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1. Introduzione 

1.1 Il phylum Cnidaria  

Il phylum Cnidaria comprende più di 9000 specie; gli cnidari rappresentano i Metazoi 

primitivi, cioè i più semplici organismi pluricellulari che hanno raggiunto il livello di 

organizzazione tissutale. La caratteristica che li pone alla base della filogenesi dei 

metazoi, subito dopo i poriferi, è la presenza, in gran parte del phylum, di due strati 

cellulari, l’ectoderma e l’endoderma (o gastroderma). Si differenziano infatti da tutti 

gli altri metazoi per l’assenza di un mesoderma, anche se ormai diverse ricerche 

sostengono il contrario ed evidenze istologiche e dati sperimentali supportano 

l’esistenza di una differenziazione mesodermica in tutte le classi di cnidari (Seipel e 

Schmid, 2006; Boero et al., 2007). Le cellule di tutti gli cnidari sono immerse in una 

matrice extracellulare definita mesoglea (Argano et al., 2007). Alcune cellule, capaci 

di secernere muco, rivestono l'intero animale di uno strato protettivo mucillaginoso. 

Una singola apertura rappresenta l'ingresso alla cavità gastrovascolare, manca un ano 

e le sostanze indigeste vengono espulse direttamente tramite l'apertura orale. 

L'epidermide contiene diversi tipi di cellule; queste includono cellule 

epiteliomuscolari che si contraggono e permettono il movimento, cellule interstiziali 

che danno origine a molti altri tipi di cellule, come cellule uovo e spermatozoi, 

cnidociti ovvero cellule specializzate proprie degli cnidari, cellule che secernono 

muco, e cellule recettoriali e nervose che raccolgono e trasmettono informazioni 

sensoriali. Poiché le cellule sono a diretto contatto con l'acqua, gli cnidari sono 

sprovvisti di sistemi escretore, circolatorio e respiratorio specializzati; anche i sistemi 

nervoso e sensoriale sono presenti. La simmetria del corpo è tipicamente radiale o 

bilaterale. 

Il phylum degli cnidari è caratterizzato per la presenza di due forme distinte: il polipo 

e la medusa. I polipi, generalmente sessili, sono cilindrici con i tentacoli solo ad una 
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estremità del corpo; le meduse sono planctoniche e la loro mesoglea è 

considerevolmente meno spessa che nei polipi. Gli cnidari comprendono sia forme 

solitarie che coloniali, sono prevalentemente carnivori grazie alla loro abilità di 

paralizzare e catturare le prede per mezzo delle nematocisti. La presenza di fossili di 

polipo e meduse è documentabile a partire dal Precambriano (Scrutton, 1979). 

Le classi di cnidari attualmente riconosciute dalla maggior parte dei sistematici sono 

gli Antozoa, Cubozoa, Scyphozoa e Hydrozoa. L'unica classe probabilmente priva di 

tossine è quella dei Myxozoa, un gruppo di circa 2000 animali piccoli parassiti che 

solo recentemente sono stati mostrati appartenere a questo phylum.  

Per molto tempo è stata discussa quale classe fosse alla base nell’evoluzione del 

phylum, tuttavia, con l'avvento delle metodologie molecolari filogenetiche e 

biologiche e sulla base del sequenziamento degli acidi nucleici, è stato possibile 

concludere con sicurezza che gli Antozoi sono il gruppo base nell’albero filogenetico 

(Fig. 1) (Bridge et al.,1995; Collins et al., 2006; Turk & Kem 2009; Collins, 2009). 

Queste conclusioni sono basate su una considerazione sintetica della morfologia 

(Salvini-Plawen, 1978), poi supportata da dati di rDNA 18S (Wainwright et al., 1993; 

Collins, 1998), e più recentemente confermata dall'analisi di molte sequenze espresse 

da trascritti genici (expressed sequence tags, o EST) (Dunn et al., 2008). 
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Fig. 1 Albero filogenetico semplificato del phylum Cnidaria (Collins 2009). Sono state considerate 

solo le relazioni tra le varie classi di cnidari 

 

L’analisi filogenetica degli Cnidaria rappresentata in fig.1 ha confermato che gli 

Antozoi sono il sister clade dei Medusozoa, un'ipotesi che è sostenuta dalla 

morfologia (Salvini-Plawen, 1978; Bridge et al., 1995), dalla struttura genomica 

mitocondriale (Bridge et al., 1992), e da sequenze di rDNA (Berntson et al., 1999; 

Kim et al., 1999; Medina et al., 2001; Won et al., 2001; Collins, 2002). Gli Antozoi si 

ipotizzano composti da due sister cladi rappresentati da Octocoralli ed Esacoralli. I 

Medusozoa sono rappresentati da quattro classi: Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa e 

Staurozoa (Fig. 1).  

 

1.2 Biotossine  

L’utilizzo da parte degli animali di veleni per l'alimentazione, la difesa e altre 

interazioni interspecifiche sono il risultato di un lungo processo evolutivo che ha 

avuto luogo in e tra diversi taxa. Visto che l'uso di veleni è una strategia di diverse 

specie per sopravvivere in un ambiente specifico, non sorprende che i componenti di 

questi veleni spesso esercitino effetti specifici e potenti. Per questa stessa ragione i 
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veleni degli animali sono per gli scienziati una fonte interessante di molecole 

bioattive comunemente note come tossine (Aneiros and Garateix, 2004). Le 

biotossine sono sostanze organiche prodotte dagli organismi vegetali e animali che, 

quando vengono introdotte in altri organismi, esplicano su questi azioni biologiche 

diverse modificando profondamente alcune funzioni e causando la morte se la 

quantità somministrata raggiunge la dose letale (Ghiretti & Cariello 1984). 

L’ambiente marino è popolato da una moltitudine di organismi che, per sopravvivere 

all’accanita competizione hanno adottato diversi meccanismi di difesa ed offesa 

molto efficaci tramite l’utilizzo di biotossine. Lo studio di tali sostanze è sempre in 

continuo progresso, sia per ridurre i rischi diretti, ma soprattutto perché da queste è 

possibile trarre importanti applicazioni in campi che spaziano dalla biologia alla 

farmacologia. Si tratta infatti di molecole di origine biologica con ruolo attivo nello 

sviluppo e nell’esecuzione di svariate funzioni antivirali, antitumorali, antibatteriche 

utili anche nella sperimentazione clinica per il trattamento di specifiche patologie 

(Kumar et al., 2010). Attualmente circa il 45% degli agenti terapeutici riportati nelle 

farmacopee sono di origine naturale o derivano direttamente da molecole naturali 

(Blunt et al., 2004). L’ambiente marino è quindi un’enorme risorsa di prodotti 

bioattivi naturali per la scoperta di potenti agenti chemio terapeutici molti dei quali 

presentano caratteristiche strutturali/chimiche non trovate nei prodotti naturali 

terrestri. Il numero di prodotti naturali isolati da organismi marini è cresciuto 

rapidamente (Marinlit, 2007) e centinaia di nuovi composti vengono scoperti ogni 

anno (Proksch and Muller, 2006). Negli ultimi decenni, infatti, sono stati isolati 5000 

prodotti del metabolismo secondario di organismi marini come nuovi composti 

chimici con potenziale terapeutico (Newman et al., 2000).  

Non è possibile dare delle biotossine animali un quadro unitario dal punto di vista del 

loro significato fisiologico o della loro azione farmacologica né da quello della loro 
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natura chimica. A volte sono state elaborate nel corso dell’evoluzione come mezzi di 

cattura del cibo o come armi di difesa e di offesa. Alcune biotossine animali 

potrebbero essere composti intermedi di processi metabolici che casualmente 

risultano tossici per altri animali. Per quanto riguarda la natura chimica, le biotossine 

possono essere sostanze molto semplici che diffondono rapidamente dai tessuti che le 

hanno prodotte e passano nell’ambiente liquido esterno e lo avvelenano; in moltissimi 

casi sono invece sostanze di natura proteica o peptidica che esplicano la loro azione 

solo quando vengono introdotte nel corpo degli altri organismi. Alcune biotossine 

sono semplici derivati amminici e fenolici a basso peso molecolare; altri sono peptidi 

formati da pochi amminoacidi; altre, infine, proteine di peso molecolare elevato. 

