Nella blastula di riccio di mare i destini cellulari sono allineati
lungo I'asse animale-vegetativo determinatosi nel citoplasma
delluovo prima della fecondazione.

L'asse polo A-V costituisce il futuro asse antero-posteriore e, la
regione vegetativa sequestra i componenti materni necessari allo

sviluppo posteriore.
Blastula

Animal pole

/
|

Vegetal pole



L. asse orale-aborale

Nodal

Espresso solo nell ectoderma orale

| K

4 4 h

L’induzione ectopica in tutt Bloccandola traduzione di Nodalle

I’ectoderma induceva la formazione di | larve non acquisivano simmetria

ectodermi orali bilaterale, I’archenteronnon si
piegava su un lato per formare la
bocca.

\_ VAN -/



asse antero-postreiore
asse dorso-ventrale
asse destra-sinistra

Dorsale

Posteriore
— (caudale)

—

Anteriore
(craniale,
rostrale)

(a) Ventrale
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La polarita animale vegetativa viene accentuata dalla
distribuzione delle placchette vitelline.Durante lavitellogenesi
circa il 70% del vitello si accumula nell’emisfero vegetativo.
Negli anfibi alla fine dell’ovogenesi il citoplasma corticale
dell’emisfero animale appare scuro per la presenza di granuli
di pigmento assenti al polo vegetativo che invece presenta
una leggera colorazione giallastra dovuta alle placchette
vitelline



L’uovo non fecondato presenta gia una polarita
lungo 'asse polo A-V.

La superficie dell’emisfero animale
dara origine alle cellule dell’ectoderma
(cute e sistema nervoso)

Dal citoplasma interno della zona
dell’equatore deriveranno le cellule
mesodermiche

La superficie dell’emisfero vegetativo

P.V. formera le cellule dell’intestino
(endoderma)



Schema del movimento di rotazione corticale

Punto
d’ingresso
dello
spermatozoo

o ".,_?-'::"'
Asse di “

rotazione

Centro di
Nieuwkoop

Direzine della
rotazione corticale




Semiluna grigia

(A)

Punto di ingresso
dello spermatozoo

Citoplas
interno

Pigmento nero Citoplasma (B)
diffuso (“grigio”) corticale

\ pigmentato
p— / \
N~ 3
LR

m/\/ Citoplasma
corticale chiaro

Zona di separazione

solco di segmentazione

Regione animale
pigmentata

Semiluna grigia

/ Regione
vegetativa

Semiluna
grigia




Schema della fecondazione e rotazione corticale

negli Anfibi

Diffuse black Pigmented
{A) (“gray”} pigment  cortical (B)
Point of cytoplasm
sperm entry.

Gray
“I 8 crescent
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Inner Clear
cytoplasm cortical
. cytoplasm
Shear zone

=— Pigmentced
animal region

grey
crescent

B Gray crescent

- \epetal region




Specificazione dell” asse dorso ventrale negli anfibi

(A) Pigmento nero Citoplasma (B)
diffuso (“grigio”) corticale
pigmentato

Punto di ingresso
|dello spermatozoo
A

—
— \\\

Semiluna
grigia

R

30°

4 \
Citoplasma &___\/ Citoplasma

interno corticale chiaro
Zona di separazione




Animale

Epidermide
e tessuto nervoso

Mesoderma — S

Endoderma

Vegetativo Vg1
VegT

Negli ovociti ancorato alla corteccia dell’emisfero vegetativo ¢ stato
ritrovato ’mRNA codificante per il fattore di trascrizione VegT e,
ed é ripartito fra le cellule in questa regione durante la
segmentazione



La prova sperimentale dellimposizione di una polarita all’'uovo di Xenopus da parte
di determinanti citoplasmatici viene dall’ablazione dei mRNA codificanti per tali

determinanti, VegT (Zhang et al, 1998) e Vg1 (Joseph & Melton, 1998).

