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RIASSUNTO

La Relaxina e I'lnsulin-like factor (RLX e INSL) 80 piccoli
ormoni peptidici appartenenti alla superfamiglia
dell’Insulina/IGF/Relaxine, ben caratterizzati dammiferi e solo di
recente ritrovati in modelli compresi in gruppi gasomici di bassi
Vertebrati.

| peptidi appartenenti alla famiglia delle Relaxinsono codificati
nelluomo da sette geni differenti: i geni RelaxiRd X1, RLX2 e
RLX3 i geni insulina simileINSL3, INSL4, INSL5, e INSl(Blalls et

al., 2007; Wilkinson et al., 2005b, Olinski, 2007). Analisi
filogenetiche suggeriscono che essi possano derdarun fenomeno
di duplicazione che coinvolge tre locus genici damati Relaxin

Family Locus (RFL) evidenziati nei bassi vertebré®@ark et al.,

2008).

Benché le Relaxine siano presenti in diversi distesatomici,
ricerche effettuate su Mammiferi ne associano ilecypali funzioni ai
fenomeni riproduttivi. Per quanto concerne i Veratb non-
mammiferi la ricerca sulle possibili funzioni € aggi un campo
ancora completamente aperto.

Vista la conservazione di locus genici della famigtelle
Relaxine nei bassi vertebrati, € stata verificasigtenza di ulteriori
forme di RFL inRana esculenté&ramite un approccio bioinformatico
analizzando il genoma dell’anfibienopugropicalis.

Quest'analisi ha permesso di identificare quattemi goutativi
conservati in Xenopudropicalis corrispondenti alle tre famiglie RFL
(RFLA, RFLB, RFLCI e ClI)

Sulla base dell'allineamento nucleotidico dei tragcidentificati, e
stato dunque possibile disegnhare coppie di oligeatdi
“degenerati” da utilizzare in esperimenti di RT-PGR RNA totale
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estratto da diversi tessuti di rana. In questo madiiizzando una
coppia di primers disegnati sulla sequenza dellXRRFLCI) si e

ottenuto un amplificato di circa 360 cb, espressolusivamente
nellencefalo di rana. La banda ottenuta € statandy, clonata e
sequenziata: la sequenza ottenuta, una volta teadotesenta una
cornice di lettura aperta di 120 aminoacidi. Taquenza, in seguito
ad analisi in blastx, ha mostrato un’alta omolagpa le proteine della
famiglia delle Relaxine 3 depositate in banca dgnomica. In

particolare, risultano essere altamente consehadminio strutturale

della catena B e quello della catena A tipici ditedule proteine
appartenenti a questa famiglia.

E’, inoltre, da tener presente che, nei mammifieriRelaxina-3 é
espressa nel sistema nervoso a livello dei newtehnucleo incerto
del ponte di Variolo, struttura presente nel tromswefalico dove
sembra svolgere la funzione di neuropeptide o meadulatore
(Tregearet al.,2005 Sherie Maet al.,2009.

Per verificare se il profilo di espressione dellEaXina-3 di rana fosse
sovrapponibile a quello riscontrato nel SNC di mafern, e stato
effettuato un esperimento di RT-PCR su RNA totadiradti da

differenti aree encefaliche di rana: cerveilo toto, telencefalo,
diencefalo e mesencefalo. Una prima analisi ha nawstche il

trascritto € altamente e specificamente espressivedio della

vescicola mesencefalica e diencefalica, mentreefidi del telencefalo
il segnale risulta essere piu basso, cosi comeegidenziato nei
mammiferi.

Parallelamente, al fine di poter intraprendere isgaiso di tipo
funzionale sul ruolo svolto ddRLX e fRLX3, si e cercato di
identificare e caratterizzare i possibili recetfmsenti in rana.



Dalla letteratura risultano quattro recettori perdlaxine: RXFP1
(recettore specifico della Relaxina di mammifeRXFP2 (recettore
di INSL3), RXFP3 (RLN3) e RXFP4 (INSL5) (Bathgatieat, 2006) .

Attraverso un’analisi di tipo bioinformatica basaull'allineamento
delle putative sequenze dei recettori presentaimch dati, sono state
disegnate delle coppie di primers degenerati chadv@ermesso di
amplificare dal cDNA di cervello di rana una barsg&cifica della
lunghezza di 327 nucleotidi con sequenza molto @wasga rispetto al
recettore RXFP3 dei mammiferi.

Dal momento che RXFP3 ¢ il recettore specificoadBklaxina 3, si &
deciso di effettuare anche un’analisi del profil@spressione di
fRXFP3 nelle diverse aree encefaliche di rana.

L’'analisi di RT-PCR ha mostrato che I'espression&lé trascritto

non corrisponde perfettamente a quella descritta pgando. Infatti,
mentre i trascritti pefRLX3 sono maggiormente espressi a livello del
Mesencefalo, non si osserva alcuna significatiffeminza di
espressione per 'mRNA @RXFP3 a livello del Telencefalo e del
Diencefalo.

Questo dato coincide con quelli analizzati nei matfienn Infatti,

come precedentemente affermateidenze anatomiche suggeriscono
che la RLN3 sia prodotta nel soma dei neuroni GABésenti nel
ponte di Variolo e nel mesencefalo; essa é sua@@ssinte trasferita
tramite trasporto assonale e rilasciata a livediositi sinaptici o
extrasinaptici nella parte anteriore del cervedlove attiva il suo
recettore RXFP3 espresso dai neuroni postsingptiegearet al.,

2005 Sherie Maet al.,2009.



Summary

Relaxin and Insulin-like factor (RLX and INSL) asmall peptide
hormones belonging to the Insulin/IGF/Relaxin stgaily, well
characterized in Mammalian and only recently digced in lower
Vertebrates.

Human Relaxin family peptides are encoded by seifégrent genes:
RLX1, RLX2, RLX3NSL3, INSL4, INSL5and INSL& Phylogenetic
analysis suggests that they could derive from a lichtpn

phenomenon that involved three genetic loci namebvin Family
Locus (RFL) studied in lower Vertebrates (Patlal.,2008).

Although the Relaxins are present in different amatal districts,
they are primarily associated to reproductive roftadies on non
mammalian vertebrates are mostly recent and ger&irice Relaxin
family loci are phylogenetically conserved amongdo vertebrates,
the existence of further members of RFL has beefiagtin Rana
esculentahrough a bioinformatics approach based on themmen
sequence of the amphibio¥gnopus tropicalisThis analysis allowed
us to identify four preserved putative geneX@&mopus tropicalis,
corresponding to the three RFL families (RFLA, REIE-LCI and
Cll).

We designed several degenerate primers, basec autheotidic
alignment of the identified sequences, then us&IlirPCR
experiments on total RNA extracted from some fisgues. A couple
of primers which targeted RLX3 (RFLCI) sequencemanaged to
amplify a 360 bp cDNA fragment, exclusively expesi frog
encephalon. Its identity was verified by cloninglaequencing.

The putative translation of the nucleotidic seqeesttowed a 120
A.A. open reading frame. Sequence analysis by>bEsiwed that
fRLX3 is homologous to mammalian RLX3 proteins. &rtgular,



there is notable structural similarity in the higlbbnserved B and A
domains, typical of all the members of Relaxin figuit is worth
noting that the Relaxin-3 is expressed in the nes\&ystem at the
level of nucleus incertus neurons in Variolo bridgfeucture present
in the encephalic trunk, and it seems to play tie of neuro-peptides
or neuro-modulator. In order to understand if tkeression profile of
frog Relaxin-3 had the same trend than the onedauthe
mammalian CNS, an RT-PCR experiment was performetal
RNA extracted from different frog encephalic araagoto brain,
telencephalon, diencephalon and mesencephalorfirshanalysis
showed that the transcript is highly and specifycakpressed in the
mesencephalic and diencephalic vesicles, whilelanhtephalic level
the signal resulted lower, as already reportedammals. In order to
gather crucial knowledge about functional implioatof fRLX and
fRLX3, we had to identify and characterize any pbéRLX
receptors in the frog.

Four relaxin receptors are known so far: RXFP1dHeRelaxin
receptor in mammals), RXFP2 (INSL3 receptor), RXFRBX3
receptor) and RXFP4 (INSL5 receptor). Using theesaproach
described earlier we designed degenerate primeenf&T-PCR, in
order to isolate the receptors. We were able tdimfrom brain
cDNA, a specific 327 nucleotidites band, homologmusammalian
RXFP3. As RXFP3 is the specific receptor to Releékmwe carried out
an expression analysis of fRXFP3 in the differevdephalic areas of
frog.

The RT-PCR allowed us to determine that the expesH frxfp3
MRNA is not completely consistent with that oflitand’s. In fact,
while fRLX3 transcript is primarily detectable ine Mesencephal, we
could not determine any significant differencexfpB mRNA
expression in the three encephalic regions. Thateabincides with
those about mammals. In fact, as stated previoastomical



evidences suggest that the RLX3 is produced by GAB&ons soma
present in the Variolo bridge and in the mesendejiha
subsequently transferred through assonal trangpdrteleased in the
sinaptics or extrasinaptics sites in the forehnaimere it activates its
cognate receptor, RXFP3, produced by the postsmaetirons.



INTRODUZIONE

La famiglia delle Relaxine

Le Relaxine sono ormoni peptidici, appartenenti a all
superfamiglia delle Insulina \ Fattori di cresanaulina simili (IGF) \
Relaxine, gruppo di proteine evolutivamente caitiieche possiedono
una varieta di differenti funzioni biologiche.

Descritte per la prima volta nel 1926 da FredeHtkaw, queste
proteine pure avendo una bassissima omologia allolive
amminoacidico sono strutturalmente caratterizzatbadoresenza di
motivi caratteristici.

Infatti, le proteine tradotte da questi geni sorwatierizzate dalla
presenza di un segmento elicoidale (corrispondaifite catena B
dell’Insulina) seguito da un segmento di dimensigarabile (catena
C), seguito da un dominio denominato A che e legdl catena B
tramite due ponti di solfuro, € presente, inoltta terzo ponte
intercatena nella catena A.

Tra i membri della famiglia Insulina\lGF\Relaxirge dtruttura proteica
primaria € molto poco conservata eccetto la pos&zidelle Cisteine
impegnate nei ponti di solfuro inter ed intracatetiasegmento
centrale € molto variabile anche tra specie ewadutente molto
vicine ed e di solito rimosso da endonucleasi $igbel durante le
varie tappe di maturazione post-traduzionali.

La prima tappa post-traduzionale di maturazioneveue |l
taglio proteolitico della “sequenza segnale” préseall’'estremita
amminoterminale del peptide tradotto e la formagiae®i tre ponti
disolfuro, di cui due sono intercatena B-A, menkrterzo € un ponte
intracatena localizzato nel dominio A. Questo psscegenera il pro-
ormone che viene convertito nella forma attiva aenerica
mediante la rimozione della catena C di intercosioee tra B ed A.
L’associazione covalente dei domini restanti € cagsata dalla

precedente formazione dei legami disolfuro suiqiEag.1B).
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| peptidi appartenenti piu strettamente alla farmaigtielle
relaxine  divergono precocemente dall'insulina in rnt@i
evoluzionistici (Hsuet al., 2003; Wilkinson et al., 2005b), e,
nelluomo, sono codificati da sette geni differeritigeni relaxina
RLX1, RLX2e RLX3ed i geniinsulina simile INSL3 INSL4 INSL5 e
INSLG

Confrontando la sequenza amminoacidica dei pepéidixina
simile appartenenti a differenti specie, anche ®me nella scala
evolutiva, si osserva una bassa omologia. Nelleeocod® in questione
gli elementi altamente conservati sono: sei restteinici (due nel
dominio B e quattro nel dominio A) necessari pefdamazione dei
tre ponti disolfuro e quindi per il mantenimento lla@estruttura
terziaria; il motivo R-XXX-R localizzato al centrdella catena B e
fondamentale per la bioattivita delle molecole e Ipeterazione con
il recettore (Bullesbacht al.,2000); tre residui di glicina sulla catena
B che forniscono flessibilita alla regione comprésale due cisteine
conservate (Fig.2).