Faulkner (Faulkner, 2000; Faulkner, 2001; Faulkner, 2002), Blunt (Blunt et al., 2008; 

Blunt et al., 2006), e Mayer (Mayer & Gustafson 2005; 2006; Mayer & Hamann 

2005; Mayer & Lehmann, 2001; Mayer 1999; Mayer et al., 2009; Mayer & Lehmann, 

2000) hanno fornito un ampio riesame del numero totale di prodotti naturali marini 

scoperti, e quelli con una significativa attività farmacologica preclinica e clinica per 

gli anni 1998-2006. 

Durante il 2007-2008 sono stati studiati nuovi prodotti naturali marini antibatterici 

isolati da batteri marini, funghi, spugne, vermi e pesci (Tabella 1)(Mayer et al., 2011). 

In tabella 2 sono riportate le attività farmacologiche, antibatteriche, antimicotiche, 

antiprotozoi, antitubercolari, e antivirali dei prodotti naturali marini del 2009-2011 

(Mayer et al., 2013). 
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Tabella 1. Farmacologie Marine nel 2007–8: composti marini con attività antibatterica, 

anticoagulante, antimicotiche, antimalarica, antiprotozoa, antitubercolare, ed antivirale (Mayer et 

al., 2011) 

Drug class Compound/organism Chemistry Pharmacologic activity MMOA References 

Antibacterial Ascochytatin/fungus Polyketide B. subtilis inhibition TCS (YycG and YycF) 

regulatory system 

(Kanoh et al.,2008b) 

Antibacterial L-Amino acid oxidase SSAP/rockfish Protein A. salmonicida, P. damselae subsp. piscida and 

V. parahaemolyticus inhibition 

H2O2 mediates the 

antibacterial action 

(Kitani et al.,2008) 

Antibacterial Arenicin-1/polychaete Peptide P. aeruginosa and S. aureus inhibition Binding and disruption 

of cell membrane 

(Lee et al., 2007) 

Antibacterial Isoaaptamine/sponge Alkaloid S. aureus inhibition Sortase A inhibition and 
fibronectin binding 

 

(Jang et al.,2007c) 
 

Antibacterial Dysidea sp. Sesterterpenes/sponge 

 

Terpenoid B. subtilis inhibition Isocitrate lyase inhibition (Lee et al., 2008) 

Antibacterial Sulfoalkylresorcinol /fungus Polyketide Methicillin-resistant S. aureus inhibition 

 

FtsZ polymerization 

inhibition 

 

(Kanoh et al., 2008a) 

Antibacterial Ambiguines H and I/bacterium 

 

Alkaloid S. albus and B. subtilis inhibition Undetermined (Raveh andCarmeli, 

2007) 

Antibacterial Ariakemicins A and B/bacterium Polyketide S. aureus inhibition Undetermined (Oku et al.,2008) 

Antibacterial Ayamycin/bacterium Polyketide Gram-positive and -negative bacteria inhibition 

 

Undetermined (El-Gendy et al., 

2008a) 
 Antibacterial Batzelladine L and M/sponge 

 

Alkaloid S. aureus and methicillinresistant S. aureus 

inhibition 

 

Undetermined (Hua et al.,2007) 

Antibacterial L. herbacea diphenyl ether/sponge 

 

Polyketide B. subtilis inhibition Undetermined (Hanif et al.,2007) 

 Antibacterial Essramycin/bacterium Alkaloid B. subtilis, S. aureus and M. luteus inhibition 
 

Undetermined (El-Gendy et al., 
2008b) 

Antibacterial (+)-Isojaspic acid/sponge Terpenoid S. epidermis inhibition Undetermined (Rubio et al.,2007) 

Antibacterial Lynamicins A–D/bacterium 

 

Alkaloid Methicillin-resistant S. aureus inhibition 

 

Undetermined (McArthur et al., 

2008) 

 Antibacterial Lipoxazolidinones A and B/bacterium 

 

Polyketide Staphylococcus sp.,S. pneumoniae, E. faecalis 

inhibition 

 

Undetermined (Macherla et al.,2007) 

 

Antibacterial Marinopyrrole A/bacterium Alkaloid Methicillin-resistant S. aureus inhibition Undetermined (Hughes et al.,2008) 

Antibacterial (–)-Microcionin-1/sponge Terpenoid M. luteus inhibition Undetermined (Gaspar et al.,2008) 

Antibacterial Phomolide B/fungus Polyketide E. coli inhibition Undetermined (Du et al., 2008) 

Antibacterial Sargaquinoic acid derivative/alga 

 

Terpenoid S. aureus inhibition Undetermined (Horie et al.,2008) 

Antibacterial Tauramamide/bacterium Peptide Enterococcus sp. inhibition Undetermined (Desjardine et al., 

2007) 

 Anticoagulant Anticoagulant polypeptide 

(TGAP)/bivalve 

 

Protein Inhibition of factor IIto IIa conversion Specific binding to 

factor Va and factor II 

(Jung et al.,2007b) 

Antifungal Odonthalia corymbifera 
bromophenols/alga 

 

Polyketide Magnaporthe grisea inhibition 
 

Isocitrate lyase 
inhibition 

 

(Lee et al., 2007) 

Antifungal Callipeltins J and K/sponge 

 

Peptide C. albicans inhibition Undetermined (D'Auria et al.,2007) 

Antifungal Holothurin B/sea cucumber Triterpenoid 

glycoside 

T. mentagrophytes and S. schenckii inhibition 

 

Undetermined (Kumar et al.,2007) 

Antifungal Neopeltolide/sponge Polyketide C. albicans inhibition Undetermined (Wright et al.,2007) 

Antifungal Pedein A/bacterium Peptide R. glutinis, S. Cerevisae and C. albicans 

 

Undetermined (Kunze et al.,2008) 

Antifungal Pseudoceratins A and B/sponge 

 

PKS/NRPS C. albicans and mutant S. cerevisae inhibition 

 

Undetermined (Jang et al.,2007b) 

Antimalarial (E)-Oroidin and (E)-oroidin 
TFA salt/sponge 

 

Alkaloid P. falciparum K1 strain inhibition FabI inhibition (Tasdemir et al., 
2007) 

 Antimalarial Dragomabin/bacterium Peptide P. falciparum W2 strain inhibition Undetermined (McPhail et al., 2007) 

Antimalarial Venturamides A and B/bacterium 

 

Peptide P. falciparum W2 strain inhibition 

 

Undetermined (Linington et al., 

2007) 

Antimalarial Nodulisporacid A/fungus Polyketide P. falciparum 94 strain inhibition 

 

Undetermined (Kasettrathat 

et al., 2008) 

Antimalarial Streptomyces sp. H668 
polyether/bacterium 

 

Polyketide P. falciparum D6 and W2 strain inhibition Undetermined (Na et al., 2008) 
 

Antimalarial Tumonoic acid I/bacterium Polyketide P. falciparum D6 and W2 strain inhibition Undetermined (Clark et al.,2008) 

Antimalarial Chaetoxanthone B/fungus Polyketide P. falciparum K1 strain inhibition Undetermined (Pontius et al.,2008a) 

Antiprotozoal Plakortide P/sponge Polyketide Inhibition of L. chagasi and T. cruzi Undetermined though 
not involvingnitric oxide 

 

(Kossuga et al.,2008) 
 

 Antiprotozoal Viridamides A and B/bacterium 
 

Peptide  Inhibition of L. mexicana and T. cruzi 
 

Undetermined (Simmons et al.,2008) 

Antiprotozoal Chaetoxanthone B/fungus Polyketide T. cruzi Tulahuen C4 strain inhibition Undetermined (Pontius et al., 2008a) 

Antituberculosis Bipinnapterolide B/coral Terpenoid M. tuberculosis inhibition Undetermined (Ospina et al.,2007) 

Antituberculosis 8′-O-Demethylnigerone and 8′-O-

demethylisonigerone/fungus 
 

Polyketide M. tuberculosis inhibition Undetermined (Zhang et al.,2008) 

Antituberculosis Caribenols A and B/soft coral 

 

Terpenoid M. tuberculosis inhibition Undetermined (Wei et al.,2007) 

