ una co-sintesi di cHH e
MIH come in M. japonicus (Shih et al., 1998), oppure cHH e VIH come in H. americanus.
Quest’ultimo caso ¢ particolarmente complesso in quanto sono state osservate cellule
neurosecernenti distinte per L-cHH, D-cHH, L-VIH, D-VIH, e neuroni che producono le isoforme
D sia del cHH che del VIH (Ollivaux et al., 2009). Il cHH viene inoltre espresso in numerose sedi al
di fuori dei peduncoli oculari, sia nel sistema nervoso sia in tessuti non neurali. Nel sistema nervoso
I’immunoreattivita per il cHH ¢& stata riscontrata a livello dell’organo pericardico (Chung e Zmora,
2008) e dei gangli toracici e subesofagei (Chang et al., 1999). All’esterno del sistema nervoso
I’espressione del cHH ¢ stata rilevata in numerosi paraneuroni dell’intestino, dove all’inizio
dell’ecdisi queste cellule rilasciano in maniera transiente il loro contenuto ormonale in modo da

regolare 1’assorbimento di acqua e ioni durante la muta, consentendo il rigonfiamento dell’animale

durante 1’ecdisi e il successivo aumento di taglia (Chung et al., 1999).

Scopo della tesi

Esistono numerosi esempi di organismi che sono bioindicatori naturali delle condizioni di un
ecosistema, ma i macroinvertebrati sono considerati i migliori bioindicatori delle acque in quanto
possiedono 1 requisiti necessari, come una scarsa mobilita € una notevole capacita di assorbire e
accumulare le sostanze inquinanti. In particolare, i Crostacei si sono dimostrati essere estremamente
sensibili, ma anche resistenti, alla presenza di sostanze chimiche e di metalli pesanti contaminanti, e
per queste loro caratteristiche rappresentano degli ottimi bioindicatori dell’impatto antropico sugli
ecosistemi acquatici (Key et al., 2006). Al contrario si sa ancora poco sull’impatto che fattori
inquinanti possono avere sulle cascate di risposta agli stressori neuroendocrini in cui il cHH gioca

un ruolo centrale. Questo ¢ un ormone pleiotropico, implicato nella modulazione di numerosi

processi fisiologici, e presente con isoforme diverse il cui preciso ruolo ¢ ancora da definire, e una



sua migliore caratterizzazione funzionale ¢ fondamentale per la comprensione dei meccanismi
molecolari/biochimici che sono alla base delle risposte agli agenti inquinanti.

La finalita di questo progetto di dottorato era quindi duplice. Una prima parte ¢ consistita nel

gettare le basi per la realizzazione di un organismo bioindicatore capace di rilevare la presenza di
sostanze tossiche cambiando la propria colorazione in modo facilmente visualizzabile, ed ¢ stata
completata con il clonaggio e I’identificazione del promotore del cHH di A. leptodactylus
(Crustacea, Decapoda), la verifica in vitro della sua funzionalita e 1’identificazione di possibili siti
di legame per dei fattori di trascrizione. L’obiettivo finale ¢ la modifica in via transiente di
Palaemon elegans e Palaemonetes antennarius (Crustacea, Decapoda) mediante 1’iniezione di
emociti trasfettati con il plasmide veicolante il promotore del cHH ed un gene reporter che
visualizza la risposta mediante colorazione dell’animale.
La seconda parte ha riguardato la sintesi chimica del cHH di A. leptodactylus che ¢ 1’unica strategia
possibile per ottenere peptidi identici all’ormone nativo, essendo la sola capace di consentire
I’introduzione di tutte le modificazioni post-traduzionali necessarie. I risultati di questo progetto
sono stati positivi e per la prima volta differenti isoforme del cHH sono state prodotte attraverso la
sintesi chimica. I peptidi ottenuti sono stati quindi adoperati in saggi biologici in vivo per verificare
la loro funzionalita.

Inoltre, ¢ stato fatto uno studio per appurare il possibile ruolo del cHH nel controllo

dell’aggressivita in P. clarkii.