CONTROLLO DEPLEZIONE DI VegT

Animale Animale

Epidermide

e tessuto nervoso Epidermide — A

Epidermide ——— SN0
e tessuto nervoso

Mesoderma
e tessuto nervoso

Epidermide,
mesoderma,
e tessuto nervoso

Vegetativo mRNA Vegt Vegetativo

Endoderma

La mancanza di VegT e Vg1l altera la distribuzione delle cellule nei tre foglietti

embrionali.



Specificazione dell” asse dorso ventrale negli anfibi

VegT

Attiva la trascrizione nello zigote

Se ¢ bloccata la via di segnalazione di Nodal o Vg1, vi € scarsa
0 nessuna induzione mesodermica.



Superficie dell’emisfero animale

Cellule
della calotta —»
animale

Cellule

del margine —»
(equatoriali)

Cellule
vegetative

uperficie dell’emistero vegetativo

Ectoderma

Mesoderma

Endoderma




\_

Ruolo delle cellule
vegetative

AT

Differenziarsi in endoderma’

......




Quali cellule formeranno la parte
anteriore, posteriore, il dorso o 1l
ventre?

L."asse antero posteriore e determinato alla
fecondazione, e’legato all’asse dorso ventre

e corrisponde alla parte opposta all entrata
dello spermatozoo



Blastoporo ed invaginazione dei blastomeri

f -
...}
‘: Nl

enroulement

Blastopore

vers
Endoderme le pdle

subblastopord végeétatif



(A)
Ectoderma
prospettico

>
Endoderma
faringeo

(cerberus) Cordo-

mesoderma
/(Xbra)

\Mesoderma

cefalico
(goosecoid)
Sito di formazione

del blastoporo

~IMZ

Endoderma
vegetativo

Il primo endomesoderma che
migra attraverso il labbro
dorsale dgl blastoporo

induce

(B)

\ ol C
g
Blastoporo

Il mesoderma che si involve
successivamente attraverso il
labbro dorsaleldel blastoporo

induce

v




Meccanismo della rotazione

» Lo spermatozoo provoca
un riarrangiamento del
citoscheletro, mediato
dal centriolo

- Il sistema di
microtubuli sposta il
citoplasma corticale
vegetativo verso il polo
animale, permettendo
l'interazione con questo

- Se si blocca la rotazione
corticale non si ha
sviluppo delle strutture
dorsali




Esperimenti di Spemann (1938)

Isolamento di blastomeri
contenenti la
Prima divisione Semllunﬂ gr'lglCl

di segmentazione

Semiluna
grigia

Separazione dei
blastomeri e

e Sviluppo larve normali

La semiluna grigia e
s\W /ncorporata nelle cellule che
ventrale”  \ iniziano la gastrulazione

Sviluppo Sviluppo
normale normale




La semiluna grigia contiene le cellule che danno 1nizio alla
gastrulazione. Queste cellule formano 1l labbro dorsale del

blastoporo

Spemann 1potizzo che I’tmportanza del materiale della semiluna
grigia stesse nella sua capacita di dare inizio alla gastrulazione e
che alla gastrulazione avvenissero modificazioni decisive
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(A) - trapianto

dorsale del
blastoporo

- Labbro dorsale

del blastoporo

(B)
mario
2 gastrulazuone ~ \p” ri
RS Placca neural
indotta
dal tessuto /
del donatorq
\ I
/ ll\' | 'I ll ,‘"’
/ K [ A ,'/
- | 4
1° gastrulazione \/L//\
Tubo neurale Placqa neurale
(C) /‘ N primario del ricevente
( W Notocorda
‘\ L '\\ prlmana
/ A
an | \\

[
1 f
| {0 /
/ / —/.
N Notocorda
secondaria
{derivata dal
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Spemann e Mangold dimostrano che, di tutti i tessuti della

gastrula a stadi iniziali, solo il labbro dorsale del

blastoporo (derivato dalla semiluna grigia) ha un destino

predeterminato.