Benché le caratteristiche della maggior parte distjupeptidi
siano ancora poco note, si puo affermare che l& fdivergenza
evoluzionistica riguardi anche i profili di esprese e le funzioni
biologiche.
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catena B

catena A

Al

A22

B31
-_—

B1
B Peptide segnale

dominio B yo di taglio

[T dominio A

sito di taglio furino*
simile

dominio C

Fig.1 - Struttura e organizzazione della relaxina.

A) Struttura cristallografica degli eterodimeri B ed A della relaxina
porcina, con la relativa posizione delle catene BdeA e le interconnessioni
dei ponti disolfuro.

B) Rappresentazione schematica del precursore dellaelaxina con le
posizioni dei domini A, B e C collegati tra loro. 8no anche mostrati i
residui di arginina (R) della catena B che si penssiano coinvolti nel legame
con il recettore (da Ivell and Einspanier, 2002).
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Dom nio B Dom nio A

G uppo RLFC RxxxR

f RLX3 ...YGVK LCGREFIRAVIFT
XIRFLCI  ...FGVKLCGTEFIRAVIFTCGG
XtRFLCI ...FGVKLCGREFIRAVIETCGG
DrRFLCI ...YGVKLCGREFIRAVIFTCGG
HsSRLX3 ...YGVRLCGREFIRAVIFTCGG
RnRLX3 ..YGVKLCGREFIRAVIFTCGG
f RLX ...VGIRLCGRDFIRTVWMSCGG
XtRFLCIl  ...LGIKLCGREFIRTVWMSCGG
DrRFLCIlI ...YGVKLCGREFIRAVIFTCGG
HsINSL3 ...MREKLCGHHFVRALVRVC
RnNINSL3 ...ARAKLCGHHLVYRALVRVCG
OaRFLCIl .. TPVKLCGREFIRALIASCGG

GSRW---EAALGLSNECKWACSKSQISS
W---EAALGLSKTC CKWGCSKSQIS$ILC
W---EAALGLSNTC ' CKWGCSKSQISSI.C
RW---DVVVGLSNAC | CKWGCSKSQIS$I C
RW---DVLAGLSSSC ' CKWGCSKSQISSI C
RW---DVLAGLSSSC ' CEWGCSKSQISSI C
W---KRSAGPALSCCQRGC| TKNELMK
RW---RRSVGPAGSC | CQRGCTKTELMEFC
RW---DVVVGLSNAC | CKWGCSKGEIS$ILC
PRW---AAATNPARYC CLSGCTQQDLLBCPY
PRW---SVATNAVHRC CLTGCTQQDLLGI CPH
SW---KRDMGPASSC | CAKGCRKSQLKRFC

G uppo RLFB

XtRFLB  ...YGVKLCGREFIRAVIETCGGSRW---EMNIGVAGIC CKWGCTKAEISTEC
GgRFLB  ...YGVKLCGREFIRAVIFTCGGSRW---RESLGLAGMC ' CKWGCTKAEISTHCRV
OaRFLB ...DKMKLCGRERIRTVIFTCGG®RW---KRDFSLGSYC = CTYSCSKADIIK
TrRFLB  ...YGVKLCGREFIRAVIFTCGGSRW---NFSLGVAGKC | CSQGCTKNDIGHRLC

HsRLN ...DVIKLCGRELVRAQIAICGM S W---RPYVALFEKC CLIGCTKRSLAK
HsRLN2  ...EVIKLCGRELVRAQIAICGMSINW---QLYSALANKC | CHVGCTKRSLARFC
RNRLN ...QVIQVCGRGYARAWIEVCGASVG---QSGALLSEQC | CHIGCTRRSIAK

HSINSL6  ...SARKLCGRYLVKEIEKLCGHINW---RKRRGYSEKC CLTGCTKEELSIALC...
RnINSL6  ...SPTKLCGRDLLVEVIKECGOQNDW---RKRRGFADKC | CAIGCSKEELAVAC...

G uppo RFLA

DrRFLAI  ...RTVKLCGREFIRAVVYTCGGESRW---VSRRDLDSIC | CQFGCKKSDLT
DrRFLAII  ...KGLRLCGREFFRAVWYTCGESRW---EVYETLPSTC | CKVGCRKSDLVIRMC
HsINSL5 ... ESVRLCGLEYIRTVIYICASSRW---MSRQDLQTLC CTDGCSMTDLSALC
MmINSL5 ..QTVKLCGLDYVRTVIYICASSRW---VSRRDLQALC | CREGCSMKELSE.C

@

Fig.2 - Allineamento Dominio A e B delle principaliRelaxine in base alla
sintenia dei geni conservati sui contig genomiciPark et al., 2008).

Legenda: f-Rana, Xt-Xenopus tropicalis, Xl-X.laevis,Dr-Danio,Gg-Gallus
gallus,Oa-Ornitorynchus a,Hs-H.sapiens,Rn-Rattus n,Mm-Mus m., Tr-
Takifugu r.

Nomenclatura geni Relaxina:

RFLx: Relaxin Family Locus (locus conservato dei & geni Relaxina
ancestori)

RFLA: Relaxin Femily Locus A (locus da cui deriverédbe I'odierno INSL5)
RFLB: Relaxin Family Locus B (locus da cui deriverébero RLX1,2, INSL4
ed INSL6)

RFLC: Relaxin Family Locus C (locus da cui deriverbbero RFLC1 =
RLX3, RFLC2 = INSL3). Evidenziato in verde gli amminoacidi conservati
del dominio B essenziali per I'interazione con il@cettore specifico.
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Ipotesi evolutiva dei geni Relaxina

L’evoluzione della famiglia delle Relaxine e da Ith@nni
oggetto di discussione tra i ricercatori.

Numerosi studi riportano l'esistenza di ormoni gyoprieta simili a
quelli della relaxina sia in specie vertebrate (fabeet al.,1989) che
in specie invertebrate come il protozdeetrahymena pyriformis
(Schwabeet al., 1983), I'ascidiaHerdmania momugGeorgeset al.,
1990Db) e il tunicat&iona intestinalifGeorgest al.,1990b).

In particolare, nell’'urocordataCiona intestinalis sono state
identificati tre geni della superfamiglia Insulif@F/Relaxine (Ins-L1,
-L2, -L3) che per localizzazione cromosomica, adli sintenia e
profilo di espressione rappresentano molto probadite le forme piu
vicine a quelle ancestrali dei vertebrati di Insali IGF e Relaxina
(Olinski et al., 2006). Tutti questi dati permettono di supporre &
superfamiglia Insulina\Relaxine si sia evoluta pmmnente durante
lo sviluppo del phylum dei cordati a partire da gene ancestrale
presente almeno 550 milioni di anni fa prima delieergenza dagli
urocordati.

L'avvento recente dei progetti di sequenziamentaiage dei
principali organismi modello utilizzati nella big@ molecolare
(uomo, ratto, topo, pesce zebra e xenopus) hares@piato un
importante strumento per l'esame  della filogenesi geni
appartenenti alla famiglia delle Relaxine.

Infatti, a partire dal 2001 é stato possibile idferd#re per via
bioinformatica (database Celera) almeno sette medgdile Relaxine
presenti nei primatiRLX1, RLX2, RLX3, INSL3, INSL4, INSe8
INSLG
In particolare, I'analisi bioinformatica ha permesdi proporre una
prima ipotesi evolutiva filogenetica basata sui of@eni di
riarrangiamento degli elementi cromosomici dovutdaplicazioni,
inversioni e delezioni di interi frammenti di DNAotenenti diversi
geni (Olinskiet al.,2006) (Fig.3).
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Secondo questo schema le quattro copie ancestaligeni
INSL/RLX (RLX3, INSL3, INSL& RLX) sono il risultato dei due
eventi di duplicazione dell'intero genoma avvenutei vertebrati
prima della separazione della classe dei teleosteisuccessive
duplicazioni sono avvenute nelle varie classe tam®sche in maniera
specifica (Hsu 2003; Wilkinsoet al. 2005a).

Queste duplicazioni classi-specifiche hanno pesmes
I'adattamento dei vari gruppi tassonomici ai diffieti ambienti grazie
allevoluzione di nuovi processi fisiologici regtila tramite un
processo di mutazione-acquisizione di nuova furezion

Per esempio, per i mammiferi parallelamente alituppo della
viviparita le copie dei geniNSL4, INSL6e RLX2 hanno assunto
nuove funzioni di regolazione degli organi riprttda come I'utero e
ghiandole mammarie.

E’ anche vero che poicti€LX2e INSL3 partecipano ai tipici processi
riproduttivi maschili e femminili come il rilassami® della cervice,

la contrazione uterina, nella preparazione dell@amgiola mammaria

per l'allattamento cosi come la regolazione delkcaba testicolare
nello scroto (Bathgatet al. 2003), I'importanza di questi omologhi
nei vertebrati non-mammiferi resta in gran padeHdiarire.

15



Filogenesi delle relaxine
rIx2

rlx
insl4

insl6

insl
ancRIx >

insl3
RFLC

rlx3

RFLCII

ReelE DEE 3 &6
0 -

Fig.3 - Ipotesi evolutiva della famiglia dei geniRelaxina dalla forma
ancestrale ai primati moderni.
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Ruolo e funzione delle relaxine

Nel 1926 Frederick Hisaw purifico dal sangue di ieadi
laboratorio gravide un ormone capace di “rilassdeesinfisi pubiche
facilitando il parto. Per questa sua caratterisjeasto ormone venne
chiamato Relaxina (RLN o RLX) (Hisaw, 1926).

| primi studi condotti sulla Relaxina nei mammifere hanno
associato le principali funzioni a fenomeni di tiporoduttivo. Infatti,
e stato dimostrato che essa e coinvolta nella itae$allicolare e
nellovulazione attraverso un meccanismo intramaridi tipo
autocrino e/o paracrino (Bagnedt al., 1993; Ohlethet al., 1998).
Inoltre prepara I'endometrio per I'impianto attrese l'incremento
dell’espressione di ormoni e di fattori di crescita

Numerosi studi hanno evidenziato che la Relaxinatrodla la
crescita e lo sviluppo uterino prima del parto es dhibisce la
contrattilita miometriale e I'adattamento cardios@lare; anche il feto
viene influenzato dalla circolazione relaxinica erat che ne
favorisce lo sviluppo (Burger and Sherwoot95; Burger and
Sherwood,1998; Min et al., 1997). Infine, le ghiandole mammarie
(Hurley et al, 1991), i capezzoli (Kuenzi and Sherwood, 1992),
cervice uterina (Burger and Sherwodd95), la vagina (Zhao and
Sherwood, 1998) e il canale pubico (Sherwood, 1994bhiscono
cambiamenti durante la gravidanza in seguito @itémento dei livelli
degli ormoni in esame. La relaxina & presente anudle tratto
riproduttore maschile; infatti & stata dimostragaldro presenza a
livello della prostata nelluomo (Gunnerseh al., 1996) e a livello
delle vescicole seminali nel maiale (Kohsakal.,1992).

Piu di recente sono state identificate funzionladBlelaxina non
correlate ad aspetti riproduttivi. Nel cuore ditoa¢ stata evidenziata
un’azione cronotropa ed inotropa (Kakoueisal., 1993); nel cancro
mammario le diverse concentrazioni del peptide pecodo differenti
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effetti mitogeni ed antimitogeni sulla crescita ldetellule MCF-7
(Bigazzi et al., 1992; Ivell and Bathgate2002); inoltre, la Relaxina
promuove la fibrosi (Sherwopd994), coadiuva il differenziamento
dei mastociti (Nistriet al., 2003) e delle cellule endoteliali nella
risposta immunitaria provocata da agenti patogéan{( et al, 1997).