Antituberculosis Parguesterols A and B/sponge Triterpenoid M. tuberculosis inhibition Undetermined (Wei et al.,2007) 

Antituberculosis Spiculoic acids/sponge 

 

Polyketide M. tuberculosis inhibition Undetermined (Berrue et al.,2007) 

Antiviral Esculetin ethyl ester/sponge 

 

Polyketide SARS-Corona virus viral protease 3CL 

inhibition 

Undetermined (de Lira et al.,2007) 

Antiviral Cryptonemia crenulata galactan/alga 
 

Polysaccharide Dengue type 2 inhibition Inhibition of viral 
binding and cell 

penetration 

(Talarico et al., 2007) 

Antiviral 6,6′-Bieckol/alga Shikimate Inhibition of HIV-1 infection 
 

Viral p24 antigen 
production and reverse 

transcriptase inhibition 

(Artan et al., 2008) 
 

Antiviral Dolabelladienetriol/alga Terpenoid Inhibition of HIV-1 replication Noncompetitive 

inhibition of reverse 

transcriptase 

(Cirne-Santos et al., 

2008) 

Antiviral Mirabamides A, C and D/sponge 

 

Peptide Inhibition of HIV-1 fusion InteractionwithHIV-1 

envelope glycoproteins 

(Plaza et al., 2007) 

Antiviral Sulfated SPMG/alga Polysaccharide Inhibition of HIV-1infection Inhibition of HIV-1 

Tatinduced angiogenesis 

 

(Lu et al., 2007) 
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Tabella 2. Farmacologie Marine nel 2009–2011: composti marini con attività antibatterica, antimicotica, antitubercolare, 

antivirale ed antiprotozoa (Mayer et al., 2013) 

Drug class Compound/organism Chemistry Pharmacologic activity MMOA References 

Antibacterial chrysophaentin A/alga  Shikimate Methicillin-resistant S. aureus inhibition Inhibit GTPase activity 

of FtsZ 

(Plaza et al., 2010)  

 
Antibacterial H. salinus phenethylamine/bacterium Shikimate Quorum sensing inhibition Inhibit homoserine 

lactone receptor binding 

(Teasdale et al.,2009) 

 

Antibacterial lyngbyoic acid/cyanobacterium Fatty acid Quorum sensing inhibition Inhibit homoserine 
lactone receptor LasR 

(Kwan et al., 2013)  
 

Antibacterial (−)-discorhabdin Z/sponge Alkaloid M. luteus inhibition Sortase A inhibition (Jeon et al., 2010)  
 Antibacterial agelasine D/sponge Terpene S. epidermis inhibition Undetermined (Hertiani et al., 2010) 

 Antibacterial aqabamycin E/bacterium Alkaloid P. vulgaris inhibition Undetermined (Al-Zereini et al., 2010)  
 Antibacterial bacillistatins 1–2/bacterium Peptide S. pneumoniae inhibition Undetermined (Pettit et al., 2009)  

 Antibacterial bromophycolides/alga Terpene Methicillin-resistant S. aureus inhibition Undetermined (Lane et al., 2009)  

 Antibacterial caboxamycin/bacterium Alkaloid B. subtilis inhibition Undetermined (Hohmann et al., 2009)  

 Antibacterial crossbyanol B/cyanobacterium Polyketide Methicillin-resistant S. aureus inhibition Undetermined (Choi et al., 2010)  

 Antibacterial C. dellechiajei alkaloids/ascidian Alkaloid E. coli & M. luteus inhibition Undetermined (Bontemps et al., 2010)  

 Antibacterial 7,20-diisocyanoadociane/sponge Terpene E. coli & V. harvey inhibition Undetermined (Wright et al., 2011)  

 Antibacterial eusynstyelamide F/bryozoa Peptide S. aureus inhibition Undetermined (Tadesse et al., 2011) 

 Antibacterial knightol/coral Terpene Marine Gram + bacteria inhibition Undetermined (Tello et al., 2009) 

 Antibacterial MC21-B/bacterium Shikimate Methicillin-resistant S. aureus inhibition Undetermined (Isnansetyo e Kamei, 2009)  

 Antibacterial motualevic acid F/sponge Fatty acid Methicillin-resistant S. aureus inhibition Undetermined (Keffer et al., 2009)  
 Antibacterial Nacardiopsis thiopeptide/bacterium Peptide Vancomycin-resistant E. faecium inhibition Undetermined (Engelhardt et al.,2010) 

 Antibacterial neurymenolides A–B/alga Polyketide Methicillin-resistant S. aureus inhibition Undetermined (Stout et al., 2009) 

Antibacterial Pseudoalteromonas sp. 

 metabolites/bacterium 

Polyketide Methicillin-resistant S. aureus inhibition Undetermined (Feher et al., 2010) 

 

Antibacterial pseudopterosin U/coral Terpene S. aureus inhibition Undetermined (Correa et al., 2011) 

 Antibacterial P. vesiculosa β-carboline/bryozoa Alkaloid B. subtilis inhibition Undetermined (Till e Prinsep, 2009)  
 Antibacterial salinisporamycin/bacterium Polyketide S. aureus inhibition Undetermined (Matsuda et al., 2009) 

 Antibacterial synoxazolidinone A/ascidian Peptide C. glutamicum inhibition Undetermined (Tadesse et al., 2010) 

 Antifungal geodisterol sulfates h/sponge Steroid C. albicans & S. cerevisiae inhibition MDR1 efflux pump 

inhibition 

(Di Girolamo et al., 

2009)  
 Antifungal theonellamide F/sponge Peptide ND Activate 1,3-β-D-glucan 

synthesis 

(Nishimura et al., 2010) 

 

Antifungal P. vesiculosa β-carboline/bryozoa Alkaloid B. subtilis inhibition Undetermined (Till e Prinsep, 2009) 

 Antifungal citronamide A/sponge Peptide S. cerevisiae inhibition Undetermined (Carroll et al., 2009)  
 Antifungal marmoratoside A & 17 

-hydroxyimpatienside A/sea cucumber 

Steroid 

glycoside 

C. albicans inhibition Undetermined (Yuan et al., 2009)  

 

Antifungal saadamycin/bacterium Polyketide C. albicans, Aspergillus & Cryptococcus 

inhibition 

Undetermined (El-Gendy e El-Bondkly, 

2010)  

 Antifungal theopapuamides B & C/sponge Peptide C. albicans inhibition Undetermined (Plaza et al., 2009)  

 Antimalarial plakortin/sponge Polyketide P. falciparum D10 & W2 strain inhibition Toxic carbon-radical (Taglialatela-Scafati et 
al., 2010) 

 Antimalarial homogentisic acid/sponge Shikimate P. falciparum FcB1 strain inhibition Pfnek-1 enzyme inhibition (Lebouvier et al., 2009)  

 Antimalarial batzelladine alkaloids/sponge Alkaloid P. falciparum FcB1 strain inhibition Undetermined (Laville et al., 2009)  

 Antimalarial bromophycolides/alga Terpene P. falciparum 3D7 strain inhibition Undetermined (Lane et al., 2009)  
 Antimalarial Bromophycolides R, S, U)/alga Terpene P. falciparum 3D7 strain inhibition Undetermined (Lin et al., 2010)  

 Antimalarial (+)-7-bromotrypargine/sponge Alkaloid P. falciparum Dd2 & 3D7 strain inhibition Undetermined (Davis et al., 2010)  
 Antimalarial C. hooperi diterpene/sponge Terpene P. falciparum F85, D6, W2 strain inhibition Undetermined (Wright et al., 2011; 

Wright et al., 2009) 

Antimalarial epiplakinidioic acid/sponge Polyketide P. falciparum W2 strain inhibition Undetermined (Jiménez-Romero et al., 2010) 

 
Antimalarial gallinamide A/bacterium Peptide P. falciparum W2 strain inhibition Undetermined (Linington et al., 2009)  

 Antimalarial gracilioether B/sponge Polyketide P. falciparum ItG strain inhibition Undetermined (Ueoka et al., 2009)  
 Antimalarial 8-isocyanoamphilecta-11, 15 

-diene/sponge 

Terpene P. falciparum K1 strain inhibition Undetermined (Wattanapiromsakul et 

al., 2009) 