Il labbro dorsale di una gastrula iniziale di Triturus
taeniatus (pigmentazione scura, ®) veniva impiantato in
una gastrula iniziale di Triturus cristatus (non pigmentato,

) in corrispondenza della regione destinata a divenire
epidermide ventrale. |l tessuto del donatore origina tutte le
strutture mesodermiche che si formano solitamente dal
labbro dorsale del blastoporo (Hans Spemann, Hinge

Mangold, 1924).

Spemann (1938) definisce il labbro dorsale e i derivati

(notocorda, mesoderma precordale) come
ORGANIZZATORE.
L ’ organizzatore induce la formazione dei tessuti

mesodermici dorsali e del tubo neurale; tale fenomeno di

INDUZIONE & detto INDUZIONE PRIMARIA.



Esperimenti di
Spemann-Mangold

Trapianto del labbro
dorsale del blastoporo

IT sito di gastrulazione

IT embrione con II asse
corporeo

Sede del
traplanto

dorsale del\\'_
blastoporo  “{_F &
T ———

'.-’ Y*\
A Placca neurale i

S indotta \
dal tessuto s
\del donatorﬁ/

1° gastrulazione
Tubo neurale
: ka
primario \\
Notocorda =
primaria Tz

Notocorda
secondaria
(derivata dal
donatore)

= Labbro dorsale
del blastoporo
primario

Placca neurale
del ricevente

Tubo neurale secondario
{derivato dal ricevente,
tranne che per il tessuto
del donatore nella lamin
del pavimento)




(A) Trapianto in una gastrula a stadio iniziale

Ectoderma neurale
presuntivo Epidermide

a presuntiva
\ ,\g

I_I

Piastra neurale

Reglone destinata a Il tessuto nervoso
diventare cute ventrale presuntivo diventava
epidermide

Le cellule di una gastrula ad uno stadio iniziale

si differenziano in relazione alla loro nuova localizzazione



(B) Trapianto in una gastrula a stadio avanzato

Ectoderma neurale
presuntlvo Epidermide
presuntlva

Si forma tessuto
della piastra neurale

I1 destino delle cellule di una gastrula ad uno stadio avanzato era
invece determinato. Non si1 differenziano in relazione alla loro
nuova localizzazione. Il destino prospettico era determinato. o



Blastocele

e
AT
P

RS

Notocorda
presuntiva

Somiti ‘
presuntivi /
Labbro Endoderma Epidermide Invaginazione

dorsale presuntivo presuntiva primaria
del blastoporo

Invaginazione Invaginazione
secondaria primaria

Strutture secondarie
indotte Strutture primarie

Lume del tratto
intestinale

Somiti contenenti Somite
tessuto pigmentato e [ Tubo neurale
non pigmentato Notocorda

Lume del tratto

intestinale




Induzione embrionale primaria

Labbro dorsale del blastoporo

* In grado di indurre tubo neurale e
mesoderma dorsale

» In grado di organizzare un
embrione secondario dotato di
assi antero-posteriore e dorso-
ventrale

ORGANIZZATORE




(A) Frammenti di blastula sezionata danno origine in coltura a tessuti differenti:

Cellule della
calotta animale

Cellule marginali?
(equatoriali) =™

Cellule
vegetative

@ convertita in

Mesoderma

Organizzatore

Segnali che inducono il mesoderma

Ectoderma

Mesoderma

Endoderma

da fattori rilasciati dalle cellule vegetative

il mesoderma dorsale

D
/\ Segnali che inducono

Centro di Nieuwkoop

Nieuwkoop dimostra che le proprieta

dell ’ organizzatore erano indotte

dal > endoderma presuntivo sottostante
(cellule vegetative).
calotta animale

Né la (ectoderma

presuntivo) né quella vegetativa
(endoderma presuntivo) sono in grado, se
isolate, di formare tessuto mesodermico.
Ma se le calotte vengono unite, quella
animale viene indotta a formare strutture

mesodermiche  (notocorda,  muscoli,

sangue, ecc).

Le cellule vegetative piu dorsali

(notocorda, somiti), compreso

| > organizzatore; tali cellule vengono

indicate come Centro di Nieuwkoop.