Studi nelll'uomo hanno evidenziato I'esistenza de dlifferenti
forme di Relaxina strutturalmente molto simili (diga
amminoacidica dell' 82%) denominate Relaxina-1 (ld1fiRelaxina-2
(H2).

La relaxina-1 € stata ritrovata, oltre che nellwymelle grandi
scimmie; essa € espressa nella decidua, nellanpdaeenella prostata
(Hansell et al., 1991). La relaxina-2 pure essendo stata scoperta
successivamente, rappresenta sia dal punto di fistdogico sia
filogenetico la proteina omologa alla Relaxina prde negli altri
mammiferi. Questa & nell’'uomo la forma piu abbondan circolo ed
e secreta dall'ovario (Winsloet al.,1992).

La Relaxina-3 € il terzo membro appartenente alhaidlia dei
geni Relaxina identificato in ordine cronologicaartiite I'analisi
blastN delle EST (sequenze espresse e sequenpigdsgnti nel
genoma diRattus norvegicysche presentano le chiare evidenze
strutturali caratteristiche dei peptidi Relaxinai(8zinet al.,2002).

Il suo gene € intervallato da un solo introne edmtterizzato da
una sequenza codificante per 142 residui amminmacida RLX3
presenta una notevole flessibilita strutturale,uestp ha indotto ad
ipotizzare che essa possa interagire con divgrsdiirecettore. Puo
infatti legarsi ad RXFP1, sebbene con un affin@@ Lolte inferiore a
guella della “Relaxina”, e a due recettore orfdKFP3 e RXFP4.
Tra questi ultimi due, il recettore specifico pdr& e risultato essere
RXFP3, dal momento che presenta una maggiore @feprofili di
espressione corrispondenti.
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L’ espressione della Relaxina-3 e stata dimostessere molto
differente da quella delle relaxine precedentemeate@tterizzate a
livello ovarico (RLX1 e 2), presentando livelli palti nel cervello.

Nei ratti, i dati sulla distribuzione del mRNA dellrelaxina-3
mostrano una espressione molto abbondante nei medeb nucleo
tegumentale ventro-mediale dorsale presenti nelepdnVariolo, un
area del cervello anche nota come nucleo incerto.

Anche i saggi di immunoreattivita sulla Relaxin&g&hno confermato
la sua presenza in questa regione del cervellogM09).

Le esistenti evidenze anatomiche suggeriscono ah&klUX3 sia
prodotta nel soma dei neuroni GABA presenti neltpah Variolo nel
mesencefalo e che venga trasferita tramite traspadsonale e
rilasciata a livello dei siti sinaptici o extraspigi nella parte anteriore
del cervello dove attiva il suo recettore specifiR¥FP3 espresso dali
neuroni postsinaptici.

Tutti questi dati sperimentali portano ad ipotizzal ruolo funzionale
della relaxina-3 come un neuropeptide 0 un neuramaboke con
funzioni biologiche abbastanza differenti da quedkaxine presenti a
livello ovarico.

| successivi quattro membri appartenenti alla féimidelle Relaxine
identificati (INSL3, INSL4, INSL®d INSLG sono stati catalogati col
nome di Insulin Like Factors (INSL).

Nel 1993, come risultato di un progetto di clonaggi
differenziale, e stato isolato un nuovo membroalédimiglia delle
relaxine nel testicolo di maiale (Burkhardt &. al, 1994). Poiché
guesto peptide presentava una struttura second@ito simile a
guella delle relaxine ed il caratteristico motivel dlominio B (R-
XXX-R) fu inizialmente chiamato Relaxin like factqiRLF). La
nomenclatura attuale lo identifica come Insulirelflactor 3 (INSL3).

Il trascritto che codifica per INSL3 inizialmenteséato evidenziato
nelle cellule del Leydig fetali ed adulte nel testo di tutti i
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mammiferi esaminati (Adhanet al., 1993; Puschet al., 1996).
Successivamente analisi di PCR e di Northern bigtthanno
dimostrato la sua presenza anche nell'ovario @rafblasto di uomo
(Tashimaet al., 1995). Inoltre, INSL3 €& altamente espresso anche
nellovario dei ruminanti, dove manca un gene fonale per la
relaxina: & stato ipotizzato che esso sostituigleadrmone svolgendo

le funzioni normalmente ad esso attribuite (Batbgaal.,1999).

Le prime indicazioni riguardo un ruolo essenzialtNEL3 nella
riproduzione derivano da studi effettuati su mad#ltopo knockout.
L'assenza del peptide determina criptorchidismoatbrale negli
animali, suggerendo un coinvolgimento di INSL3 oelviluppo del
gubernacoloe nella discesa del testicolo nello scroto d@rdot
sviluppo fetale, con conseguente assenza di spegerasi
(Zimmermann et al., 1999). Il ripristino di una normale
spermatogenesi nei topi criptorchidi nei quali stieoli sono fatti
discendere chirurgicamente, indica che INSL3 norefietti diretti
sulla produzione di spermatozoi (Nef and Para@29) Anche le
femmine -/- per INSL3 presentano una fertilita coompessa in
seguito ad una disregolazione del ciclo estrualelire, il peptide ha
un ruolo importante nella maturazione delluovo agendo da
soppressore dell’apoptosi, nella sopravvivenzaadadllule germinali
maschili (Kawamurat al.,2004).

INSL4, presente nel genoma dei primate probabilmargartire
dalla divergenza delle scimmie del nuovo mondoukie del
vecchio, € espresso solamente nella placentaaanmferi superiori.
In particolare, I'espressione di INSL4 e legata aincronizzazione
della crescita della placenta rispetto al fetoatinfé stato dimostrato
che INSL4 e capace di agire sulle cellule del giotiofoblasto della
decidua regolando i processi apoptotici perifeal.oggi, hon é stato
identificato il meccanismo di azione di INSL4 essppone che il suo
recettore sia diverso dai recettori delle altreaRRigle identificati.
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E’ stato recentemente osservato che il promotimiegene
umano INSL4contieneun elemento retrovirale
In particolare, € stato dimostrato che espressiaeenta-specifica di
INSL4 €& mediate dalla sequenza 3'-LTR (long termingpeats)
dell'elemento stesso. Questo dato suggerisce chestajuantica
infezione possa essere stata una della causepaineoell’evoluzione
funzionale di INSL4 per la placenta umana (Hatlgl.,2007).

INSL5 e stato trovato ad alti livelli soprattuttceintessuti
periferici quali il rene, nel colon, nel cervellonellipofisi, ma la sua
funzione e ancora sconosciuta (leiual.2005a, b).

Il trascritto per INSL6 € espresso maggiormente tasticolo
(Halls et al, 2007) e, a piu bassi livelli, nell'intestino,rtano, nel
rene, nell’'utero, nell’ovario, nella milza, nelleammella, nel fegato e
nel polmone (Luet al., 2006). Nel topo, € stata chiarita la sua
localizzazione cellulare mediante esperimenti dinumocitochimica:
esso si trova nel citoplasma nelle cellule germimdib stadio di
spermatociti in pachitene, spermatociti secondaspermatidi tondi.
E’ stato messo in evidenza che INSL6 € secreto aflacellule,
pertanto e stato ipotizzato che abbia un’azioneaiima su di esse e
paracrina sulle cellule del Sertoli (let al, 2006).

| recettori delle Relaxine

Sebbene I'ormone Relaxina sia stato scoperto 80 fanrsolo
nell’'ultimo decennio é stato possibile identificarn recettori.
Basandosi sull’ ipotesi della coevoluzione del fida con il proprio
recettore specifico, si supponeva che i recettern |p Relaxina e
INSL3 potessero essere probabilmente correlati uallignoti
dell’insulina e quindi di tipo tirosin-chinasico.rd& anche chiara
evidenza che la relaxina provocasse I'aumento dvieAnei tessuti
riprodulttivi.

Nonostante la similarita strutturale, la famigliei geptidi delle

relaxine e insulina agiscono attraverso vie diduasone indipendenti:
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| peptidi relaxina e insulin-like attivano recettax sette domini
transmembrana associati a proteine-G (Relaxin FarRieptide
Receptors - RXFP), mentre il gruppo insulina attigeettori tirosin-
chinasico (Hsuet al.,2000).

Gli RXFP comprendono ad oggi un gruppo di quatecettori:
RXFP1 e RXFP2 (in passato conosciuti come LGR7@R®&) di tipo
C caratterizzati da un grande eterodominio amminutele
contenente dieci ripetizioni ricche di leucina (LRR due recettori
orfani di tipo A con un eterodominio amminotermmmali dimensioni
molto minori denominati RXFP3 e RXFP4 (GPCR135 €2)14
(Bathgateet al.,2006) .

RXFP1 e RXFP2

| recettori RXFP1 e RXFP2 sono stati identificaiime recettori
della relaxina grazie ad uno screening sistemateonuovi recettori
orfani identificati nel genoma umano espressi itutgeembrionali di
fegato (HEK293T). Le cellule che esprimevano LG&I/ 8 infatti,
erano le sole capaci di rispondere alla relaxinecipa in maniera
dose-dipendente tramite l'aumento dell cAMP, mentnon
rispondevano né all'insulina né al IGF-I (Hsual.,2002).

Alcuni studi di inattivazione di INSL3 e analisiltespressione
fenotipica, hanno rivelato che RXFP2 ¢ il recettore specifien
prodotto di questo gene e che il legame e ad #iisita e provoca
I'incremento della concentrazione di cAMP nelleldel (Hsu et al.
2002). La conferma dell’'accoppiamento INSL3-RXFP@egivata da
studi su topi knock-out per entrambi i fattori: d5®nza di INSL3-
RXFP2 determina in questi animali criptorchidismomnpossibilita di
discesa del testicolo durante lo sviluppo (Kumagaal. 2002). Alla
luce dell’'alta similarita tra RXFP1 e RXFP2, deflamiglianza dei
pattern di espressione di RXFBIei geni per le relaxine, e della piu
alta affinita della “Relaxina” per RXFP1 rispettdrXFP2, RXFP1 é
stato di conseguenza definito come recettore speciper la
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“Relaxina” (Hsuet al. 2002). Entrambi questi recettori fanno parte di
una sottofamiglia di G-Protein-Coupled Receptors (GPCR)
denominata LGR (Ascokt al.2002). Studi degli LGR di varie specie
hanno portato a comprendere che esistono tre igotiit questi
recettori (A, B, C) originatisi durante le fasi poei di evoluzione dei
metazoi, che differiscono per i domini LRR (HsuQ3)) RXFP1 e 2
appartengono al sottotipo C. Essi si distinguorglicdtri LGR per un
modulo LDLa presente all’estremita N-terminale cbembra sia
essenziale per l'attuazione delle loro proprietatmisduzione. Il
modulo €& seguito da una regione fiancheggianteofrdt splicing
alternativo e, infine, dalle 10 LRR. La strutturansostra con dei
foglietti interni paralleli, e delle eliche all'esnho della struttura
caratteristica a “ferro di cavallo” (Bullesbach aBdhwabe, 2005)

(Fig.4).
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Fig.4 - Immagine rappresentativa dei recettori RXFR (A) RXFP2 (B) con i
corrispetti sette segmenti transmembrana (in verde)e, sul versante
ammino-terminale le dieci anse costituenti la regie ricca di leucina (LRR
in giallo).