Risultati e discussione
Sintesi chimica del cHH Mosco A., Zlatev V., Guarnaccia C., Pongor S., Campanella A., Zahariev
S., and Giulianini, P.G. (2012). Novel protocol for the chemical synthesis
of crustacean Hyperglycemic Hormone analogues — An efficient
experimental tool for studying their functions. PLoS ONE 7:1, e30052.
La sintesi peptidica in fase solida (SPPS) consiste nel far crescere una catena peptidica,
dall’estremita C-terminale all’estremita N-terminale, legata covalentemente con il primo
amminoacido a un polimero insolubile. Tutti 1 passaggi necessari, 1’ancoraggio alla resina, la
deprotezione del gruppo amminico alfa, la reazione di aggancio, e il taglio finale dalla resina,
possono essere eseguiti con semplicita e velocita. Grazie al supporto solido, si puo usare un largo
eccesso di reagenti in modo da portare la reazione di agganciamento al completamento, mentre i
reagenti in eccesso e 1 prodotti di scarto possono essere separati dal peptide insolubile e in
allungamento attraverso dei semplici lavaggi, e tutti i passaggi della sintesi possono essere eseguiti

nello stesso contenitore, senza trasferimento di materiale. Lo schema classico della sintesi in fase

solida prevede che I’amminoacido C-terminale N-protetto sia ancorato attraverso il gruppo



carbossilico a una resina amminica per ottenere un peptide agganciato con un legame ammidico alla
resina che alla fine produce una proteina ammidata al C-terminale. Dopo aver caricato il primo
amminoacido, la sequenza desiderata viene assemblata in modo lineare dal C-terminale all’N-
terminale attraverso dei cicli ripetuti di a-N deprotezione e reazioni di aggancio. Il metodo della
sintesi Fmoc/tBu usa il gruppo base-labile N-Fmoc (9-fluorenilmetossicarbonile) per la protezione
della funzione a-amminica, gruppi acido-labili che proteggono i gruppi delle catene laterali e linker
acido-labili per proteggere I’amminoacido C-terminale. Anche se la chimica utilizzata nella SPPS ¢
stata notevolmente perfezionata, possono comunque sorgere problemi come un’aggregazione della
catena peptidica in crescita, dando origine a basse rese di aggancio e deprotezione, o varie reazioni
chimiche collaterali (Amblard et al., 2006).

La SPPS ¢ generalmente limitata alla sintesi di peptidi non piu lunghi di 40 amminoacidi. Per
ottenere sequenze pill lunghe ¢ necessario sintetizzare segmenti diversi e quindi ligarli assieme
attraverso delle reazioni chimiche. Il metodo piu usato ¢ la native chemical ligation in cui la
condensazione di due segmenti peptidici avviene tramite una reazione di trans-esterificazione
chemoselettiva tra il gruppo tiolico della cisteina N-terminale di un segmento e il gruppo tioestere
presente sull’estremita C-terminale del secondo segmento peptidico (Nilsson et al., 2005).

Il progetto per la sintesi chimica del cHH di A. leptodactylus ¢ stato condotto in collaborazione
con il gruppo Protein Structure and Bioinformatics dell’ICGEB di Trieste. Complessivamente, sono
stati sintetizzati sei segmenti, uno C-terminale (cHH-39-72), e cinque N-terminali (QVF-cHH-4-38,
QVdF-cHH-4-38, pEVF-cHH-4-38, pEVdF-CHH-4-38, pEVdA-cHH-4-38). La sintesi in fase
solida dei diversi segmenti non ha dato particolari problemi, ma la purificazione del segmento
cHH-39-72 ¢ risultata particolarmente difficile, in quanto questo peptide ¢ risultato essere assai
poco solubile, tanto che nei vari passaggi della purificazione ¢ precipitato pit del 90% del prodotto
sintetizzato. Per risolvere questo problema sono stati tentati diversi metodi per aumentarne la
solubilita, come 1’aggiunta di una coda di arginine alla porzione C-terminale del segmento
cHH-39-72, oppure 1’uso di tensioattivi nel tampone di ligazione. Tutti questi tentativi non hanno
dato alcun risultato positivo, e il segmento in questione continuava a precipitare formando un gel
proteico che non era piu possibile solubilizzare. La soluzione ¢ venuta dall’uso di una reazione di
solfitolisi, che con I’aggiunta di gruppi -SOs allo zolfo delle cisteine, ha reso solubile il segmento
cHH-39-72. Questo ha facilitato tutti i passaggi che vedevano coinvolto questo segmento, a
cominciare dalla sua purificazione tramite RP-HPLC dal prodotto iniziale di sintesi. I gruppi solfito
sono stati successivamente rimossi, dopo che era stata effettuata la ligazione chimica dei segmenti
N-terminale e C-terminale del cHH, durante il processo di folding ossidativo, con conseguente
formazione dei corretti ponti disolfuro tra le cisteine. Sono state quindi sintetizzate in quantita

sufficienti, dell’ordine di un centinaio di microgrammi, le seguenti forme chirali del cHH: D-cHH,



L-cHH, Glp-D-cHH, Glp-L-cHH e Glp-dA-cHH. In quest’ultima isoforma la D-fenilalanina in
posizione 3 ¢ stata sostituita dalla D-alanina, per verificare se la fenilalanina avesse un ruolo
fondamentale nella funzionalita del peptide.