\_ J




(A)

Cellule

della calotta — | Ectoderma
animale

Cellule

del margine Mesoderma
(equatoriali)

Cellule » | Endoderma
vegetative

(B)

Le proprieta del mesoderma neo formato sono
indotte dalle cellule vegetative




Esperimenti di Nieuwkoop

Dissected blastula fragments give rise

R' mO Zlonhe to different tissue in culture;

cellule
equatoriali e
ricombinazione
calotta animale
e vegetativa
=) STrutture
mesodermiche

Animal —>

cap cells

Equatorial —~ | Mesoderm ]

cells

Vegetal e = 3 '."
cells

Animal and vegetal fragments give mesoderm

— Animal cap (presumptive

ectoderm) 1s converted to
Mesoderm

by factors released

— from vegetal cells




Il segnale dorsale

La polarita dell'induzione dipendeva dalla polarita dorso-
ventrale del frammento di origine endodermica.

Le cellule vegetative dorsali

Le cellule vegetative
ventrali e laterali (vicine al
punto di ingresso dello spz)

Mesoderma
Mesod tral 5 dorsale
esoderma ventrale Ventral B .
. | (mee
(mesenchlma -
1‘1otocorda)

sangue) e imtermedio
(rene)

marginal

zone



Cosa fa
comportare cosi
il centro di
Nieuwkoop?

3 4 Centro di
. VegT, Vg1,Dsh g8 Nieuwkoop

0 Sam

Emette segnali di induzione del mesoderma

. Emette segnali di dorsalizzazione




centro di Nieuwkoop

Organizzatore

Segnali che inducono

. % -catenina
Il mesoderma dorsale

Segnali che inducono il mesoderma Centro di Nieuwkoop

Deplezione sperimentale mediante oligonucleotidi antisenso dell’mRNA codificante la B-catenina “cancella

29

le strutture dorsali; viceversa, iniezione di B-catenina nel lato ventrale dell’embrione determina I’insorgenza

di un secondo asse.
GSK-3 “blocca” le funzioni della B-catenina; GSK-3 attivata reprime il destino dorsale; viceversa, I’assenza

della funzione di GSK-3 determina I’insorgenza di un secondo asse.



Il centro di Nieuwkoop

+ Le cellule vegetative piu dorsali della blastula,
capaci di indurre l'organizzatore sono state
definite “centro di Nieuwkoop”

* Molecole chiave del centro di Nieuwkoop :
- VegT (fattore di trascrizione)
Vgl (fattore paracrino della superfamiglia TGF(3)
Nodal-related (fattore della superfamiglia TGF()
Brachyury
B-catenina




Esperimenti di Gimlich e Gerhart

Donatore (embrione & 32 coll Riceveste (embrione & X2 cell (A) DONATORE RICEVENTE
— — o — - NORMALE IRRADIATO CON UV

Punto di ingresso

Animale Animale Punto di ingresso < dello spermatozoa
dello spermatozo

A

Comtrodi & - Cortro & Assenza
Nwuwkeoop Niecwvkoop di trapianto
del nceverte
e S,

Trapianto

e 5 g ,

Massa embrionale
ventrale priva dell’asse
del corpo

Lembrione si o dleppa sormalmeme

gt AR
e -




(A)

Blastomero vegetativo
piu dorsale

DONATORE ACCETTORE
NORMALE NORMALE

Sito d’ingresso
dello j

spermatozoo
Lato vegetativo
ventrale

Nuovo sito

di gastrulazione

e formazione

di un asse secondario




Il segnale dorsale : 1a B catenina :