RXFP3 e RXFP4

RXFP3 e RXFP4 sono stati recentemente identificati
rispettivamente come i recettori della relaxin@-&i et al.,2005b) e
INSLS5 (Liu et al.,2005). Questi due recettori, classificati come GPC
della famiglia A, hanno le estremita ammino e carbossi-terminale
relativamente ridotte rispetto a RXFP1 e 2 (Matsunat al., 2000;
Boels andShaller, 2003; Liuet al. 2003). RXFP3 (precedentemente
noto come GPCR135 o SALPR) é stato identificatobase alla
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somiglianza con i recettori per la somatostatinaee I'angiotensina,
nonostante non interagisca con questi ligandi. RXKEBPPCR142, o
GPCR100), e stato scoperto tramite ricerche nelbd@e genomico
umano, impiegando la sequenza di RXFP3 (BoelsSimaller, 2003,
Liu et al, 2003) ed e stato ipotizzato, data l'alta percaetudi
similarita, che entrambi avessero ligandi similuc8essivamente, €
stato determinato il ligando per RXFP3 estraenduigieda organi di
ratto e testandoli su estratti contro Gs-GTP nedliule di ovaio di
cavia che esprimevano in maniera transiente takttme.

| peptidi estratti nel cervello mostravano altieliv di GTPgS. |
peptide purificati tramite HPLC e sequenziato haromito una
proteina simile alla relaxina-3 umana (relaxina HBathgateet al.
2003).
Infine, sono stati effettuati studi funzionali peEterminare se questo
fosse anche il ligando di RXFP4, confermando tgletdasi. A
differenza di RXFP1 e 2, RXFP3 e 4 hanno dominradllulari di
dimensioni limitate. RXFP4 ¢ il piu piccolo dei ettori, anche se non
sono state ancora determinate le potenziali difftexdunzionali legate
a questo recettore. L’analisi della sequenza amaidaca mostra che
tutti i quattro recettori possiedono sette dominirofobici
transmembrana. Inoltre, subiscono N-glicosilaziengossiedono siti
di fosforilazione nelle anse intracellulari e nedlede C-terminali, che
sono importanti per la regolazione della traduzjolestato inoltre
ipotizzato che possano essere ugualmente impor@amthe per
I'internalizzazione del recettore (Hab$ al 2006) (Fig.5).
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Fig. 5-Immagini rappresentanti RXFP3 (A) e RXFP4 (B con i corrispettivi

sette segmenti transmembrana (in verde). Si notia mancanza del dominio

LRR amminoterminale.

Le Relaxine nei vertebrati non mammiferi

Gli studi sulle relaxine sono stati condotti prevdeémente
nelluomo e negli altri mammiferi, e solo di recensono state
identificate molecole relaxina-simile anche in eérati non
mammiferi.
Forme di relaxina sono state individuate, a livgtimteico, nello
Squalus acanthia@Bullesbachet al. 1986; Steinezt al. 1998) e nel
Gallus gallus(Brackettet al. 1997) | primi studi a livello molecolare
in bassi vertebrati sono stati effettuati nel 2d@1De Rienzet al.nei
laboratori di ricerca in cui ho svolto il mio lawmsperimentale.
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Dalla libreria di cDNA di testicolo dRana esculenta stata
clonata una sequenza codificante per un nuovo needddta famiglia
delle relaxine/insuline, chiamafoog Relaxin fRLX) (De Rienzoet
al., 2001). L'mRNA individuato codifica per una ipotediproteina di
155 residui amminoacidici che mostra una modestalagra rispetto
alle relaxine e agli INSL3 di mammiferi. Questa fiede le tipiche
caratteristiche condivise da tutti i membri debBanfglia: i domini B-
C-A,; sei residui cisteinici, due nella catena Buattyo nella catena A;
il motivo altamente conservato R-XXX-R. Confrontand sequenza
amminoacidica delle sole catene B ed A che compaomgo
I'eterodimero maturo con le catene B ed A dellefergia conosciute,
si ottengono valori maggiori di omologia. Infattidomini B ed A
presentano rispettivamente il 40% ed il 30.8% diolmgia con |
domini B/A di INSL3 di topo ed il 50% e il 41.7% dmologia con i
domini B/A della relaxina dei marsupiali. Al contpm pero, la
localizzazione difRLX coincide con quella di INSL3: l'analisi di
Northern blotting ha evidenziato che il trascritidRLX €& presente ad
alti livelli nel testicolo; esperimenti di ibridame in situ hanno
dimostrato che I'mRNA e presente solo a livellol'ddkrstizio. La
sua localizzazione specifica a livello delle caldi Leydig e stata
dimostrata mediante esperimenti vivo con etano 1,2-dimetano
solfonato (EDS), un agente alchilante che distrusgdettivamente tali
cellule. Analisi di ibridazionean situ condotte su testicoli di rane
iniettate con EDS a vari tempi, hanno mostrato itheegnale per
fRLX scompare in seguito al trattamento. Inolfiel. X mostra bassi
livelli di espressione nell’'ovario e nell’ovidottd rana proprio come
INSL3 nei mammiferi.

Aggiungendo a questi dati analisi flogeneticheé supposto che
fRLX possa rappresentare una forma ancestrale akinal a partire
dalla quale si sia evoluta INSL3 nel gruppo dei mmai@ri.
Interessanti dati sperimentali suggeriscono unttdireoinvolgimento
di fRLX nella spermatogenesi. Il trascritto presentaradte I'anno,
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livelli di espressione variabili: € molto espressogennaio/febbraio;
mostra un picco in marzo/aprile; a partire da magéa sua
espressione declina, mostrando un minimo nei ne¢&rabre/ottobre.
Questo andamento risulta essere in fase con lazwani annuali della
concentrazione degli androgeni che controllano ilicloc
spermatogenetico dkana esculentatimolando la formazione degli
spermatidi. Inoltre, ibridazionn situ effettuate su testicolo di animali
ipofisectomizzati mostrano una netta riduzione 'égfiressione di
fRLX rispetto ad animali di controllo, suggerendce drespressione
del trascritto sia sotto il controllo dell'asse tglamo-ipofisi-gonadi
(De Rienzoet al., 2001). Ulteriori esperimenti, effettuati sia wivo

che invitro, hanno dimostrato che il testosterone regola tespone
del trascritto difRLX inducendone un incremento. Questa evidenza
sperimentale €& convalidata anche dai risultati di-ACR ed
ibridazionein situ effettuate su testicoli di rana trattate a giaiterni

con CPA. Questi dati hanno mostrato una diminuzione
dell’'espressione del trascritto dovuto all’effedgiimtagonistico del CPA
sul testosterone.

SCOPO DELLA RICERCA
Essendo stata gia stata dimostrata, nello stesswal@rio di

ricerca dove ho svolto il mio lavoro di dottorat@sistenza di una
relazione tra il testosterone e I'espressiontRdiX (De Rienzoet al
2006) in Rana esculentasi e cercato di verificare se la sua
espressione € regolata anche dalB-Estradiolo, molecola
quest'ultima in grado di indurre la massima capaaititotica degli
spermatogoni nonché la prima divisione meioticagEiet al.,2007).
Naturalmente, al fine di dimostrare un azione threti fRLX sul
testicolo, si € cercato di identificare, uno sgeoifrecettore cosi da
poter essere certi di un suo specifico ruolo dlbvgonadico.
Ricordiamo che pure essendo in genere i princgrgianismi modello

utilizzati per lo studio della spermatogenesi mafamiroditori, il
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modello animale utilizzato, IRana esculentggresenta significativi
vantaggi per il suo studio. Infatti, il testicolo thle anfibio anuro
presenta una peculiare organizzazione cistica,uin al’interno di

ogni cisti, le cellule germinali sono allo stestadso di maturazione e
sono sincrone tra loro. Ne deriva una netta semarazspaziale dei
vari stadi di differenziamento verso lo spermatgzootile

allosservazione morfologica. Inoltre, quest’andil@ un riproduttore
stagionale ed in quanto tale alterna periodi diensta attivita
spermatogenica a periodi di bassa attivita. Di eguoenza,
considerando le variazioni di attivita spermatoganie di

concentrazione degli ormoni sessuali endogeni derah ciclo

annuale, si é facilitati nel mettere a punto tratati ormonali volti ad
inibire o a stimolare la spermatogenesi.

29



MATERIALI E METODI

Animali

Esemplari adulti dRana esculentaono stati catturati nelle vicinanze
di Napoli da un fornitore locale e stabulati in eas di plastica di
dimensione 50x25x17 cm con cibo (larve di moscle)aequaad
libitum e con fotoperiodo luce : buio = 8:16.

Prelievo di tessuti daRana esculenta
Gli animali, dopo anestesia (MS-222, Sigma), sotadi sacrificati
mediante despinalizzazione ed i tessuti, veloceenah$sezionati,
sono stati immersi in azoto liquido e conservati-80°C per
I'estrazione degli RNA. | testicoli di alcuni anilnaono stati
immediatamente immersi nel fissativo di Bouin (13kper le analisi di
microscopia ottica.

Esperimentoin vivo con estradiolo (k)

Nel mese di ottobre 50 maschi adulti Rana esculentaono stati
suddivisi in 3 gruppi sperimentali, come segue:

1) 10 animali di controllo iniettati con 10l di veicolo
(soluzione di Krebs-Ringer, KRB; Tabella 4 ) e
sacrificati al tempo zero.

2) 20 animali iniettati con KRB + H2 ug/100ul di KRB).

3) 20 animali iniettati con KRB + K2 pug/100ul di KRB)

+ ICl 182-780 (G1g/100pl di KRB).
Gli animali sono stati sacrificati 48 e 72 ore dabtrattamento (10
animali/gruppo/tempo) ed i testicoli prelevati, s@tati processati per
le analisi istologiche e biomolecolari.
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Estrazione di RNA totali da tessuti diRana esculenta

E' stata seguita la metodica di Chomczynski & Sadd87 come di
seguito descritto. | tessuti sono stati rapidamemétevati dall'azoto
liguido ed omogeneizzati con un Ultra-Turrax neflaluzione A
(Tab.2) nella proporzione di 10 ml di guanidinactemato + 20Qul di
B-mercaptoetanolo per ogni grammo di tessuto (pasda).
All'omogenato sono stati aggiunti:

0.1 volumi di Na-Acetato pH 4.2 (2M)

1 volume di fenolo saturato a pH 4.0 e cloroforif&id).
Dopo agitazione su vortex, il campione e statoidsger 30 minuti a
4°C e centrifugato a 4600 rpm per 30 minuti °€ 4ll supernatante
contenente gli RNA, €& stato precipitato con 1 vauih alcool
isopropilico freddo e precipitato a -ZD per una notte. Gli RNA
precipitati sono stati centrifugati in Beckman @€ minuti a 4600
rom a 4°C, solubilizzati in 10 ml di tampone TE kT2), 10% SDS e
0.5 mg/ml di proteasi K ed incubati a°80per 1 ora. Gli RNA sono
stati estratti con un volume di fenolo pH 4.0-cformio (5:1) e
centrifugati come precedentemente descritto. Alesuwgitante e stato
aggiunto 1 volume di cloroformio-alcool isoamilic§24:1) e
nuovamente centrifugato nelle stesse condizioni.RBIA sono stati
precipitati con l'aggiunta di 250mM NaCl e 3 voludialcool etilico
assoluto e conservati a -20°C per una notte. Itipitato € stato
raccolto per centrifugazione, lavato con etanold@¥ e al 95% e
sciolto in ddHO sterile. Ne sono stati infine determinati la
concentrazione mediante lettura dell'assorbanpasakttrofotometro
alla lunghezza d'onda di 260 ed il valore dellagorger stabilirne la
purezza.
Aliguote di 500ng di RNA totali sono state separate
elettroforeticamente su gel di agarosio (1% BIORAIB) controllare
I'integrita degli RNA ribosomiali 18 S e 28 S.
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Analisi mediante ibridazione di “Northern Blotting”

| campioni di RNA sono stati diluiti con 3 volumi thmpone cosi
composto:

MOPS pH 7.5 1.3x (tab. 3)
Formaldeide 3M
Formammide 64 %

| campioni sono stati denaturati per 5 minuti, atstaggiunto 1/10 di
volume di colorante (composto da: blu di bromofen0l4%, xilene
cianolo 0.4%, glicerolo 50%, EDTA 1%) ed infine sostati caricati
su un gel denaturante contenente:

Agarosio 1%
MOPS pH 7,5 1x
Formaldeide 2.2 M
Bromuro di etidio 0.2fg/ml

La corsa elettroforetica e stata eseguita per £5a080 mA, usando
come tampone di corsa MOPS 1x.