 Antimalarial lagunamides A & B/bacterium Peptide P. falciparum NF54 strain inhibition Undetermined (Tripathi et al., 2010) 

 Antimalarial manadoperoxide C/sponge Polyketide P. falciparum W2 strain inhibition Undetermined (Fattorusso et al., 2010)  

 Antimalarial 3,4-dihydro-manzamine J N- 

oxide/sponge 

Alkaloid P. falciparum K1 strain inhibition Undetermined (Yamada et al., 2009)  

 

Antimalarial neopetrosiamine A/sponge Alkaloid P. falciparum inhibition Undetermined (Wei et al., 2010)  

 Antimalarial psammaplysin F/sponge Peptide P. falciparum 3D7 strain inhibition Undetermined (Yang et al., 2010)  
 Antiprotozoal C. cervicornis diterpene/alga Terpene L amazonensis inhibition Mitochondrial swelling 

& damage 

(Dos Santos et al., 2011)  

 

Antiprotozoal agelasine analogs/synthetic Terpene L. infantum, T. brucei brucei & T. cruzi inhibition Undetermined (Vik et al., 2009)  

 Antiprotozoal almiramides B & C/bacterium Peptide L. donovani inhibition Undetermined (Sanchez et al., 2010)  
 Antiprotozoal convolutamine I/bryozoan Alkaloid T. brucei brucei inhibition Undetermined (Davis et al., 2011)  

 Antiprotozoal longamide B & dibromopalau’ 

 amine/sponge 

Alkaloid L. donovani & T. brucei rhodesiense inhibition Undetermined (Scala et al., 2010)  

 

Antiprotozoal L. variegata SQDG’s/alga Glycolipid E. histolytica & T. vaginalis inhibition Undetermined (Cantillo-Ciau et al., 2010)  

 Antiprotozoal 3,4-dihydro-manzamine J N 

-oxide/sponge 

Alkaloid T. brucei brucei inhibition Undetermined (Yamada et al., 2009) 

 

Antiprotozoal (+)-muqubilone B/sponge Terpene T. brucei brucei inhibition Undetermined (Rubio et al., 2009)  

 Antiprotozoal norselic acids A–E/sponge Steroid Leishmania sp. inhibition Undetermined (Ma et al., 2009) 
 Antiprotozoal pandaroside G & methyl ester/sponge Steroid 

glycoside 

L. donovani & T. brucei rhodesiense inhibition Undetermined (Regalado et al., 2010) 

 

Antiprotozoal Plakortis sp. polyketide/sponge Polyketide T. brucei brucei inhibition Undetermined (Feng et al., 2010)  

 Antiprotozoal valinomycin/bacterium Peptide L. major & T. brucei brucei inhibition Undetermined (Pimentel-Elardo et al.,  
2010) 

 Antituberculosis hymenidin/sponge Alkaloid M. tuberculosis H37Rv inhibition Undetermined (Vicente et al., 2009)  

 Antituberculosis trichoderins A, A1, B/fungus Peptide M. tuberculosis H37Rv strain inhibition Undetermined (Pruksakorn et al.,2010)  

 Antituberculosis neopetrosiamine A/sponge Alkaloid M. tuberculosis H37Rv inhibition Undetermined (Wei et al., 2010)  
 Antiviral gyrosanols A & B/soft coral Terpene Human cytomegalovirus inhibition Undetermined (Cheng et al., 2010)  

 Antiviral lobophynin C & ehrenberoxide B/coral Terpene Human cytomegalovirus inhibition Undetermined (Cheng et al., 2010) 

 Antiviral manzamine A/sponge Alkaloid Human herpes simplex virus-1 inhibition Early ICPO gene 

transcription inhibited 

(Palem et al., 2011)  

 

Antiviral xiamycin/bacterium Alkaloid Inhibition of HIV-1 infection Selective inhibition of 

CCR5 tropic HIV 

(Ding et al., 2010)  

 

Antiviral baculiferins/sponge Alkaloid Inhibition of HIV-1 IIIB replication Binding to Vif, 

APOBEC3G & gp41 

(Fan et al., 2010) 

Antiviral celebesides A & C/sponge Peptide Inhibition of HIV-1 infectivity assay Undetermined (Plaza et al., 2009)  
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1.3 Tossine degli cnidari 

Molti organismi si sono evoluti in maniera tale da essere in grado di produrre prodotti 

chimici velenosi o tossici che gli garantiscono la sopravvivenza in un ambiente ostile 

e pieno di competitori quali i mari e gli oceani. Gli cnidari sono il phylum animale da 

cui sono stati isolati il maggior numero di composti tossici. Le tossine sono delle vere 

e proprie armi di difesa che in alcuni casi vengono elaborate dagli stessi animali, 

mentre in altri casi o vengono prodotte da organismi simbionti o vengono assunti 

attraverso l'alimentazione. Fino a qualche tempo fa l’interesse da parte della comunità 

scientifica era volto solo ad animali velenosi per l’uomo di origine terrestre (Cartè 

1996); nell’ultimo decennio, invece, è cresciuta l’attenzione, soprattutto nei confronti 

degli cnidari, rivolta alle biotossine isolate da organismi marini. Le tossine di questi 

animali possono essere utilizzate come sonde molecolari per l'analisi di canali ionici 

coinvolti nella segnalazione elettrica, nelle risposte immunitarie e in altri processi di 

trasduzione del segnale di interesse biomedico. 

I tessuti ed il muco prodotto dagli cnidari possono avere un ruolo nella difesa 

immunitaria (Hessinger and Lenhoff, 1988) e contengono una grande varietà di 

peptidi che agiscono come neurotossine o citolisine. Nei tessuti degli cnidari sono 

presenti speciali cellule mucipare che rilasciano una secrezione mucosa che svolge 

una potente azione antimicrobica. Per gli idrozoi, scifozoi e antozoi è dimostrato un 

ruolo centrale dalle tossine rilasciate dalle nematocisti. 

 

1.3.1 Nematocisti 

Gli cnidari posseggono un vero armamentario costituito da una miriade di organuli 

microscopici su tutta la superficie del corpo e dei tentacoli che vengono “sparati” 

contro il nemico. Questi organuli si chiamano nematocisti, ovvero cnidocisti che 
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vengono utilizzate per catturare prede, solitamente iniettando un veleno e che 

vengono elaborate all'interno dell'apparato di Golgi. Mentre ci sono circa 30 tipologie 

di cnidocisti morfologicamente distinte, la maggior parte degli cnidari contiene solo 

alcuni di tutti i tipi possibili; le classi medusozoa presentano la più grande diversità di 

tipi di nematocisti.  

Le nematocisti sono costituite da una capsula dotata di un filamento sensorio detto 

cnidociglio, e da un filamento urticante che, allo stato di riposo, è invaginato a spirale 

entro la capsula. Lo cnidociglio possiede una terminazione sensitiva che, se stimolata, 

provoca l’aumento della pressione nella capsula urticante, quindi l’estroflessione del 

filamento come una molla e la secrezione delle tossine attraverso un piccolo orifizio 

posto all'estremità del filamento stesso. Sembra che il sistema nervoso dell’animale 

non sia coinvolto in questa reazione, ma piuttosto che ogni cnidociglio agisca 

indipendentemente, in seguito ad una specifica reazione chimica che avviene tra la 

superficie che entra in contatto con la cisti e la cellule urticante. Infatti, se lo 

cnidociglio viene sfiorato con materiale chimicamente inerte, non si provoca alcuna 

reazione. Le cellule che contengono queste complesse capsule sono chiamate 

cnidociti o nematociti, e sono derivati da cellule staminali chiamate cnidoblasti o 

nematoblasti.  