Fertilization

Dsh

Dorsal inhibition
of GSK-3

_ Dsh
GSK-3 ali

¥  GSK3
[3-catenin 3-catenin
degraded stable

Cortical rotation

Dorsal enrichment
of B-catenin

Dorsal enrichment
of Dsh

Transcription of
dorsal-specific
regulatory genes

B-catenin

XTcf-3




[nizialmente la p-catenina si ritrova in tutto I’uovo, poi comincia ad

accumularsi sul lato dorsale

Emisfero animale

p-catenina

Wntll e Dishévelled (Dsh)

traslocano dal polo vegetativo al polo
dorsale durante la fecondazione

B-catenina B-catenina

p-catenina p-catenina

p-catenina p-catenina

VegT, Vg1, Dsh_

Emisfero vegetativo



localizzazione B-catenina

Xenopus; 2 blastomeri Xenopus; gastrula

La B—catenina (in rosso) viene sintetizzata a partire da mRNA
materni in tutto I’embrione, quindi accumulata preferenzialmente
al lato dorsale (D).



Funzioni dell'organizzatore

Autodifferenziamento in mesoderma dorsale
(precordale, cordale)

Induzione del mesoderma parassiale (somiti)
Induzione dell'ectoderma dorsale (neurale)

Avvio della gastrulazione




(A) Fecondazione

Spermatozoo

Proteina

Dishevelled (Dsh) l

(B) Rotazione corticale

Trasporto veloce
sui microtubuli

Citoplasma

interno

GBP Dsh

inesina

Microtubuli

-~ - V
il L L

v

7

\

Wnt 11
mRNA

(F)

La chinesina viaggia verso
I’estremita crescente del

Trasporto lento mediante
rotazione corticale

microtubulo quindi in questo
caso verso il punto opposto
all’ingresso dello
spermatozoo, quindi GBPsi
muove verso il futuro lato
dorsale. Anche Dsh si
aggancia a GBP e viene
traslocata lungo 1 microtubuli.



(@) Structure of kinesin (b) Kinesin “walks” along a microtubule track.
Transport iy =2 @ion =
vesicle e

Kinesin

Figure 7-37 Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



(D) Inibizione dorsale Ragglunto il lato
di GSK3 Wat 11 opposto al punto di

GAK3 Dsh, GBP | ingresso dello spz,
‘ Gsks ol | P GPB ¢ Dsh sono
rilasciate dai

. \ microtubuli. Sul

Degradazione : Stabilizzazione futuro lato dorsale
della B-catenina , della B-catenina

dell’embrione,
1nattivano GSK3,
permettendo alla -

(E) Arricchimento dorsale : : catenina di
di B-catenina i pCoN accumulars: sul lato

dorsale, mentre viene
degradata sul Ilato
ventrale .

Presenza
di B-catenina di B-catenina
nei nuclei ventrali nei nuclei dorsali




GSK3 (chinasi glicogeno-sintetasi3)
Aggiunta all’uovo distrugge la B-catenina e blocca la formazione dell’asse.

GSK3 % -catenina

GBP(GSK3 binding protein) e Dsh inattivano GSK3

GBP, Dsh ——p [}-catenina

GSK3

La presenza di Dshe GBP sul lato dorsale non sembra sufficiente a
proteggere la B-catenina. Per attivare la via di protezione deve essere
secreto in loco un fattore paracrinoWntll.




Degradazione /
della B-catenina 43

Stabilizzazione
della B-catenina

MBT

Proteine Geni siamois Geni siamois
Tcf3 e twin B-catenina e twin
Proteine

Repressi

Smad2/4 (attivati
dai fattori paracrini
della famiglia TGF-[3)

\
0) ) ))

Siamois e Twin
|

Trascrizione @

Geni dellorganizzatore
(chordin, noggin, goosecoid, ecc.)

Pz Proteine
| dellorganizzatore
Trascrizione (Cordina, Noggin,

Goosecoid, ecc.)

Gsc attiva le proprieta
di delle
labbro

migrazione
cellule del
dorsale del blastoporo
(embolia ed estensione
convergente) ed attiva

geni fondamentali per la

formazione del
mesoderma anteriore
ed ectoderma

encefalico presuntivo.