Il gel d'agarosio e stato lavato per 1 volta yOhsterile per 30 minuti
e lasciato ad equilibrare per 2 volte in SSC 1@k.(8) per 30 minuti.
Per il trasferimento degli RNA sul filtro di nyloa stato usato |l
metodo descritto da Sambroek al, (1989): il filtro di nylon é stato
poggiato sul gel d'agarosio con sopra diversiistiiatarta 3 MM ed

un peso di circa 1 Kg, usando come tampone peagfdrimento SSC
10x (tab. 3). Dopo aver eseguito il trasferimen&r pa notte a
temperatura ambiente, il filtro € stato lasciatstnfa ad 80° C per 2
ore per la fissazione degli RNA.

Il filtro e stato quindi ibridato con la sonda depondente al cDNA
codificante pefRLX o per la proteina ribosomiale di rafiél marcate
radioattivamente, come descritto nel paragrafoessgigo.
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L’ibridazione € stata condotta nel modo seguentiri sono stati
posti in buste ed é stata aggiunta una miscelaadbgdazione cosi
composta:

Soluzione di Denhardt 5x

SSC 5x

SDS 0.5%

EDTA 5 mM

Sodio fosfato 50 mM a pH 7

DNA di sperma di salmone (SSS) 1j0g/ml

Dopo 2 ore di incubazione a 65°C, la sondé&RdiX o di fP1 marcata
radioattivamente mediante “Random primer” e prengglaente

denaturata con incubazione a 95°C per 5 minutiata saggiunta in

una quantita pari 2x2@pm/ml a 65°C tutta la notte.

Il giorno successivo, i filtri sono stati lavatima20 minuti in SSC 2x e
SDS 0.1%, seguito da uno o due lavaggi di 20 misetnpre a 65° C,
in SSC 0.2x e SDS 0.1%.

L’autoradiografia & stata condotta mettendo iifdtcontatto con lastre
Fuji HR-H a —80° C per una notte in cassette dosone provviste
di uno schermo intensificatore. Il segnale autargudifico e stato
successivamente quantificato mediante analisi &l[MREC.

Marcatura radioattiva di sonde mediante la tecnicadei “random
primers”

Le sonde costituite dai cDNA dfRLX e fP1l, impiegate per
I'ibridazione dei filtri ottenuti dai Northern blatg, sono state marcate
radioattivamente mediante la tecnica del “randomer” (Feinberg
and Volgelstein, 1984). Il DNA é stato denaturajmosto in presenza
di una miscela di esanucleotidi statistici che,aledpsi al singolo
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filamento, fungono da innesco per la polimerizzagicoperata dal
frammento di Klenow della DNA polimerasi | #i. Coli. La reazione
& stata eseguita in presenza dei deossinucldotiiP]dCTP e[a®*
PJdATP che vengono incorporati nel filamento di DNA
neosintetizzato e lo rendono radioattivo.

A 40 ng del DNA da marcare sono state aggiunte dholi di
esanucleotidi statistici ed acqua sterile per unme totale di 3jl. Il
DNA stampo € stato denaturato a 95° C per 5 mimatimiscela e
stata riportata a temperatura ambiente e sonoagjgtunti i seguenti
componenti alle concentrazioni indicate, in un wodufinale di 65ul:

dGTP 5M

dTTP 5uM

BSA 0.5 mg/ml

HEPES 20QuM a pH 6.6

Tris-HCI 200uM a pH 7

EDTA 10uM

[a-**P]dATP (3000 Ci/mmole) 3QCi
[a-**P]dCTP (3000 Ci/mmole) 3ACi
frammento di Klenow della DNA
polimerasi diE. coli 3 U

La marcatura del DNA é stata condotta a 37° C pere2 Dopo
I'incubazione, per separare il DNA marcato dai preari liberi, la
soluzione é stata applicata su di una colonna itangon la resina
Sephadex-G50 (“Nick column” della Pharmacia equali) con TE
1x (tab. 2) e SDS 0.1%. L'eluato e stato raccaitbrazioni di 150ul

ed 1ul di ognuna di esse é stata analizzata per detarsia quantita
di radioattivo incorporato utilizzando lo scintibse LS1701
Beckman con il liquido di scintillazione Insta-G€lackard). Le prime
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due frazioni radioattive, contenenti circa il 90%lld radioattivita
incorporata, sono state unite ed utilizzate conmelgo

RT-PCR

Per la sintesi del primo filamento di cDNA sonotistdilizzati come
stampo gli mMRNA totali.
3ug di RNA sono stati incubati per 15 minuti a 65inCpresenza di
pdN8 di innesco (0.8 mM), di dNTP (0.8 mM) edHtrattata con
DEPC. La miscela € stata poi immediatamente radfxtdin ghiaccio
e successivamente sono stati aggiunti ad essaotemp sintesi (1x),
DTT (10mM) e Superscript Il Trascrittasi inversd0QU). La
reazione di sintesi é stata tenuta 10’ a tempexadmnbiente e poi
portata alla temperatura di 5C per 1 ora al termine della quale
I'enzima e stato inattivato a2 per 15 minuti. Il cDNA cosi ottenuto
e stato utilizzato per le successive reazioni dpldimazione, in una
miscela di reazione cosi composta:

2l cDNA (1:10 della reazione di RT)

2.9ul di tampone di sintesi 10x

0.7511 MgCl, 50mM

Al di dNTP 2.5mM

1l di oligo up (5 pmojil)

1l di oligo down (5 pmolf)

0.25ul di TAQ DNA polimerasi (5Ul)

H,O per un volume finale di 2.

| cicli di amplificazione sono stati eseguiti meui@ un Thermal
cycler Perkin Elmer-Cetus, come descritto di seguit
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* PCR specifiche pdRLX3 efP1
Temperatura (°C) Tempo  N. cicli

Fase di denaturazione: 94° 5’ 1
94° 45"

Fase di appaiamento: 60fRLX3/fP1) 45” 30/28

Fase di allungamento: 72° 45”

Fase terminazione: 72° 6’ 1

* PCR specifiche pdRXFP3
Temperatura (°C) Tempo  N. cicli

Fase di denaturazione: 94° 5’ 1
94° 45"

Fase di appaiamento: 56fRKFP3) 45” 35

Fase di allungamento: 72° 45”

Fase terminazione: 72° 6’ 1

In particolare, per amplificare il cDNA di inter@ssono stati utilizzati
oligonucleotidi degenerati, e specifici, g®&LX3 edfRXFP3, e come
controllo positivo oligo specifici peiP1, un trascritto codificante per
una proteina ribosomale costitutivamente espressdutti i tipi
cellulari.

Le sequenze dei primers sono le seguenti:

f RXFP3Upl 5" GGCAARGCCATGTGYAARATCGT 3
f RXFP3Rev1 5" AAGCCCARCAGMACCTTCTG 3
f RLX3degUp 5" TWTGGGGTGAAGCTNTGYGC 3

f RLX3degRev 5" TTGCTRCACCCCCATTTGCA 3

f RLX3up 5" ATACGGGCTGTCATCTTTACG 3’
f RLX3rev 5" CCAATGCCGCTTCTCTTCC 3’

f P1 Forl 5" TACGAGCGTCCATCACACAC 3’

f P1 Revl 5" AGACCAAAGCCCATGTCATC 3

3'Race Adapter 5" GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T17) 3
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Elettroforesi su gel

| prodotti di RT-PCR sono stati analizzati mediant®rsa

elettroforetica su gel di agarosio condotta a teatpea ambiente in
un gel orizzontale applicando una differenza depaiale costante da
3 a 8 V/cm. L'agarosio (1% BIORAD) e stato sciotd00°C in una
soluzione tampone TAE 1x (Tab.2) e, una volta eafflata tale

soluzione, é stato ad essa aggiunto bromuro diioetatl una

concentrazione finale di 0.5 pg/ml. | campioni @NA sono stati

caricati sul gel solidificato dopo essere stati eggmtiti con una
soluzione contenente glicerolo 5%, xilene cianole4@% e blu di

bromofenolo 0.042%.

| risultati della separazione elettroforetica satati visualizzati per
esposizione del gel su un transilluminatore a latapdV, analizzati

mediante l'utilizzo del Geldoc e quantificato nofim@ando i valori di

densitometria ottenuti p&RLX3 con i valori dei corrispettiviP1.,

Clonaggio

Dopo la corsa su gel d’'agarodm banda di interesse € stato eluita
utilizzando il kit “QlAquick Gel Extraction Kit” dia Qiagen
seguendo le istruzioni della casa produttrice. libnaggio dei
frammenti purificati dal gel, é stato effettuatdizzando il vettore di
clonaggio pGEM-T Easy della Promega.
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Vettore di clonaggio pGEM®-T-Easy

Xmn | 2009
Naea|
_ Sca | 1880 2707 T7
" 1 start

Mo Apa 14
Aat 20
Sph | 26
Bst? | %1

Amp! Nea 37
P pGEM*-T Easy IacT Bsti | 43
Vector T f;"b" |II j@
; E R aC o
(3015bp) EcoR | | 52
Spa | G
EcoRl | 10

Not | 7

Bstf | ]
) Pst | i}
o Sall a0
Ndal aj
Sacl 109
Bst¥ | 118
Nsi'| 127

141

SPR

Un’aliquota del prodotto di PCR (@) é stata incubata over night in

presenza di:

Tampone 2x (Rapid ligation buffer, T4 DNA ligase) ul
Vettore pGEM-T Easy (50 ngj) 1ul
Enzima T4 DNA ligasi (3 Ufl) 1l

H,O per un volume finale di 20.

Trasformazione chimica dei batteri

Per la trasformazione sono stati utilizzati 40di batteri competenti
del ceppcE.coli IM109 ai quali sono stati aggiuntuldella reazione

di ligasi. Questa miscela é stata sottoposta aksieomico: 30 secondi

in ghiaccio, 1 minuto e mezzo a 42° C, e 1 minutanezzo
nuovamente in ghiaccio. | batteri trasformati sstati trasferiti in un
tubo da inoculo e lasciati crescere a 37° C peraleomezza sotto
agitazione costante (280 rpm). Al termine dell’inamione, aliquote
di 150 e 250l sono state piastrate su piastre di Agar in LB.Ga
contenente Ampicillina (5@ug/ml) e lasciate crescere tutta la notte a
37° C.
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Minipreparazione di DNA plasmidico

Per poter ottenere una minipreparazione di DNA midgo da
seguenziare, sono state picchettate dalle piasigels colonie e sono
state messe a crescere in 3ml di LB congd®l di ampicillina, in
agitazione costante a 150 rpm per tutta la notte.
Il giorno seguente, al fine di ottenere una risaetviatteri trasformati,
50Qul di ciascuna coltura batterica sono stati mescalhtun uguale
volume di glicerolo al 40% e conservati a -20° IGektante volume é
stato centrifugato a 13000 rpm per 1'. Fatto cié giroseguito con il
protocollo utile per I'estrazione di materiale ptadico della Quiagen.
In ultimo e stata quantificata la concentrazionasplidica della
minipreparazione utilizzando uno spettrofotomet@RIAN DMS 90
e la concentrazione del plasmide é stata deteraninglizzando la
relazione:

20 O.Dy260nm= 1mg/ml di DNA plasmidico

Digestione con I'enzima di restrizione EcoRl

Al fine di identificare i cloni positivi contenentlinserto delle
dimensioni attese, € stata effettuata la digestidndug di DNA
plasmidico ottenuto dalla miniprep utilizzando (il.5ell’ enzima
EcoRI (10uil). La reazione e stata condotta a 37°C per 2 ore |
presenza dijd di tampone H (10x) ed dd® per un volume finale di
20ul. Allo scopo di verificare I'avvenuta digestiore stato analizzato
1ul di reazione su gel di agarosio all'1% in TAE 1al.2) contenente
0.5u4g /ml di bromuro di etidio.
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Sequenziamento del DNA plasmidico ed analisi delsequenze

Le sequenze dei plasmidi sono state determindiezamdo il metodo
di marcatura Dye terminator della Beckman mediaptpienziamento
ciclico. La procedura, completamente automatizzatatata eseguita
dal servizio di Biologia Molecolare della Staziodeologica “Anton
Dohrn” di Napoli al quale € stata inviata una miada acqua sterile
contenente 100 ng di DNA plasmidico e 5pmol di @ind’innesco
(T7 o SP6). L'analisi delle sequenze e avvenutaiamée lo studio
dell’elettroferogramma corrispondente, e le seqaeoizenute sono
state confrontate con i cDNA e le sequenze EST sitgte nella
banca dati NCBI.

