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In che modo i mitocondri regolano la movimentazione di
calcio intracellulare negli spermatozoi di suino?
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Background - La capacitazione, processo mediante il quale i gameti maschili acquisiscono la capacita di
fecondare I'oocita, & un processo complesso che coinvolge anche modificazioni dell'attivitd mitocondriale degli
spermatozoi. Si assiste a un aumento della produzione di energia [1] ed il calcio intracellulare si accumula nella
testa e nel segmento intermedio della coda degli spermatozoi [2], mentre nel gamete a riposo il calcio si trova
negli acrosomi, nei mitocondri e nelle strutture della membrana nucleare del collo [3,4]. Durante la
capacitazione, inoltre, il calcio & utilizzato come messaggero secondario nell’attivazione della protein chinasi
A, un importante intermediario del processo capacitativo [6-8]. Nei mitocondri il trasporto di calcio da altri siti
di stoccaggio, con relativo aumento di concentrazione, innesca meccanismi di apoptosi cellulare nelle cellule
somatiche [5], un processo che presenta analogie con la capacitazione spermatica.

Scopo del lavoro - L'obiettivo delle ricerche & lo studio dei meccanismi mitocondriali di regolazione del
movimento del calcio cellulare durante la capacitazione in vitro degli spermatozoi di suino.

Materiali e metodi - In questo studio verranno effettuati due esperimenti. Nel primo esperimento, al fine di
valutare la movimentazione citoplasmatica del calcio, spermatozoi di suino saranno incubati per 4 ore in diversi
media:

- Non capacitante

- Capacitante

- Capacitante senza calcio o con EGTA (chelante del calcio)

- Capacitante con Ru360 (inibitore del mitochondrial calcium uniporter (MCU)) [9]

- Capacitante con BAPTA (chelante del calcio intracellulare) [10]

Nel secondo esperimento, al fine di valutare I'uptake di calcio nei mitocondri, gli spermatozoi saranno incubati
per 4 ore in diversi media:

- Non capacitante

- Capacitante

- Capacitante senza calcio

- Capactitante con erastina (inibitore dei “voltage dependent anionic channels” VDAC2/VDAC3) [11]

In entrambi gli esperimenti si analizzerd la motilita utilizzando il sistema CASA, I'attivitd mitocondriale valutando
la respirazione mitocondriale e la produzione di ATP, il grado di capacitazione degli spermatozoi e la
movimentazione del calcio intracellulare mediante microscopia a fluorescenza, citometria a flusso e Western
blotting, I'attivitd del citocromo C mediante colorimetria.



Risultati e conclusioni - | risultati che ci proponiamo di ottenere dovrebbero permetterci di chiarire il ruolo dei
mitocondri nella movimentazione dei depositi di calcio intracellulare durante la capacitazione in vitro e nel
controllo dei canali del calcio MCU e VDAC2/VDACS3.
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