Per verificare se la presenza della D-Phe o della D-Ala influisse in qualche modo sulla struttura
secondaria del cHH ¢ stata fatta un’analisi di dicroismo circolare sui peptidi L-cHH, D-cHH e Glp-
dA-cHH. I risultati ottenuti mostrano che gli spettri del dicroismo circolare sono sovrapponibili e

quindi che la presenza di D-Phe o D-Ala non influisce sulla struttura secondaria.

Saggi biologici Mosco A., Zlatev V., Guarnaccia C., Pongor S., Campanella A., Zahariev
S., and Giulianini, P.G. (2012). Novel protocol for the chemical synthesis
of crustacean Hyperglycemic Hormone analogues — An efficient
experimental tool for studying their functions. PLoS ONE 7:1, ¢30052.

I peptidi di sintesi sono stati quindi utilizzati per eseguire dei saggi in vivo su Astacus
leptodactylus, iniettando nei gamberi il cHH sintetico e verificando la risposta biologica indotta
attraverso il dosaggio della glicemia. Per il saggio gli animali sono stati epeduncolati bilateralmente
per escludere qualsiasi interferenza nel saggio da parte del cHH endogeno. Due giorni dopo
I’ependucolazione sono stati iniettati circa 60 pmol di cHH per animale. I prelievi per il dosaggio
del glucosio sono stati fatti ai tempi O h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h e 24 h. La differenza nella risposta
iperglicemica dei due peptidi ¢ stata significativa. Valori massimi di glicemia (media + E.S.) di 52,4
+ 4 mg/dL sono stati osservati negli animali trattati con L-cHH contro 1 100,5 + 9,3 mg/dL del D-
cHH. Inoltre anche il profilo temporale della risposta glicemica ¢ diverso, con I’L-cHH avente un
picco di risposta tra le 2 h e le 4 h, mentre il picco massimo della risposta del D-cHH ¢ piu tardivo,
situandosi tra le 4 h e le 8 h. Nessuna differenza ¢ stata invece osservata nella risposta al cHH tra
maschi e femmine. I risultati ottenuti sono in accordo con studi precedenti condotti con peptidi
nativi su A. leptodactylus e O. limosus (Soyez et al., 1994) (Serrano et al., 2003). La maggior
potenza del D-cHH puo essere attribuita ad una maggiore affinita per i recettori dei tessuti bersaglio
e il perdurare dell’effetto iperglicemizzante indotto da questa isoforma potrebbe essere dovuto a una
costante di dissociazione piu bassa 0 a una maggiore resistenza alle peptidasi. La differenza nella
risposta iperglicemica tra la forma bloccata all’N-terminale (Glp-D-cHH) e la forma non bloccata
(D-cHH) non ¢ stata significativa (media dei valori massimi della glicemia, Glp-D-cHH 98,7 + 6
mg/dL, D-cHH 100,5 + 9,3) a dimostrazione che la presenza del piroglutammato non influenza la
risposta biologica al cHH. Questo risultato ¢ in accordo con studi precedenti in cui si suggeriva che
il blocco all’N-terminale non avesse alcuna funzione biologica e che entrambe le isoforme avessero
lo stesso tasso di degradazione (Chung e Webster, 1996), nonostante il generale consenso nel
ritenere che i peptidi bloccati con il piroglutammato siano maggiormente resistenti alle