TABELLE

TABELLA 1

FISSATIVI PER LA MICROSCOPIA

Fissativo di Bouin

Acido picrico in sol.satura 15 mi
Formalina 5ml
Acido acetico glaciale 1 ml
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TABELLA 2

SOLUZIONI PER ESTRAZIONE RNA ED ELETTROFORESI

Soluzione A
Tiocianato di guanidina 4 M
Na-Citrato pH 7 25 mM
Sarkosyl 0.5 %
2-3 mercaptoetanolo 100 mM
Tampone TE
Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA pH 8.0 1 mM
TAE 20x modificato (1 It)
Tris 96,8 gr
Acido Acetico glaciale 22,8 ml
EDTA 0.5M pH8 4,0 mi
TABELLA 3

SOLUZIONI PER NORTHERN BLOTTING

Mix di preibridazione (50ml)

SSC 20x 12.5ml
Soluzione di Denhart 50x 5ml
EDTA 0.5M 0.5ml
NaPO, 1M pH6,8 2.5ml

SDS 20% 1.25ml
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DNA di sperma di salmone Hgy'ml
H.,O 27.5ml

TABELLA 4

SOLUZIONE FISIOLOGICA PER ANFIBI

Krebs-Ringer

Cloruro di sodio 09g

Cloruro di potassio 0.042 g

Bicarbonato di sodio 0.02 g

Cloruro di calcio secco 0.64 g

Acqua distillata 100 ml
TABELLA S

MEZzI PER COLTURE BATTERICHE

LB — Luria Bertani (1 It)

NaCl 10 gr
Triptone 10 gr
Estratto di lievito 5gr

Terreno di coltura solido: LB + Agar (1lt)

LB
Agar granulare 15 gr/lt
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Abbreviazioni
SSC: SODIO SALINO CITRATO
PBS: TAMPONE SALINO FOSFATO

RISULTATI

Esperimentoin vivo con 1B-estradiolo (E)

Allo scopo di studiare gli effetti dell’estradiolsull’espressione
dellmRNA di fRLX, e stato realizzato un esperimento Vvivo,
iniettando le rane con,Eb con & ed un suo antagonista, I'ICI 182-
780, e sacrificandole dopo 48 e 72 ore. Le andlidlorthern blotting
hanno mostrato che il trattamento condétermina una riduzione dei
livelli del trascritto difRLX. Infatti, nei testicoli degli animali trattati
con lo steroide, sia a 48 sia a 72 ore, si osservatori di fRLX
inferiori rispetto a quelli riscontrati nei testlcalegli animali di
controllo (fig. 6A). Tale diminuzione & completan®rcontrastata
dall'uso dell'lCl, a conferma di un’azione direttdell’'estradiolo
sull’espressione dRLX (fig.6A).

In grafico (fig. 6C) sono riportati i valori di detometria relativa
degli amplificati, ottenuti dividendo il valore tetperfRLX nei vari
trattamenti, per quello del corrispettiffél.
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E, E,+ICI

A | | | |

Con 48ore 72o0re 48ore 72ore
26500 —> (D e U D
B

densit. rel.f RLX/f P1

E, E,+ICI

Fig. 6 - Espressione del trascritto dfiRLX in seguito a trattamento con o
con E+ICI dopo 48 o 72 ore. Analisi di Northern blottingsu RNA totali per
il trascritto di fRLX (A) e fP1 (B). Con = controllo iniziale. In C e riportata
la rappresentazione grafica della densitometria retiva dei valori ottenuti
per fRLX normalizzati rispetto ai corrispondenti valori ottenuti per fP1. a
vs b P<0,01.
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Clonaggio difRLX3

Le principali strategie per lidentificazione di owi geni in
specie che non presentano un database genomice Gaala
esculentasono la tecnica della libreria sottrattiva di cDNA specie
cellulari che hanno pattern di espressione moltiferdinti, e la
costruzione di oligonucleotidi degenerati costrustille sequenze
nucleotidiche conservate degli organismi presenti banca dati
genomica evolutivamente vicini all'organismo dadsiwe, da usare in
esperimenti di RT-PCR.

Al fine di identificare nuovi geni appartenentiaafamiglia delle
Relaxine inRana esculentai € deciso di utilizzare I'approccio dei
primer degenerati, basandosi sullo studio delleusere dei geni
relaxina di mammifero, pesci ed in particolare 'dafibio anuro
Xenopus tropicalis

Il genoma diXenopus tropicaligJGlversion 4.1]August 2005])
rilasciato sul sito della Ensembl € organizzatd %01 scaffolds con
una dimensione di circa 1.5 Gbasi. L'analisi blastke EST presenti
ha permesso di identificare almeno tre putativentodi relaxine di
Xenopus

In particolare, una di queste ha una identita aroagidica del
62% (96/155) rispetto atRLX.

Al fine di verificare l'ipotesi secondo cuiRLX & omologo
funzionale di INSL3, ho analizzato la sua localzrae cromosomica
per definire eventuali conservazioni nell’'ordinegdini noti associati
nei Mammiferi ad INSL3 (sintenia), quali Janus KiRd (JAKS3),
B3GNT3 e FCHOL1. Questo putativo gexiRLX, € localizzato in un
megacontig (scaffold _969) che contiene anche JAB3GNT3 e
FCHOL. Questi dati, tenedo conto dei precedenii slzrimentali,
permettono di supporre che, probabilmef, X pur essendo molto
simile strutturalmente alle Relaxine, rappreseatiuth punto di vista
funzionale 'omologo di INSL3.
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Gli altri putativi geni di Relaxine sono presernsipettivamente sullo
scaffold 86 e 649 e mostrano entrambe un’identibdtaralta con la
Relaxina-3 di mammifero (Fig.7).
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Fig.7- la mappa di sintenia indica che i sette ge della famiglia delle
Relaxine umane (in rosso) si sono evolute da treffdirenti geni ancestrali
(AncRFLA, AncRFLB, e AncRFLC) presenti nellantenato comune dei

tetrapodi e teleostei (modificato da Hsu2007). In verde le Relaxine
presenti nelloXenopus tropicalis (african clawed frog).

Queste sequenze sono state quindi utilizzate psegdare degli
oligonucleotidi degenerati per identificare la sewoga specifica
del'mRNA per fRLX3 di Rana esculenta Utilizzando questi
oligonucleotidi d’'innesco ¢ stata effettuata urezrene di RT-PCR su
RNA totali estratti da testicolazervello, ed altri tessuti (Fig. 8¢he
ha permesso di ottenere un amplificato di 362 plesqmte
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specificamente nel cDNA di cervello (Fig. 9). Il NB eluito da gel, €
stato successivamente clonato e sequenziato: tuziane della
sequenza nucleotidica rivela la presenza di unaic®rdi lettura
aperta che codifica per 119 residui aminoacidi@.(EO).

La putativa sequenza amminoacidica € stata comftamebn quelle gia

presenti in banche dati ed ha mostrato omologialadRelaxina-3 di
altri vertebrati. Nel dettaglio la sequenza d'ietse mostra
un’identita del 75% coiXenopus tropicalisdel 45% corDanio rerio;

del 46% conMus musculused infine del 44% e del 39% cétomo
sapiense Gallus gallus E’ da notare che gli amminoacidi essenziali
per la struttura terziaria, evidenziati in figusano gli stessi anche in
organismi filogeneticamente molto distanti coDenio rerioe Homo
sapiengFig.11).

O

RNA totale estratto dai vari
tessuti di rana

Fig.8 — RNA totali estratti dai vari tessuti prelewvati da Rana esculenta
prima del trattamento con DNasi. Sono bene osservdible due bande
principali degli RNA ribosomali 28S e 18S.
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Fig.9 - Gel d’agarosio da cui € stato clonato e sequenzialoframmento di
cDNA di fRLX3. Nel gel in basso i corrispettivi controlli de cDNA tramite
fP1. MK = marker 100cb
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Miniprep di
fRLX3

M Rana esculenta relaxina 3 (fRLX3) parziale
tatggggtgaagetgtgtggeagagaattcatacgggetgtoatetttacgtgegga

2999
R - S T A O i S T SN e I o e
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Fig.10 - Minipreparazione di cDNA plasmidico digerto con EcoRI
contenente il frammento del putativofRLX3.

Sequenza del frammento clonato con la putativa corce di lettura.

L’'analisi della sequenza mette in evidenza la presea parziale della catena
B (azzurro) e della catena A (verde).
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1 | s e YGVKLCGREFIRAVI FTEGGSRURRNEALQA----GDLTEIF 38
1 | MQR-VAPALLVVLVLLAVHSGTQATSRVP-------- TFGVKLCGREFIRAVIFTEGGSR ALQAASLVGEPAEVF 71
1 | MMU-KTSA-LVVCLLLA---GVKALDAGP-~-------~ SYGVKLCGREFIRAVI FTEGGSRUKRSLTNTD - == ===~ EIL 59
1 | MA--MLGLLLLASVALLGALGLQAEARPA-------- PYGVKLCGREFIRAVIFTEGGSR ILAHESL-GDF--FA 67
1 | MARYML-LLLLAVWVLTGELWPGAEARAA---=----- PYGVRLCGREFIRAVI FTEGGSRURRSDILAHEAN-GDT--FP 68
1 | MGA-KLRLLCAAAALLSVAVPGQPGAQGALVPAGDGDGYGVKLCGREFIRAVIFTEGGSRUKRLSLMAMEPA--~--PAAD 75
CatenaC
39  GNLGSTDVDSGEEEVFSEVANNLRPHNGD IMDYGVPQSWREPSY----GRHGVAPSSDDSLRAVE -~ -=mmmmmmmmmee 99
72 GNLVSPDVNSDEEDVLSEVASSLRPHNNDI-DYGSVQSWRDTAG----GRHGMA-AAEDALRGVE - =====mmmmmmmn= 130
60 DLFNSYDSNAADGSVLFGSASSSSQHATDSNLPPLGQGEQDGSVFSRPARSLISEEVLEALRSVD - - mmmmmmmmmmmm 124
68  DGEANTDHLASELDEAVGSSEWLALTKSPQAFYGGRASWQGSPG===mmmmmmmmmmmm e m e |4 S 113
69  DADADEDSLAGELDEAMGSSEWLALTKSPQAFYRGRPSWQGTPV--mmmmmmmmmmmmmee L R 114
76 $SQAASNNLLGRFKMQSAVGPEMQRSNSFLGLETLKDLYSLNDYNEY---ESMADDFKELLRQLEEAAQGDGGGAGVAPL 152
CatenaA

1] | P —— mimor.smcmcsxso:ssx. --| 127 Rana esculenia (acc.num. ACl48813)
1) R S— RRGREAALGLSNTCCKWGESKSQISSLE-- | 158 X tropicalis (Id=75% , S = 85%)

125 essassccess RKGRDVVVGLSNACCKUGCSKGEISSLE-- | 152  Daniorerio  (Id=45%,S = 61%)

| U J— RGSRDVLAGLSSSCCEWGESKSQISSLE-- | 141 M. musculus (Id = 46% , S = 53%)

11§ ==mmmmmea- RGSEDVLAGLSSSCCKWGLSKSEISSLE-- | 142 H.sapiens  (Id=44%,5 = 5T%)

153 GpsSYPUARYPRP.I@Fn-cucnccmccmxsn v| 192 G gallus (Id=39%, S = 50%)

Fig. 11 - Allineamento tra la sequenza proteica dRLX3, dedotta sulla base
della sequenza nucleotidica del cDNA clonato, e Isequenze di altre
Relaxine-3 presenti in banca dati genomica.