Il contenuto delle nematocisti è una miscela di sostanze attive a basso e ad alto peso 

molecolare; a livello molecolare, queste tossine agiscono su alcuni dei meccanismi 

fondamentali per la vita cellulare, tra i quali i canali ionici, la permeabilità di 

membrana e le pompe di membrana. Ad esempio, le tossine di alcuni anemoni di 

mare hanno come sito bersaglio i canali del sodio mentre le tossine di alcune meduse 

determinano la formazione di propri canali. L’attenzione sulla ricerca del veleno degli 

cnidari inizialmente si è concentrata sulle nematocisti, che sono state riconosciute 

come l'apparato velenoso degli anemoni di mare e delle meduse da diversi zoologi 
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entro la metà del 19th secolo (Lenhoff e Lenhoff, 1988). Da tessuti ricchi di 

nematocisti, o da diversi parti del corpo sono stati ottenuti diversi composti di natura 

proteica comprese tossine formanti pori o citolisine (Wang et al., 2000; Lanio et al., 

2011; Anderluh e Macek, 2002, Maisano et al., 2013), fosfolipasi (Grotendorst e 

Hessinger, 1999), tossine per i canale Na
+
 (Béress e Meeresforsch 1971; Hessinger e 

Lenho 1988; Norton 1991), inibitori dei canale K
+
 (Aneiros et al., 1993; Castañeda et 

al., 1995; Schweitz et al., 1995; Gendeh, et al., 1997; Minagawa et al., 1998), altre 

neurotossine (Garateix et al.,1992) e anche inibitori delle proteasi (Antuch et al., 

1993; Delfin et al., 1994). Diversi autori hanno suggerito che è possibile che le 

citolisine e le tossine che colpiscono i canali ionici agiscano insieme in modo 

sinergico (Kem et al., 1999). Tuttavia, l'esatta origine di tutte le neurotossine e delle 

citolisine non è del tutto chiara e altre fonti oltre alle nematocisti sembrano 

contribuire alla tossicità degli anemoni di mare (Anderluh e Macek, 2002).  

 

1.3.2 Citolisine 

Si tratta di molecole in grado di provocare direttamente o indirettamente la 

distruzione di una cellula mediante lisi. Un considerevole interesse per questo genere 

di tossine nacque negli anni 70 quando Hessinger e Lenhoff (1973) scoprirono attività 

citolitiche nel veleno delle nematocisti dell’anemone di mare Aiptasia pallida. La 

tossina più rappresentativa di questa classe è l’equinotossina, una molecola prodotta 

da A. equina (Fig. 2), dal peso di 20 kDa. E’ stato dimostrato che l’equinotossina è in 

realtà una miscela di tre isotossine di cui l’equinotossina II è la più abbondante 

(Macek e Lebez, 1988).  
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Fig 2. Struttura tridimensionale di Equinotossina II da Actinia equina 

 

Il meccanismo di azione di queste tossine consiste nella formazione di pori sulla 

membrana cellulare della cellula bersaglio in seguito al legame con lipidi di 

membrana. Questo meccanismo richiede la presenza di ioni Ca
2+

 che provoca tra gli 

altri effetti l’aggregazione dei monomeri per la formazione dei pori. I veleni degli 

scifozoi, cubozoi e idrozoi mostrano spesso attività citolitica (a volte anche emolitica) 

e/o proprietà di depolarizzazione delle membrane (Keen, 1969; Kleinhaus et al., 

1973;. Burnett e Calton, 1977; Walker, 1977; Kihara et al., 1988). Tuttavia, il loro 

isolamento, in particolare dall’estratto tentacolare, è risultato essere estremamente 

difficile, e dunque ha ritardato questo tipo di indagine scientifica. 

La tabella 3 riassume tutte le citolisine degli anemone di mare con la sequenza 

aminoacidica descritta (Frazão et al., 2012). 
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Tabella 3. Citolisine degli anemoni di mare (Frazão et al., 2012) 

Species Toxin 
UniProt/GenBa

nk Accession 

Number 

Toxin 

family 

References 

Actineria villosa Avt-I 
 

Q5R231/ 
AB175824 

 

II (Uechi et al., 2005) 

 

Actineria villosa Avt-II 
 

D2YZQ3/ 
AB512460 

 

II (Uechi  et al., 2010) 
 

Actineria villosa AvTX-60A 
 

Q76DT2/ 

AB107916 
 

MACPF 
 

(Oshiro et al.,  2004)  
 

Actinia equina Equinatoxin-I 
 

P0C1H0/ 
- 
 

II (Macek e Lebez, 
1988) 
 Actinia equina Equinatoxin-Ia 

 

P0C1H1/ 
- 
 

II (Macek e Lebez, 
1988) 
 Actinia equina Equinatoxin-II 

 

P61914/ 
U41661 

II (Macek e Lebez, 
1988; Anderluh et al., 
1996) 

 
Actinia equina Equinatoxin-III 

 

P0C1H2/ 

- 
 

II (Macek e Lebez, 

1988) 
 Actinia equina Equinatoxin-IV 

 

Q9Y1U9/ 
AF057028 

 

II (Anderluh et al., 1999) 

 

Actinia equina Equinatoxin-V 
 

Q93109/ 
U51900 

 

II (Pungercar et al., 
1997) 

 Actinia fragacea Fragaceatoxin C 
 

B9W5G6/ 

FM958450 
 

II (Bellomio et al., 2009) 
 

Actinia tenebrosa Tenebrosin-A 
 

P30833/ 
- 
 

II (Norton et al., 1990) 

 

Actinia tenebrosa Tenebrosin-B P30834/ 
- 
 

II (Norton et al., 1990) 

 

Actinia tenebrosa Tenebrosin-C 
 

P61915/ 
- 
 

II (Simpson et al., 1990) 
 

Anthopleura asiatica Bandaporin 
 

C5NSL2/ 

AB479475 
 

II 
 

 

Heteractis crispa Cytolysin RTX-A 
 

P58691/ 
AY855350 

 

I (Il’ina et al.,  2006) 
 

Heteractis crispa Cytolysin RTX-S-
II 
 

P0C1F8/ 
- 
 

I (Klyshko et al., 2004) 
 

Oulactis orientalis Actinoporin Or-A 
 

Q5I4B8/ 

AY856481 
 

II 
 

(Il’ina et al., 2005) 

 

Oulactis orientalis Actinoporin Or-G 
 

Q5I2B1/ 
AY861662 

 

II 
 

(Il’ina et al., 2005) 

 

Phyllodiscus semoni Pstx-20A 
 

Q8IAE2/ 
AB063314 

 

II 
 

(Nagai et al., 2002) 
 

Phyllodiscus semoni PsTX-60A 
 

P58911/ 

AB063315 
 

MACPF (Nagai et al., 2002) 

 

Phyllodiscus semoni PsTX-60B 
 

P58912/ 

AB201429 
 

MACPF (Nagai et al., 2002) 

 

Radianthus magnifica HMgI 
 

P58689/ 
- 
 

II 
 

(Khoo et al., 1993) 

 

Radianthus magnifica HMgII P58690/ 
- 
 

II 
 

(Khoo et al., 1993) 

 

Radianthus magnifica 
HMgIII 

Q9U6X1/ 

AF170706 
 

II 
 

(Wang et al., 2000) 
 

Radianthus magnifica Hemolytic toxin 
 

P39088/ 
- 
 

II 
 

(Kristan et al., 2009) 

Sagartia rosea 
Cytolysin Src-I 

Q86FQ0/ 
AY247033 

 

II (Jiang et al., 2002) 

Stichodactyla helianthus 
Sticholysin-I 

P81662/ 

AJ009931 
 

II (Huerta et al.,2001) 

Stichodactyla helianthus 
Sticholysin-II 

P07845/ 
AJ005038 

 

II (Huerta et al.,2001) 

Urticina crassicornis 
Uc-I 

P0CG44/ 
- 

 

III (Razpotnik et al., 
2009) 

 Urticina crassicornis 
Urticinatoxin 

C9EIC7/ 
GQ848199 

 

III (Razpotnik et al., 
2010) 

 Urticina piscivora 
Up-1 

P0C1G1/ 

- 
 

III (Cline et al., 1995) 
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1.3.3 Neurotossine specifiche per i canali sodici 

I canali ionici sono un obiettivo comune per molte tossine peptidiche e rappresentano 

un importante target terapeutico per la scoperta di nuovi farmaci. Le neurotossine 

interferiscono con la normale trasmissione di impulsi nervosi influenzando l’apertura 

o la chiusura dei canali ionici.  