amminopeptidasi (Rink et al., 2010). Un ulteriore saggio biologico ¢ stato eseguito con il cHH
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nativo, purificato tramite RP-HPLC dalle ghiandole del seno di A. leptodactylus. 11 valore medio del
picchi glicemici era di 52,7 + 9.4 mg/dL, significativamente inferiore ai 98,7 + 6 mg/dL ottenuti
dopo lo stimolo con il Glp-D-cHH. Poiché I'isoforma L ¢ meno efficace nell’indurre I’iperglicemia
rispetto all’isoforma D, la differenza nella risposta iperglicemica indotta dal cHH nativo si pud
spiegare con il fatto che il cHH nativo circolante nell’emolinfa ¢ composto per due terzi
dall’isoforma L e per un terzo dall’isoforma D. L attivita biologica dell’isomero Glp-dA-cHH ¢
stata verificata usando il medesimo protocollo. L’attivita iperglicemizzante di questo peptide ¢
risultata essere significativamente inferiore (p < 0,01) di quella del peptide con la fenilalanina in
posizione 3 (Glp-D-cHH), raggiungendo un valore medio di massima glicemia di 38 + 6,7 mg/dL
contro il valore di 98 + 6,3 mg/dL ottenuto dallo stimolo con il Glp-D-cHH e 97 + 13,7 mg/dL con

il Glp-L-cHH. Il risultato ottenuto dimostra che anche la porzione N-terminale del cHH ¢ implicata

nel legame dell’ormone con il suo recettore di membrana.

Clonaggio e identificazione del Mosco A., Pegoraro S., Giulianini P.G., and Edomi P. (2013). Cloning of
crustacean Hyperglycemic Hormone gene promoter of Astacus

promotore del cHH leptodactylus. Journal of Crustacean Biology, 33: 56-61.

I1 DNA genomico di A. leptodactylus ¢ stato isolato dal muscolo caudale mediante lisi tissutale e
successiva estrazione organica. La presenza di una sequenza specifica per il cHH di A. leptodactylus
all’interno del DNA estratto ¢ stata verificata mediante PCR, utilizzando una coppia di primer
specifici gia usati in precedenza per amplificare il cDNA di Asl-cHH. 1l risultato della PCR ¢ stato
controllato su gel d’agarosio dove ¢ stata osservata un’unica banda di circa 900 bp. Ottenuta la
conferma della presenza del gene per il cHH si ¢ iniziato il protocollo per I’identificazione del
promotore del cHH. Il metodo scelto ¢ stato il genome walking che consente di isolare segmenti
genomici adiacenti a una sequenza nota mediante una serie di PCR annidate, usando un kit
commerciale (Universal GenomeWalker, Clontech, USA) e seguendo il protocollo fornito dalla
ditta. I DNA genomico ¢ stato digerito con quattro diversi enzimi di restrizione (Dral, EcoRV,
Pvull, Stul) e i prodotti della digestione purificati con fenolo-cloroformio e precipitati con etanolo.
Quindi alle estremita dei frammenti di DNA ¢ stato ligato un adattatore al quale si legano specifici
primer (AP1 e AP2) forniti con il kit. In questo modo si sono ottenute quattro “librerie” che sono
state utilizzate per le successive reazioni di amplificazione. Due primer gene-specifici sono stati
disegnati sulla sequenza nota del cDNA del cHH di A. leptodactylus, GenBank no. AY766377.1.
L’amplificazione ¢ stata eseguita mediante una PCR annidata consistente in una prima reazione di
amplificazione con il primer esterno AP1 e il primer esterno gene-specifico ALEP1. La seconda
reazione ¢ stata eseguita sul prodotto della prima PCR utilizzando il primer interno AP2, e il primer

gene-specifico ALEP2. Da una delle quattro librerie testate, si ¢ ottenuta una sequenza altamente
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amplificata, originata dal taglio con Stul. La banda visibile su gel d’agarosio al 1,5% ¢ risultata
essere di circa 250 paia di basi. La sequenza ¢ stata quindi purificata da gel e digerita con due
enzimi di restrizione, Hindlll e Mlul, e clonata nei siti Mlul/Hindlll del vettore pGL3-Basic, un
vettore contenente come reporter il gene per la luciferasi della lucciola (Photinus pyralis),
ottimizzato per valutare 1’attivita trascrizionale nelle cellule eucariotiche trasfettate. Alla fine del
clonaggio ¢ stato ottenuto il vettore pGL3-CHH. La sequenza clonata ¢ stata quindi sequenziata e il
risultato del contig € stata una sequenza di 176 nucleotidi a monte della regione 5’ del gene per il
cHH di A. leptodactylus.