Il rettangolo in blu indica la catena B, mentre qu#o in verde indica la
catena A. Si noti come gli amminoacidi essenzialep la struttura terziaria,
evidenziati in figura, siano gli stessi anche in ganismi filogeneticamente
molto distanti comeDanio rerio e Homo sapiens.
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Esperimento di 3'RACE sul cDNA difRLX3

Al fine di allungare il frammento del cDNA clonath fRLX3 si &
deciso di effettuare un esperimento di 3’'RACE.

Tale esperimento consiste in una RT-PCR utilizzandme oligo
nella trascrittasi inversa un Adaptor Primer disggrsulla coda poli
Adenilica presente al 3’ del trascritto eucarioticaturo.

E’ stato ottenuto dal cDNA di cervello un amplé#to di circa 600 cb
che include il frammento gia precedentemente ctnali otto
amminoacidi terminali della catena A, e l'estrem&TR dove €
possibile identificare sia il segnale di terminam\ahe la coda di poli-
A.

La regione C-terminale clonata, permette di riaost; sulla base dei
dati presenti in bibliografia, la struttura tridinmonale della
Relaxina-3. In particolare, sono conservate le(sieine essenziali
per la corretta formazione dei ponti di solfurceméd intracatena e la
sequenza REFIRAVI che interagisce specificatameng&t sito
catalitico del recettore RXFP3 (Fig.12).
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3'Race PCR Cervello
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Fig.12 — Esperimento di 3’'Race sul cDNA di cervell@ai rana utilizzando

come oligo for fRLX3upl. Struttura tridimensionale di fRLX3
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Clonaggio difRXFP3

Allo scopo di identificare la sequenza specifical&NA per
RXFP3 inRana esculentasono stati disegnati degli oligonucleotidi
degenerati sulla base delle sequenze di tale oeeatt altri vertebrati
presenti in banca dati. Utilizzando questi oligdeotidi d’innesco e
stata effettuata una reazione di RT-PCR su RNAlitetstratti da
testicolo e cervello, che ha permesso di otteneranoplificato di 327
cb presente unicamente nel cDNA di cervello. Il @Daluito dal gel,
e stato successivamente clonato e sequenziatoadaizione della
sequenza nucleotidica rivela la presenza di unai@ordi lettura
aperta che codifica per 104 aminoacidi (Fig.13A),clee non
comprende né la tripletta d’inizio traduzione, m&awelle triplette di
terminazione. Questa, analizzata in banca datimegtrato avere
un’elevata omologia di sequenza con gli RXFP3 tti aértebrati. In
particolare fRXFP3 presenta il 63% di omologia c®anio rerio, il
62% conHomo sapiensil 61% conRattus norvegicug il 63% con
Mus musculugFig. 13B).
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A

Rana esculenta relaxin/insulin-like family peptide receptor 3
( FRXFP3)parziale

I=————"—=--—]/3
ggcaaagocatgtgoaaaategtgtcectatgttactgccatgaacatgtatgetagtgte
& K & H

tttitectcaccgecgtgagtgtgoccagatactactcagtggcttctgecettaagtet
B v - - : o c v A AR oS

aaacgaagacctataggctgctcetgccaagtgggtaagtgtccttatetgggtttotgce
K K K

att tagcatﬂtttgeﬂgcacgﬂtatctbctccaﬂzacagﬂﬂactgtctccagtgaggbc
BN : - : - T T AT Vs s Ev

ctctﬁtttggtgaagt;ﬁccaﬁ#ﬁaacﬁg;ggtgatgccﬁgﬁttttgﬁcttgﬁﬁctcﬁg;

L IEHIL NSO R OB.WYW ON OH OE N O3 g FOW G 8 EH O
catgetoagaagnnnongiigggntt
= R o R

B
R.esculenta YVTAMNMYASVFFLTAVSVARYYSVASALKSKRRPIG---———-
M.musculus MVT SMNMY ASVEFF LT AMSVARYHSVASALK SHRTRGRGRGDCC
R.norvegicus MVTSMNMYASVFFLTAMSVARYHSVASALKSHRTRGHGRGDCC
H.sapiens MVT SMNMY ASVEF LT AMSVTRYHSVASALKSHRTRGHGRGDCC
D.xrerio YVTATNMY ASVFFLTAMSVARYCSVASALKSKRRRLR-—-————
***********-_** -_** FExEExEAXEE . *
R.esculenta ——————___ CSAKWVSVLIWVSAIVASLPHAIFSTTATVSSEV
M.musculus GQSLRESCCF SAKVLCGLIWASAALASLENAIFSTTIRVLGEE
R.Norvegilcus GQSLGES--FSAKVLCGLIWASAATASLPNVIFSTTINVLGEE
H.sapiens GRSLGDSCCF SAKALCVWIWALAALASLPSAIFSTTVKVMGEE
D.rexrio = e FSAQWMTVIIWI AAVGAALPNAIFSTTATVSNEE
kks o kk Kk kokk kXX * Kk X

E.esculenta LCLVEKFPVNHG—-

M.musculus LCLMHF PDELLGH 63%

R.norvegicus LCLMHF PDELLGW 61%

H.sapiens LCLWVRF PDELLGR 62%

D.rerio LCLVKF PDRSEG—-- 63%

ik . *x .

Fig. 13 - Allineamento tra la sequenza proteica diRxfp3 e le sequenze di
altri Rxfp3 presenti in banca dati genomica. * = raidui amminoacidici
identici; : = residui amminoacidici fortemente simii, . = residui
amminoacidici debolmente simili.
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Localizzazione intracerebrale difRXFP3 efRLX3

Le analisi di RT-PCR su RNA totali estratti da di#nti aree
encefaliche dRana esculenthanno evidenziato che I'espressione del
trascritto perfRLX3 €& minore nella regione telencefalica rispetto al
mesencefalo ed al diencefalo (fig.15A), cosi comelg RLX3 di altri
vertebrati superiori. Non si nota, invece, una iiggtiva variazione
d’espressione del trascritto per il recetttRXFP3 nelle diverse aree
(fig.15A).

In grafico (fig. 15B) sono riportati i valori di dsitometria relativa
degli amplificati, ottenuti dividendo il valore tetperfRLX3 nei vari
trattamenti, per quello del corrispettiffel.

Romboencefalo e
Midollo allungato Mesencefalo Bulbi olfattivi

Diencefalo Telencefalo

Fig.14- Cervello diRana esculenta
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fRLX3 Mk  fRXFP3 PL(C+)  C-
Te Di Ms Te Di Ms Te Di Ms

360cb 200cb 220cb

2,5 1

O fRIn3
1,5 1

B fRxfp3

densitometria relativa

0,5 1 a

Te Me Di

Fig. 15 - Espressione del trascritto di fRLX3 e diRXFP3 in diverse aree
cerebrali di Rana esculenta. Analisi elettroforetia dei prodotti di RT-PCR

su RNA totali per il trascritto di fRLX3, fRXFP3 e fP1. C- = controllo della
reazione; Mk = marker; Te = telencefalo; Di = dienefalo; Ms =
mesencefalo. In B € riportata la rappresentazione rgfica dei valori di

densitometria del trascritto dei geni in esame normlizzati rispetto ai valori

corrispondenti del trascritto di fP1.
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DISCUSSIONE

Il ruolo che i peptidi relaxinici svolgono a livelltesticolare non é
ancora ben conosciuto. E noto che nei mammiferiLBN& coinvolto
nella discesa dei testicoli nello scroto durantevituppo embrionale.
Questo e chiaramente dimostrato dal fatto che kapck-out per il
gene che codifica 'ormone sono affetti da criptadesmo bilaterale
(Zimmermanet al. 1999). Inoltre, nei mammiferi, INSL3 funge,
mediante una regolazione di tipo paracrina, da EHIpre
dell’apoptosi rispetto alle cellule della linea gpamale (Kawamuraet
al. 2004). Di recente e stato pubblicato un lavorguardante INSL3
nelluomo, dove si dimostra che I'espressione tk gene non e da
mettere in relazione ai fattori gonadici che nommate regolano la
spermatogenesi, ma che la presenza di tale pepgdenterstizio
testicolare € in funzione dello stato di salutdedekllule del Leydig
che lo producono (Ravindet al 2006). Nel 2001, De Rienzt al.,
hanno clonato, per la prima volta in un vertebnadm mammifero,
una forma di relaxina nel testicolo Rana esculentdRLX, che puo
essere considerata ancestrale rispetto a RLX3 elN&L3 di
mammifero: la sua sequenza, confrontata in bantada quelle gia
note, € risultata essere piu simile a RLX3, mel#reua espressione
spaziale, massima nelle cellule del Leydig, rispecquella di INSL3
(De Rienzo et al. 2001). L’'anfibio utilizzato come modello
sperimentale per tale studio € un eterotermo quanto tale, presenta
testicoli interni. Pertanto, siccome la discestidekre € un fenomeno
assente, e stato interessante cercare di capifte fyurezione potesse
svolgerefRLX a livello testicolare. Si & subito ritenuto cheesta
forma relaxinica potesse essere in qualche modavalia nella
spermatogenesi. Infatti, i suoi livelli di espress variano durante il
ciclo spermatogenetico annuale della rana, presdatan pattern ben
sovrapponibile alle variazioni di concentraziongldandrogeni (De
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Rienzo et al. 2001), direttamente implicati nella regolazionelalel
spermatogenesi in quanto necessari per la prdifara
spermatogoniale e per la formazione degli spermé®dstogiet al.,
1976; Minucciet al. 1992). Nei laboratori in cui ho svolto il mio
lavoro di tesi sperimentale, sono stati condattirana, esperimenin
vivo ed in vitro volti a valutare l'effetto del testosterone e dabs
antagonista, il ciproterone acetato (CPA) sull’esprone dfRLX (De
Rienzo et al 2006) al fine di stabilire se alla base della
sovrapponibilita dei pattern d’espressiondRILX e degli androgeni
vi fosse 0 meno un rapporto casuale. | risultatitadi esperimenti
hanno dimostrato che il testosterone induce unifgigtivo aumento
dell’ espressione del trascritto €RLX nei testicoli di rana e che
guesto effetto € contrastato dal CPlRale dato permette di supporre
'esistenza di un  meccanismo d'azione intratesaicol
(autocrino/paracrino). Un risultato analogo lo #ieme trattandadn
vitro i testicoli di Rana esculentacon buserellina (GnRHa), un
agonista del GnRH, in grado di stimolare la prodoeidi testosterone
(Minucci et al 1996). Ancora, risulta interessante notare tbfahe,a
24 ore di incubazioni, sia nei testicoli trattdtean quelli di controllo
I'espressione del trascritto fRLX diminuisce notevolmente rispetto a
2 ed 8 ore dallo stesso. Questo risultato indud@a@tzzare che vi sia
una dipendenza dRLX dall'asse ipotalamo-ipofisi-gonadi, e trova
conferma nel precedente articolo di De Rieatal.dove é dimostrato
che rane ipofisectomizzate mostrano, a trenta gaall’ intervento,
una riduzione dell’espressione del trascrittofRILX nell’interstizio
testicolare. Studi che supportano tale ipotesi stat condotti anche
nei mammiferi. E’ stato dimostrato, infatti, chetapi ipogonadici che
presentano una delezione del gene ipotalamico d#RHS5 con
conseguente deficienza di gonadotropine e totaenaa di INSL3 a
livello testicolare, il trattamento con hCG induteipristino della
spermatogenesi e dell’'espressione di INSL3 (Baleer=d. 1998). Un
ulteriore conferma sulla connessione tra testosee®d espressione
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del trascritto dfRLX e stata ottenuta grazie ad analisi di RT-PCR ed
ibridazioniin situ effettuate su testicoli di rana iniettati con Cpér
15 giorni, a giorni alterni (De Rienzd al 2006). Tale esperimento ha
permesso di notare che il CPA e in grado di inidiezione del
testosterone endogeno portando ad una riduzione ligelili
d’espressione diRLX. Gli studi finora riportati hanno permesso di
stabilire una connessione tra I'espressiontRdiX ed il testosterone,
mentre il mio lavoro di tesi ha primariamente ina@gsulla relazione
tra fRLX ed il 17B-estradiolo, ormone ugualmente importante nella
spermatogenesi dRana esculent&ad in grado di indurre le divisioni
mitotiche degli spermatogoni nonché la prima dong meiotica. In
letteratura sono presenti studi che indagano stglazione tra
estradiolo e peptidi insulina-simili; di recente, #ato infatti
dimostrato che nei mammiferi, I'esposizione di femengravide ad
estrogeni naturali o ad estrogeni sintetici, coindietilstildestrolo
(DES), puo comportare lo sviluppo del criptorchmesnell’embrione.
Era stato precedentemente affermato che un’altevazdi INSL3ée
direttamente implicata nella eziogenesi di qupstalogia. Emmeset