Stabilizzazione
della B-catenina

Degradazione
della B-catenina

Proteine Geni siamois Geni siamois
Tcf3 e twin B-catenina e fwin

N\
Tcf3 v
‘ )

0 I |
Proteine

Siamois e Twin
{
Trascrizione @

Smad2/4 (attivati
dai fattori paracrini
della famiglia TGF-)

Geni dellorganizzatore
(chordin, noggin, goosecoid, ecc.)

w _ Proteine
s’ dellorganizzatore

Tracrrizione La (Cordma’ Noggm‘




na
&I
=N
Recatiora del segna

T

gene sia anls"' %
N
* gene twint

Protena Siamois o Twin
——Gene goosacoidt

#

‘Protoina goosecoid

'

Attivita dell'organizzatore




_ Alta concentrazione di _
B-catening ————— > Nodal- ————————————> Organizzatore

related

VegT, Vg1

Bassa concentrazione di
Nodal- —

related

Mesoderma
ventrale




Induzione del mesoderma

(A) Stadio 8 (B) Stadio 9 (C) Stadio 10

Ventrale Dorsale

Organizzatore

VeqgT, Vg1 B-catenina  Xnr Gradiente di BMP4,
Xwnt8 (mesoderma ventrale
e laterale)

_ Alta concentrazione di ,
B-catenina > Nodal- » Organizzatore

related

Bassa concentrazione di Mesoderma
Nodal-

P
related

ventrale



ITnduzione del mesoderma

(A) Stadio 8

Ventrale

VegT, Vgl

B-catening

(B) Stadio 9

(C) Stadio 10

Organizzatore

Gradiente di BMP4,
wnt8 (mesoderma ventrale
e laterale)



(B) Stadio 8 (C) Stadio 9 (D) Stadio 10

Organizzatore

Ventrale

(Co—

VegT, Vgl B-catenina Xnr Gradiente di BMP4

e Xwnt8 (mesoderma
ventrale e laterale)




Induzione del mesoderma

Summary: mesoderm induction in Xenopus

vegetal region
signal 1 {general inducing signal)

e.g. Vg-1, activin _ _
induction

/ signal 2

orsal mesoderm with
ventral mesoderm :
Spemann organizer

signal 3: ventralizing signeN %ignal 4: dorsalizing signal
e.g. BMP-4, Xwnt-8

_ e.g. nogain, chordin
patterning of mesoderm



Induzione dell ectoderma

Alcune parti del’embrione L’organizzatore secerne
induconol’ectoderma a molecole che bloccano le BMP
diventare epidermide consentendo all’ectoderma di
mediante secrezione di BMP diventare tessuto neurale




Molecole
# “Inibitrici di
BMP

marginal

[’ectoderma ¢ indotto a diventare epidermide quando si1 lega alle
proteina morfogenetiche dell’osso (BMP), mentre il sistema nervoso
s1 forma da quella regione dell’ectoderma che viene protetta dalla
induzione a epidermide da parte delle molecole inibitrici delle BMP



Induzione dell’ectoderma neurale:
inibizione delle BMP

attivano

Ventral |

1

marginal notochord
zone




Proteine secrete dai centri di segnalazione
dorsali e ventrali nella gastrula di Xenopus
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Gli Induttori dell epidermide

Gli induttori dell’epidermide sono la proteina morfogenetica dell’osso BMP4 e i suoi affini

BMP2, BMP7 e ADMP (anti-dorsalizing morphogenetic protein).

Inizialmente BMP ¢ espressa in tuttala regione ectodermica e mesodermica della blastula
avanzata. Nel corso della gastrulazione gli mRNA di BMP4 sono limitati alla zona
marginale ventro-laterale.

Polo animale

Ectoderma neurale
L epidermide  Dorsie
e’ 1struita dal | Aoy MOLECOLE
L > DELCORGANIZZATORE:
Segnale BMP L\ [ Cordina, Noggin,

Follistatina, Xnr3

Endoderma dorsale

Polo vegetativo

L"orgarnizzatore agisce bloccando il
segnale BMP, impedendo che
raggiunga |’ectoderma sovrastante