Le tossine specifiche per i canali sodici (Fig. 3) sono classificate in tre tipologie sulla 

base della sequenza aminoacidica (Homma e Shiomi, 2006). Le tipologie 1 e 2 sono 

composte da un numero di residui aminoacidici compreso tra 46 e 49 (eccetto per la 

tossina definita AeI di 54 residui aminoacidici e isolata da Actinia equina) (Li net al., 

1996; Homma e Shiomi, 2005); tra le due tipologie esistono inoltre porzioni di 

sequenze conservate nel corso dell’evoluzione che lasciano spazio all’idea di un 

possibile gene ancestrale originario. La tipologia 3 è invece caratterizzata da catene 

polipeptidiche che vanno da un minimo di 27 ad un massimo di 32 residui aminoacidi 

(Homma e Shiomi, 2005). Per quanto riguarda le modalità di azione sui mammiferi 

inerenti alla struttura della molecola, sono stati individuati sei siti differenti di legame 

tossina-canale di cui il sito 3 è il più ricorrente grazie ad un loop all’altezza 

dell’arginina 14 che facilita l’ancoraggio al canale con un successivo prolungamento 

dello stato aperto del canale stesso durante la fase di depolarizzazione di membrana. 

 
Fig. 3 Strutture di varie classi di tossine specifiche per i canali del sodio di anemoni di mare (Norton 

2009). 
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La tabella 4 riassume tutte le tossine specifiche per i canali sodici degli anemone di 

mare con la sequenza aminoacidica descritta (Frazão et al., 2012). 

Tabella 4. Tossine specifiche per i canali del sodio degli anemoni di mare (Frazão et al., 2012) 

Species Toxin UniProt/GenBank 

Accession Number 

Toxin 

family 

Target References 

Actinia equina Ae I 
 

Q9NJQ2/ 

AF130344 
 

Type I - (Lin et al., 1996) 

Anemonia erythraea AETX-I 
 

P69943/ 
- 
 

Type I - (Shiomi et al., 
1997) 
 Anemonia viridis ATX-I 

 
P01533/ 

- 
 

Type I NaV1 (Wunderer e Eulitz 
1978) 

Anemonia viridis ATX-II 

 

P01528/ 

- 
 

Type I 

 

Binds to site 3. 
DmNaV, SCN2A and 

SCN5A 

 

(Wunderer et al., 

1976) 
 
 Anemonia viridis ATX-III 

 
P01535/ 

- 

 

Sea anemone 
short toxin 

family 

 

NaV1 (Martinez e 
Kopeyan et al., 

1977) Anemonia viridis 
ATX-V 

P01529/ 
- 
 

Type I - (Scheffler et al., 
1982) 

Antheopsis maculata Am-3 
 

P69928/ 
AB180687 

 

Type I - 

 

(Honma et al., 
2005) 

Anthopleura 

elegantissima 

 

Anthopleurin-

C 
 

P01532/ 

- 
 

Type I - (Norton, 1981) 

Anthopleura 

elegantissima 

 

APE 1-1 
 

P0C1F0/ 
- 

 

Type I - (Bruhn et al., 2001) 

Anthopleura 

elegantissima 

 

APE 1-2 
 

P0C1F1/ 
- 

 

Type I - (Bruhn et al., 2001) 

Anthopleura 

elegantissima 

 

APE 2-1 
 

P0C1F2/ 
- 
 

Type I - (Bruhn et al., 2001) 

Anthopleura 

elegantissima 

 

APE 2-2 
 

P0C1F3/ 
- 
 

Type I - (Bruhn et al., 2001) 

Anthopleura 

fuscoviridis 

 

AFT-I 

 

P10453/ 

- 
 

Type I - (Sunahara et al., 

1987) 
Anthopleura 

fuscoviridis 

 

AFT-II 

 

P10454/ 

- 
 

Type I - (Sunahara et al., 

1987) 
Anthopleura sp. 

(strain ‘Zhanjiang’) 

 

Toxin Hk16 
 

P0C5F7/ 
- 

 

Type I - (Wang et al., 2004) 
 

Anthopleura sp. 

(strain ‘Zhanjiang’) 

 

Toxin Hk2 
 

P0C5F4/ 
- 

 

Type I - (Wang et al., 2004) 
 

Anthopleura sp. 

(strain ‘Zhanjiang’) 

 

Toxin Hk7 
 

P0C5F5/ 
- 
 

Type I - (Wang et al., 2004) 
 

Anthopleura sp. 

(strain ‘Zhanjiang’) 

 

Toxin Hk8 
 

P0C5F6/ 
- 
 

Type I - (Wang et al., 2004) 
 
 Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Anthopleurin-

A 
 

P01530/ 

- 
 

Type I NaV1 (Tanaka et al., 

1977) 
 Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Anthopleurin-

B 
 

P01531/ 

- 
 

Type I NaV1 (Reimer et al., 

1985) 
 
 

Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Toxin PCR1 
 

P0C5F8/ 
- 

 

Type I - (Kelso e 
Blumenthal, 1998) 

 Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Toxin PCR2 
 

P0C5F9/ 
- 

 

Type I - (Kelso e 
Blumenthal, 1998) 

 Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Toxin PCR3 
 

P0C5G0/ 
- 
 

Type I - (Kelso e 
Blumenthal, 1998) 
 Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Toxin PCR4 
 

P0C5G1/ 
- 
 

Type I - (Kelso e 
Blumenthal, 1998) 
 Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Toxin PCR5 

 

P0C5G2/ 

- 
 

Type I - (Kelso e 

Blumenthal, 1998) 
 Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Toxin PCR6 

 

P0C5G3/ 

- 
 

Type I - (Kelso e 

Blumenthal, 1998) 
 Anthopleura 

xanthogrammica 

 

Toxin PCR7 
 

P0C5G4/ 
- 

 

Type I - (Kelso e 
Blumenthal, 1998) 

 Bunodosoma 

caissarum 

 

Bc-III 
 

Q7M425/ 
- 

 

Type I NaV1.5 

 

(Malpezzi et al., 
1993) 

Bunodosoma 

cangicum 

 

Cangitoxin 
 

P82803/ 
- 
 

Type I - (Cunha et al., 
2005) 
 Bunodosoma 

cangicum 

 

Cangitoxin-2 

 

P0C7P9/ 
- 
 

Type I 

 

NaV1.1/SCN1A, 
NaV1.5/SCN5A and 

NaV1.6/SCN8A 
 

(Zaharenko et al., 
2008) 
 

Bunodosoma 

cangicum 

 

Cangitoxin-3 
 

P0C7Q0/ 
- 

 

Type I SCN1A/NaV1.1 (Zaharenko et al., 
2008) 
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Tabella 4 Cont. 

 
Bunodosoma 

granulifera 

 

Neurotoxin 
Bg-2 

 

P0C1F4/ 
- 
 

Type I 

 

Site 3. 
SCN2A/SCN1B, 
SCN4A/SCN1B, 
SCN5A/SCN1B 
and para/tipE 

 

(Loret et al., 1994) 
 

Bunodosoma 

granulifera 

 

Neurotoxin 
Bg-3 

 

P0C1F5/ 
- 

 

Type I 

 

Site 3. 