al, infine, hanno messo in relazione questi dueidatno studio in cui

e stato dimostrato che la somministrazione di DESTanine gravide
provoca una forte diminuzione dell’espressione 'dINA per
INSL3 proprio nel periodo di formazione dglibernaculumEmmen
et al. 2000). Probabilmante, quindi, I'esposizione agltrageni
determina un’espressione del gene INSIo® sufficiente a sostenere
lo sviluppo delgubernaculume quindi la discesa testicolare. In un
articolo (Ravinderet al. 2006) e stata analizzata la correlazione tra
INSL3 ed estradiolo nelluomo. L’analisi di un caimpe numeroso di
uomini ha portato alla conclusione che non esigt@na correlazione
tra l'espressione di INSL3 e i parametri fisiolagianalizzati
(pressione sanguigna, contenuto di colesteroltfa fccezione per |
livelli d’estradiolo, molecola, quest’ultima, in ago di modulare
I'attivita delle LC attraverso dei meccanismi noncara del tutto
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chiariti. Quindi, tornando al nostro modello spezittale, per meglio
chiarire il ruolo degli ormoni sessuali nella rempobne
dell’espressione dfiRLX a livello testicolare, sono stati realizzati
esperimentiin vivo al fine di stabilire se il 1PB-estradiolo sia
coinvolto o meno nella regolazione del trascritteesame. In ottobre,
guando la concentrazione plasmatica di estradiddassa, maschi di
Rana esculentaono stati iniettati con 'ormone o con 'ormonean

il suo antagonista IClI 182780. | risultati ottenuthostrano
chiaramente che [l'estrogeno € in grado di detemainana
diminuzione dell'espressione del trascritto e ¢H& lcontrasta questo
effetto. Quindi e stato dimostrato che due ormoiretthmente
implicati nella regolazione della spermatogenekitestosterone e
I'estradiolo, hanno un effetto regolatore sull'esg®ione difRLX.
Tuttavia, prima di poter capire quale sia il rualo fRLX nella
spermatogenesi bisogna assicurarsi che agiscdadnette a livello
testicolare; per dimostrare cio, € necessario iddare, sempre nello
stesso tessuto, il recettore specifico della rakin esame. | quattro
recettori per le relaxine costituiscono una famnaiglspecifica
denominata RXFP, di cui RXFP1 ed RXFP2 sono caiatati da un
dominio extracellulare contenente il gruppo LRRnhine RXFP3 ed
RXFP4 posseggono una coda ammino-terminale refaéwée corta.
Per gquanto riguarda l'evoluzione di questi recettattualmente si
ritiene che RXFP1 ed RXFP2, cosi come tutti i receappartenenti
alla famiglia degli LGR, si siano evoluti a partidagli invertebrati,
ma che abbiano acquisito il ruolo di recettori perrelaxine solo
successivamente nella scala evolutiva e precisamezitgruppo dei
mammiferi. |l sistema ancestrale recettore-liganelaxinico, invece,
e rappresentato probabilmente dall'interazione RXFP RLX3
(Wilkinson et al. 2005). Sono state identificate nel genoma di
Takifugu rubripese di Danio rerio copie multiple sia dRLX3che di
RXFP3. L'esistenza di questi ligandi e recettori multigi dovuta
probabilmente ad eventi di duplicazione geneticau(kt al. 2003;
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Wilkinson et al. 2006) in un contesto di coevoluzione ligando-
recettore. | mammiferi, invece, presentano unaadangopia del gene
RLX3 e RXFP3 (Wilkinson et al. 2005). Questa teoria della
coevoluzione ligando-recettore € supportata danaldati ricavati
dall'analisi diINSL5 e RXFP4nel cane e nel ratto: in questi modelli
INSL5 e RXFP4 sono entrambi pseudogeni non funzionali non
contenenti cornici di lettura aperte (Wilkinseh al. 2005). Tuttavia
bisogna tener presente che quella relativa allaaioeione ligando-
recettore non € una teoria sempre accettabilea lnafgttti pensare al
fatto che essendo le relaxine un gruppo di protsinetturalmente
simili all'insulina sarebbe logico attendersi clmeragiscano con un
recettore ad attivita tirosin-chinasica (come getore dell’insulina)
mentre invece si legano a recettori ad attivita ¢AMipendente. Al
fine di individuare il recettore specifico pLX sono state prese in
considerazione le sequenze dei diversi recettorvati vertebrati
presenti i banca dati ed in base alle omologieequenza sono stati
disegnati degli oligonucleotidi degenerati che afalssero,
mediante PCR, eventuali cDNA presenti in rana. aNédlttispecie,
essenddRLX dal punto di vista strutturale molto simile RiLX3, si &
proceduto, per la scelta degli oligonucleotidi ddiazare, con un
allineamento tra sequenze di RXFP3 gia presenbanca dati. La
coppia di oligonucleotidi cosscelti ha fornito una banda netta della
lunghezza attesa di circa 327 nucleotidi su cDNAaivello, ma non
si e ottenuto nessun amplificato dal cDNA di testic Tale banda,
una volta clonata e sequenziata, ha mostrato cerama cornice di
lettura aperta che codifica per una sequenza awigfioa putativa di
88 residui. Tale sequenza mostra livelli d'identdal 63% con
'omologa sequenza aminoacidicabanio rerio, del 62% corHomo
sapiens del 61% corRattus norvegicus del 63% con quella dfus
musculus Risulta pertanto giustificato ipotizzare che ridrhmento
clonato identifichi mRNA trascritto a partire dglene ortologo di
RXFP3 di mammifero irRana esculental fatto che il trascritto per
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RXFP3 sia stato clonato da cervello anziché daictdst non
sorprende se si pensa che in altri organismi iaddp per tale
recettore, RLX3 normalmente e espresso a livellelmale; ma fa
capire che di sicuro non é la molecola interagame fRLX dal
momento che si osservano due tropismi differenttal®proposito di
recente e stato pubblicato un articolo (Andetval, 2009) nel quale é
analizzata la distribuzione dei diversi recettogll@ relaxine nei
cervelli di ratto, topo e primati, identificandol@enatura eccitatoria od
inibitoria dei circuiti neuronali coinvolti; inoler € stato ottenuto un
ulteriore riscontro grazie alla specifica localizwame dei rispettivi
ligandi. Il mappaggio di RXFP3 ha permesso inoltiecapire la
funzione della RLX3 tramite iniezioni di agonistecettori selettivi e
lo studio di ceppi murini silenziati per RXFP3. ktudio ha messo in
evidenzia che mentre RXFP1/2 sono espressi nebnedei circuiti
eccitatori, RXFP3 viene soprattutto associato aror@udei circuliti
inibitori e che, mentre la localizzazione di RXFP/aria tra ratto e
topo, quella di RXFP3 si mantiene sostanzialmemteutata tra un
organismo e l'altro. Sempre lo stesso studio schale analizzando
gli effetti in topo di un arricchimento di RXFP1&4 livello del lobo
olfattivo, corticale, talamico e libico. Nel dettag un arricchimento
di RXFP1 sembra essere associabile ad un mancasolatamento
della memoria, mentre I'arricchimento di RXFP3 &ée coinvolto in
alterazioni metaboliche e nella perdita di memsgaziale. Una volta
clonato nel cervello dRana esculentd recettore RXFP3, abbiamo
indagato sulla sua espressione tra le diversecaredbrali effettuando
una RT-PCR sulle diverse aree del cervello delitaof utilizzato
come modello sperimentale. Nel dettaglio, il tegsliinteresse é stato
sezionato nelle sue componenti fondamentali quali régione
mesencefalica, quella telencefalica ed infine landefalica. |l
risultato di quest’esperimento, confermando | dgifi presenti in
letteratura, ha mostrato che il trascritto Pe¢FP3 presenta gli stessi
livelli di espressione in tutte le regioni analitezal risultati finora
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ottenuti, relativi ad RXFP3, hanno portato al clggia, sempre
partendo da cDNA di cervello in toto, dello spemfiligando ovvero
di fRLX3. Anche per lidentificazione della sequenzaedfica
del’'mRNA per fRLX3 in Rana esculentaono stati disegnati degli
oligonucleotidi degenerati basandosi sulle sequenate di tale
ormone in altri vertebrati. Utilizzando questi pam d’innesco € stata
effettuata una reazione di RT-PCR che ha permessdtahere un
amplificato di 362 nt. Il cDNA eluito da gel, & giasuccessivamente
clonato e sequenziato: la traduzione della sequeunciaotidica rivela
la presenza di una cornice di lettura aperta cdica per 119 residui
aminoacidica. Tale sequenza aminoacidica ha uniidatel 75% con
Xenopus tropicalisdel 65% conDanio rerio, del 46% conRattus
norvegicuse del 44% corHomo sapiensQuindi, svincolati oramai
dall'iniziale intento della ricerca, € stata indivata una seconda
relaxina in Rana esculentall profilo di espressione diRLX3
conferma tutti i dati presenti in letteratura, semi quali tale peptide
agisce probabilmente da neurotrasmettitore. Rvaptal proposito, e
stato pubblicato un articolo (Ma & al. 2009) nel quale si cerca di
localizzare RLX3 nel cervello di Macaca fascicularis
L’individuazione, effettuata tramite ibridaziomn situ dei trascritti
d’'interesse a livello dell'estremita assonali, a&hz dei soma
neuronali, ha portato alla conclusione che il pbptiusato come
neurotrasmettitore, va a localizzarsi alle estraroéllulari in attesa di
essere incluso in apposite vescicole sinapticheeh@AnperfRLXS,
come per RXFP3, é stato effettuato un esperimenRTdPCR sulle
diverse aree cerebrali sopra menzionate, che hdemziato una
minore espressione del trascritto in esame a dvedl Telencefalo.
Questa discrepanza limitatamente alla regione ddé¢ntefalo, tra
recettore e ligando ha portato alla conclusioneRKEP3 possa agire
con dei ligandi, oggetti di studi futuri, non anaoindividuati. In
conclusione, nei seguenti punti, sono schematiazdfti messi in
risalto dal mi lavoro di tesi:
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1. L’'ormone estradiolo regola negativamente I'espmassidifRLX
e tale effetto e contrastato dal suo antagonistarovdall’ ICI.

2. E’ presente fiel cervello” di Rana esculentan mRNA del quale
una regione di 327cb e omologa alla sequenza cadik, in altri
organismi, per RXFP3. Il differente profilo di eepsione
rispetto afRLX fa capire che non puo trattarsi del recettore
inizialmente ricercato.

3. La consapevolezza di quanto detto nel precedentdopha
permesso di clonare, sempre nel cervelliRdna esculentaun
MRNA del quale una regione di 602cb € omologa s#lguenza
codificante, in altri organismi, per la Relaxina-3
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