Per valutare la funzionalita del promotore del cHH ci si ¢ avvalso della collaborazione del
gruppo di studio High-Mobility-Group proteins del Dipartimento di Scienze della Vita. Cellule
HEK 293T (human embryonic kidney) sono state trasfettate con 1 vettori pGL3-CHH, pGL3-Basic,

che ¢ senza promotore e serve da controllo negativo, e pGL3-Control, che possiede un promotore
forte e serve da controllo positivo, in coppia con pRL-CMYV, un vettore contenente il gene reporter
per la luciferasi di un antozoo coloniale (Renilla reniformis), che serve da controllo interno e
fornisce la risposta basale su cui normalizzare [’espressione del reporter sperimentale. La
funzionalita del promotore ¢ stata dimostrata da un incremento di 1029 + 304 (n = 6, media + D.S.)
volte nell’espressione della luciferasi rispetto al vettore senza promotore (pGL3-Basic), valore

statisticamente molto significativo.

Identificazione di possibili siti di Mosco A., Pegoraro S., Giulianini P.G., and Edomi P. (2013). Cloning of
crustacean Hyperglycemic Hormone gene promoter of Astacus

legame dei fattori di trascrizione leptodactylus. Journal of Crustacean Biology, 33: 56-61.

nella sequenza del promotore del
cHH

La ricerca di eventuali siti di legame per gli elementi di regolazione ¢ stata fatta sulla sequenza
di 176 bp precedentemente identificata a monte della regione 5’ del gene per il cHH di A.
leptodactylus. L’analisi ¢ stata condotta usando TESS (Transcription Element Search System), un
programma on-line per la predizione dei siti di legame dei fattori di trascrizione in sequenze di
DNA. Sono stati identificati numerosi possibili siti di legame, inclusi una TATA box a -23, una
CCAAT box a -78, due GC box a -63 e -70, ed altri per specifici elementi di trascrizione, pil
precisamente una sequenza a -91 dove 1 siti di legame per il cAMP response element-binding
(CREB), l’elemento di risposta all’ipossia (HRE), il recettore per 1’estrogeno (ER-alpha) si
sovrappongono, mentre a -160 ¢ stato identificato un possibile sito di legame per il recettore
dell’ecdisone (EcR). Al momento si pud solo speculare sulla funzione che questi fattori di
regolazione eserciterebbero nel controllo dell’espressione genica del cHH. CREB ¢ una famiglia di

fattori di trascrizione che vengono attivati in risposta al cAMP e servono a reclutare i fattori basali
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di trascrizione (Silva et al., 1998). Il cAMP ¢ un secondo messaggero che viene prodotto in risposta
a numerosi ormoni e neurotrasmettitori. Tra questi vi ¢ la serotonina, che nei Crostacei stimola il
rilascio di cHH, per cui la presenza di un motivo CREB nella sequenza del promotore del cHH
suggerisce che la serotonina non solo stimoli il rilascio di cHH, ma anche moduli I’espressione del
gene per il cHH (Lee et al., 2001) (Lorenzon et al., 2004) (Sathyanandam et al., 2008).

HRE (HIF responsive element) ¢ un motivo che lega HIF (hypoxia inducible factor), un fattore
presente dagli Invertebrati ai Mammiferi e che attiva numerosi geni in risposta a condizioni di
ipossia. Nei granchi la carenza di ossigeno che si viene a determinare durante 1’emersione causa un
aumento del glucosio nell’emolinfa, mediato dal rilascio di cHH. La presenza di HRE nella regione
a monte del gene del cHH, suggerisce che HIF possa regolare I’espressione del cHH in condizioni
di stress ipossici che 1 gamberi possono sperimentare in condizioni di emersione in modo da
mobilizzare le risorse energetiche necessarie per far fronte a una situazione avversa di questo tipo
(Webster, 1996) (Chung e Zmora, 2008).

Il possibile ruolo che ormoni steroidei propri dei Vertebrati possono avere nella riproduzione dei
Crostacei ¢ ancora poco chiaro, in quanto vi sono prove contrastanti del loro coinvolgimento nello
sviluppo ovarico (Warrier et al., 2001) (Okumura e Sakiyama, 2004). La presenza di recettori per
gli estrogeni nell’epatopancreas di Austropotamobius pallipes (Paolucci et al., 2002) e nell’ovario di
Neomysis japonica (Yang et al., 2012) suggerisce che questi steroidi possano essere coinvolti nella
maturazione ovarica. Anche il ruolo del cHH nella maturazione ovarica ¢ ancora poco chiaro, ma
I’identificazione di un motivo legante il recettore per gli estrogeni (ER) nel promotore del cHH di A.
leptodactylus fa supporre che gli estrogeni possano regolare ’espressione di ¢cHH e quindi che
questa possa dipendere dallo stadio di maturazione ovarica.