SCN4A/SCN1B, 
SCN5A/SCN1B, 

and para/tipE 
 

(Loret et al., 1994) 
 

Calliactis parasitica Calitoxin 1 
 

P14531/ 
S69403 

 

Others  (Cariello et al., 
1989) 

 Calliactis parasitica Calitoxin 2 
 

P49127/ 
S69399 

 

Others  (Spagnuolo et al., 
1994) 
 Condylactis gigantea CgNa 

 

P0C20/ 

- 
 

Type I 

 

NaV1 

TTX-sensitive NaV 
 

(Standker et al., 

2006) 
 Condylactis passiflora 

(syn-Condylactis 

gigantea) 

 

Cp I 

 

P0CH42/ 

- 
 

Type I Site 3 (Wanke et al., 

2009) 
 Cryptodendrum 

adhaesivum 

 

Ca I 
 

D2KX90/ 
AB512761 

 

Type II - (Maeda et al., 
2010) 

 Halcurias carlgreni Halcurin 
 

P0C5G6/ 
- 

 

Type II -  
 

(Ishida et al., 1997) 
 

Heteractis crispa Rm1 
 

P30831/ 
- 
 

Type II - (Zykova e 
Kozlovskaia, 1989) 
 Heteractis crispa Rm2 

 
P30783/ 

- 
 

Type II - (Zykova et al., 
1988) 

Heteractis crispa Rm3 

 

P30832/ 

- 
 

Type II - (Zykova e 

Kozlovskaia, 1989) 
Heteractis crispa Rm4 

 

P30784/ 

- 
 

Type II - (Zykova et al., 

1988) 
Heteractis crispa Rm5 

 
P30785/ 

- 

 

Type II - (Zykova et al., 
1988) 

Heteractis crispa Toxin Rc-1 
 

P0C5G5/ 
- 

 

Type I - (Shiomi et al., 
1996) 

Heterodactyla hemprichi Hh x 
 

D2KX91/ 
AB512762 

 

Type II - (Maeda et al., 
2010) 
 Nematostella vectensis 

 

Neurotoxin 
Nv1-116.25.1 

 

B1NWS4/ 
EU124461 

 

Type II 

 

Binds to site 3 of 
voltage-gated 

sodium channels. 
DmNaV1/TipE 

 

(Moran et al., 2008) 

Nematostella vectensis 

 

Neurotoxin 
Nv1-116.27.1 

 

B1NWS6/ 
EU124463 

 

Type II 

 

Binds to site 3 of 
voltage-gated 

sodium channels. 
DmNaV1/TipE 

 

(Moran et al., 2008) 
 

Nematostella vectensis 

 

Neurotoxin 
Nv1-116.28.1 

 

B1NWS7/ 
EU124464 

 

Type II 

 

Binds to site 3 of 
voltage-gated 

sodium channels. 
DmNaV1/TipE 

 

(Moran et al., 2008) 

Nematostella vectensis 

 

Neurotoxin 
Nv1-116.37.1 

 

B1NWS5/ 
EU124462 

 

Type II 

 

Binds to site 3 of 
voltage-gated 

sodium channels. 
DmNaV1/TipE 

 

(Moran et al., 2008) 

Nematostella vectensis 

 

Neurotoxin 
Nv1-116.39.1 

 

P0CH46/ 
DS469622 

 

Type II 

 

Binds to site 3 of 
voltage-gated 

sodium channels. 
DmNaV1/TipE 

 

(Putnam et al., 
2007) 
 

Nematostella vectensis 

 

Neurotoxin 
Nv1-116.40.1 

 

B1NWS8/ 
EU124465 

 

Type II 

 

Binds to site 3 of 
voltage-gated 

sodium channels. 
DmNaV1/TipE 

 

(Moran et al., 2008) 

Nematostella vectensis 

 

Neurotoxin 
Nv1-116.41.1 

 

A7SCE5/ 
DS469622 

 

Type II 

 

Binds to site 3 of 
voltage-gated 

sodium channels. 
DmNaV1/TipE 

 

(Putnam et al., 
2007) 
 

Nematostella vectensis 

 

Neurotoxin 
Nv1-116.45.1 

 

B1NWR7/ 
EU124454 

 

Type II 

 

Binds to site 3 of 
voltage-gated 

sodium channels. 
DmNaV1/TipE 

 

(Moran et al., 2008) 

Parasicyonis 

actinostoloides 

 

PA-TX 
 

P09949/ 
- 
 

Sea anemone 

short toxin 

family 

 

- (Nishida et al., 
1985) 

Radianthus paumotensis Rp-II 

 

P01534/ 

- 
 

Type II - (Schweitz et al., 

1985) 
Radianthus paumotensis Rp-III 

 

P08380/ 

- 
 

Type II -  

 

(Metrione et al., 

1987) 
Stichodactyla helianthus Sh1 

 
P19651/ 

- 

 

Type II NaV1 (Kem et al., 1989) 

Stichodactyla gigantea Gigantoxin-2 
 

Q76CA3/ 
AB110012 

 

Type I -  
 

(Shiomi et al., 
2003) 

Stichodactyla gigantea Gigantoxin-3 
 

Q76CA0/ 
AB110015 

 

Type II - (Shiomi et al., 
2003) 

Stichodactyla haddoni SHTX-4 

 

B1B5I9/ 

AB362570 
 

Type II - (Honma et al.,  

2008) 

Thalassianthus aster Ta I 
 

D2KX92/ 
AB512763 

 

Type II  (Maeda et al., 
2010) 
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1.3.4 Neurotossine specifiche per i canali potassio 

 

Le prime molecole furono scoperte intorno alla metà degli anni 90 anche se la gran 

parte dei dati sulle loro strutture e funzioni è stata raccolta negli ultimi anni (Diochot 

et al., 1998; Minigawa et al., 1998). Le neurotossine per i canali potassio (Fig. 4) si 

possono suddividere in 3 tipologie sulla base di differenze strutturali e funzionali. La 

tipologia 1 comprende tossine che bloccano i canali potassio kv1 come le Kaliseptine 

(AsKS) isolate da Anemonia sulcata (Homma e Shiomi, 2005) con una composizione 

aminoacidica compresa tra 35 e 37 residui aminoacidici. La tipologia 2 comprende 

tossine composte da circa 58 residui aminoacidici che bloccano i canali kv1 ma con 

minore efficacia rispetto alla prima categoria. L’ultimo gruppo include tossine come 

BDS-1 e BDS-2 purificate con Anemonia sulcata; rappresentano i maggiori effettori 

del blocco dei canali kv3.4 e sono invece sostanzialmente inefficaci nei confronti dei 

kv3. Benché abbiano il 25% di sequenze in comune con le tossine di tipo 1 dei canali 

sodio, non causano effetti sui canali del sodio anche se hanno solo un debole effetto 

sui canali sodio presenti in cellule neuro-blastomiche (Homma e Shiomi, 2005). 

 
Fig. 4 Strutture di una tossina specifica per i canali del potassio (Norton 2009). 

 

 

La tabella 5 riassume tutte le tossine specifiche per i canali del potassio degli 

anemone di mare con la sequenza aminoacidica descritta (Frazão et al., 2012). 
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Tabella 5. Tossine specifiche per i canali del potassio degli anemoni di mare (Frazão et al., 2012) 

Species Toxin UniProt/GenBank 

Accession Number 

Toxin 

family 

Target References 

Actinia equina 
AeK 

 

P81897/ 

- 
 

Type I KV1 (Minagawa et al., 

1998) 

Anemonia viridis 
SA5 II 

 

P10280/ 
- 

 

Cnidaria kunitz-type 
proteinase 

inhibitor/Type II 
 

- 
(Wunderer et al., 

1976) 

Anemonia viridis 
kalicludin-1 

 

Q9TWG0/ 

- 
 

Cnidaria kunitz-type 

proteinase 
inhibitor/Type II 

 

KV1.2 
(Schweitz et al., 

1995) 

Anemonia viridis 
kalicludin-2 

 

Q9TWF9/ 
- 
 

Cnidaria kunitz-type 
proteinase 

inhibitor/Type II 

 

KV1.2 
(Schweitz et al., 

1995) 

Anemonia viridis 
kalicludin-3 

 

Q9TWF8/ 

- 
 

Cnidaria kunitz-type 

proteinase 
inhibitor/Type II 

 

KV1.2 
(Schweitz et al., 

1995) 

Anemonia viridis 
BDS-I 

 

P11494/ 
- 

 

Cnidaria kunitz-type 
proteinase 

inhibitor/Type II 
 

KV3.1, 3.2, 
3.4 

 

(Diochot et al., 

1998) 

Anemonia 

erythraea 

 

AETX-K 
 

Q0EAE5/ 

AB259113 
 

Type I KV1 (Hasegawa et al., 
2006) 

Anemonia viridis 
kaliseptin 

 

Q9TWG1/ 

- 
 

Type I KV1.2 (Schweitz et al., 

1995) 
 Anemonia viridis 

BDS-II 
 

P59084/ 
- 

 

Type III 
 

KV3.1, 3.2, 
3.4 

 

(Diochot et al., 
1998) 

Antheopsis 

maculata 

 

Am-2 
 

P69930/ 
AB180686 

 

Type III  
 

- (Honma et al., 
2005) 

Anthopleura 

elegantissima 

 