La presenza di questo possibile sito di legame per ER suggerisce altresi che gli estrogeni di
origine esogena presenti come inquinanti nei corpi d’acqua possano agire da distruttori endocrini
influenzando tutta la fisiologia di A. leptodactylus, in quanto questo ormone ¢ coinvolto nella
crescita, nella riproduzione e nel metabolismo.

L’ultimo motivo identificato lega il recettore per gli ecdisteroidi (EcR). Gli ecdisteroidi controllano
la crescita e la muta, e la loro sintesi ¢ regolata negativamente dal MIH e dal cHH. La presenza di
un possibile sito di legame per EcR nel promotore del cHH fa supporre che 1’espressione genica del

cHH possa essere modulata dagli ecdisteroidi circolanti.
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Comportamento e cHH Aquiloni L., Giulianini P.G., Mosco A., Guarnaccia C., and Gherardi F.
(2012). Crustacean hyperglycemic hormone (cHH) as a modulator of
aggression in crustacean decapods. PLoS ONE 7:11, e50047.

Lo studio sul possibile coinvolgimento del cHH nella modulazione dell’aggressivita in P. clarkii
¢ stato condotto in collaborazione con la Prof.ssa Gherardi e la Dott.ssa Aquiloni del Dipartimento
di Biologia Evoluzionistica “Leo Pardi” dell’Universita di Firenze.

Il cHH di P. clarkii ¢ stato purificato mediante RP-HPLC dalla ghiandola del seno. La relazione di
dominanza tra 1 vari animali ¢ stata ottenuta in un primo incontro di familiarizzazione con il quale si
sono selezionate 26 coppie. Queste coppie sono state suddivise in tre gruppi, uno di controllo che ¢
stato trattato solo con PBS, uno di rinforzo in cui il dominante ¢ stato trattato con cHH e uno di
inversione in cui il subordinato ¢ stato trattato con cHH. In generale gli animali in cui era stato
iniettato il cHH hanno mostrato un aumento nell’espressione della dominanza, gli alfa attraverso un
aumento della durata dei combattimenti e i beta per la maggiore intensita dei combattimenti che ne
aumentava la dominanza fino a raggiungere una temporanea inversione della gerarchia. Il
potenziamento del comportamento aggressivo potrebbe essere dovuto o a una modulazione da parte
del cHH dei neuroni che controllano 1’espressione del comportamento agonistico, oppure essere

dovuto a una maggiore mobilizzazione delle risorse energetiche necessarie per la lotta.

Conclusioni

I risultati ottenuti in questi tre anni di dottorato sono stati molto soddisfacenti. Per la prima volta
sono state ottenute diverse isoforme del cHH mediante SPPS accoppiata alla native chemical
ligation. 1 dati ottenuti indicano che questa ¢ la strategia appropriata per la sintesi dei peptidi della
famiglia del cHH, essendo 1’unica in grado di consentire I’introduzione di tutte le modifiche post-
traduzionali per ottenere un peptide identico all’ormone nativo. L’ottimizzazione del presente
protocollo consente di rendere disponibili adeguate quantita di peptidi per esperimenti su larga
scala, in vivo e in vitro, che possono portare a una migliore conoscenza della funzione del cHH e
della relazione tra funzione e struttura.

Inoltre sono state gettate le basi per la realizzazione di un organismo bioindicatore per
monitorare 1’inquinamento delle acque. E stato clonato il promotore del cHH di A. leptodactylus e
per la prima volta la funzionalita di un promotore di un peptide della famiglia del cHH ¢ stata
verificata in un saggio in vitro. L’identificazione di diversi possibili siti di legame per gli elementi di
regolazione nel promotore del cHH suggerisce che 1’espressione del cHH sia regolata da svariati

fattori fisiologici e ambientali. I risultati ottenuti sono rilevanti per futuri studi indirizzati alla
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comprensione del ruolo che 1 diversi fattori di trascrizione possono avere nella regolazione
dell’espressione del cHH.

Lo studio sulla relazione di dominanza in P. clarkii ha dimostrato, per la prima volta, che un
neuropeptide, nella fattispecie il cHH, modula il comportamento aggressivo, sino a invertire, sia pur

temporaneamente, il rango degli animali subordinati in cui era stato iniettato.
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