APET x1 
 

P61541/ 
- 
 

Type III 
 

KCNH2 
(HERG1) 
KCNH6 

(HERG2), 
KCNH7 

(HERG3) 

 

(Diochot et al., 
2003) 

Anthopleura 

elegantissima 

 

APET x2 
 

P61542/ 
- 
 

Type III 
 

H(+)-gated 
NaV ASIC3 

 

(Diochot et al., 
2004) 

Anthopleura aff. 

xanthogrammica 

 

AXPI-I 

 

P81547/ 

- 
 

Cnidaria kunitz-type 

proteinase 
inhibitor/Type II 

 

- (Minagawa et al., 

1997) 

Bunodosoma 

granulifera 

 

Bgk 
 

P29186/ 
- 

 

Type I 
 

KV1.1, 

KV1.2 
KV1.3, 
KV1.6 

KV3.2 
 

(Aneiros et al., 
1993) 

Bunodosoma 

caissarum 

 

BcIV 
 

P84919/ 
- 
 

Type III - 
 

(Oliveira et al., 
2006) 

 Bunodosoma 

caissarum 

 

Bc-V 

 

P86470/ 

- 
 

Type III - (Zaharenko et al., 

2008) 
Bunodosoma 

cangicum 

 

Toxin Bcg 

III 31.16 
 

P86461/ 

- 
 

Type III - (Zaharenko et al., 

2008) 

Heteractis crispa 

 

Analgesic 
Polypeptide 

HC1 
 

B2G331/ 
AM933240 

 
 

Cnidaria kunitz-type 
proteinase 

inhibitor/Type II 
 

Polypeptide 
inhibitor of 

vanilloid 
receptor 1 
(TRPV1) 

 

(Andreev et al., 

2008) 

Heteractis crispa 

 

Kunitz-type 
Trypsin 

inhibitor IV 
 

P16344/ 
- 

 

Cnidaria kunitz-type 
proteinase 

inhibitor/Type II 
 

- 
(Zykova et al., 

1985) 

Metridium senile 
Metridin 

 
P11495/ 

- 
 

Type I - (Krebs e 
Habermehl, 1987) 

Radianthus 

magnifica 

 

HmK 

 

O16846/ 

U58107 
 

Type I KV1.2 (Gendeh et al., 

1997) 
Stichodactyla 

helianthus 

 

SHPI-1 

 

P31713/ 

- 
 

Cnidaria kunitz-type 

proteinase 
inhibitor/Type II 

 

- 
(Delfin et al., 1996) 

Stichodactyla 

helianthus 

 

SHPI-2 
 

P81129/ 
- 

 

Cnidaria kunitz-type 
proteinase 

inhibitor/Type II 
 

- 
(Diaz et al., 1998) 

 

Stichodactyla 

haddoni 

 

SHTX-3 
 

B1B5I8/ 
AB362569 

 

Cnidaria kunitz-type 
proteinase 

inhibitor/Type II 

- (Honma et al., 
2008) 

Stichodactyla 

helianthus 

 

ShK 

 

P29187/ 
- 

 

Type I 
 

KV1.1, KV1.2 
KV1.3, KV1.4 

KV1.6 
 

(Castanedaet al., 

1995) 

Stichodactyla 

haddoni 
 

SHTX-1/ 
SHTX-2 

 

P0C7W7/ 
- 

 

Type IV - 
 

(Honma et al., 
2008) 
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1.3.5 Tossine non peptidiche 

Oltre a tossine proteiche e peptidiche, in alcuni antozoi sono state identificate alcune 

tossine non peptidiche molto interessanti. Queste includono un grande gruppo di 

diterpeni ciclici presenti negli ottocoralli. Il primo composto ad essere identificato è 

stato la sarcopina (Neeman et al. 1974). Uno dei più interessanti a livello 

farmacologico è la lofotossina (Fig. 5), un diterpene isolato da una gorgonia del 

Pacifico (Fenical et al., 1981).  

 

 

Fig. 5 Lofotossina 

 

Questo composto ciclico blocca irreversibilmente i recettori nicotinici neuromuscolari 

formando un legame covalente tra uno dei suoi due gruppi epossido ed una 

importante catena laterale tyrosilica nel sito di legame dell’acetilcolina (Abramson et 

al., 1988). Altri tipi di composti trovati negli ottocoralli includono prostaglandine 

(Weinheimer e Spraggins, 1969), muricine e saponine (Bandurraga e Fenical, 1985) e 

pseudopterosine (Guarda et al., 1986), gli ultimi due gruppi contengono porzioni di 

carboidrati. La tossina marina più potente, la palitossina, è un complesso composto 

polietere che è stato originariamente isolato da zoantidi (Antozoi) del genere 

Palythoa (Moore e Scheuer, 1971; Turk e Kem, 2009) 

 

http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=tgRZCKx6l7zVyM&tbnid=GnLkVJFbO6JV3M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www-paterson.ch.cam.ac.uk/research6.html&ei=gJpFUqM4pMbRBe7OgPgK&bvm=bv.53217
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1.4 La risposta immunitaria  

Per molti anni si è pensato che gli invertebrati non avessero un sistema immunitario 

per la mancanza di immunoglobuline, ma gli invertebrati hanno comunque la 

capacità di riconoscere il self dal non self. Tutti gli organismi, infatti, dal più 

semplice al più complesso, hanno evoluto sofisticati sistemi di difesa contro 

l’invasione da parte di virus, batteri e parassiti o persino da cellule appartenenti ad 

individui della stessa specie. In questo senso, tutti i metazoi possiedono un “sistema 

immunitario” (Du Pasquier, 2000). 

La capacità di riconoscere i corpi estranei costituisce la specificità immunologica di 

un organismo. Nel corso degli anni il processo di riconoscimento del non self si è 

evoluto in relazione all’aumentare della complessità degli organismi, per resistere 

agli attacchi di corpi estranei. Alcune caratteristiche possono essere conservate, 

molte altre invece risultano specifiche di un determinato phylum o addirittura di una 

classe all’interno di un phylum (Du Pasquier & Flajnik, 2004).  

 

1.4.1 La risposta immunitaria negli invertebrati 

La risposta immunitaria negli invertebrati può essere ti tipo cellulare o umorale. 

Negli invertebrati le principali risposte cellulari sono la citotossicità, la fagocitosi e il 

processo di incapsulamento. Gli emociti esprimono recettori per sostanze presenti su 

microbi e parassiti e la stimolazione induce l’attivazione dei fagociti. Le cellule in 

grado di fagocitare sono presenti in tutti gli invertebrati e, insieme ai fattori umorali 

naturali, formano la prima linea di difesa contro le invasioni dei microbi. In generale, 

ma con una significativa differenza tra i diversi taxa, negli invertebrati intervengono 

due tipi di cellule: quelle granulari e semigranulari, deputate all’incapsulazione e alla 

citotossicità, e le cellule fusiformi o ialine che intervengono nella fagocitosi. 



 23 

Negli invertebrati la risposta cellulare comprende la chemiotassi, l’ingestione e 

l’uccisione dei patogeni; tuttavia, la fagocitosi nei molluschi, negli artropodi e nei 

tunicati viene potenziata dalle lectine plasmatiche e da componenti della cascata della 

profenolossidasi (Ratcliffe et al., 1985). Quindi negli invertebrati più semplici la 

difesa contro microrganismi è garantita dalla fagocitosi, ma come nei vertebrati la 

presenza di grossi aggregati di cellule batteriche, determina la copertura del corpo 

estraneo da parte di uno strato di cellule che alla fine formano una vera e propria 

capsula che isola il materiale estraneo.  

La risposta umorale negli invertebrati presenta come differenza più rilevante rispetto 

ai vertebrati la mancanza di immunoglobuline ed è costituita da fattori di difesa 

umorali che comprendono diversi tipi di molecole tra queste troviamo le lectine e i 

peptidi antimicrobici. 

Le lectine sono proteine che hanno la capacità di riconoscere i residui di carboidrati 

presenti sulle membrane cellulari e sono capaci di legarsi, ai carboidrati presenti nei 

microrganismi. Il processo di fagocitosi avviene più velocemente grazie alla presenza 

delle lectine che svolgono anche la funzione di “marcatori”. Queste proteine sono 

state ampiamente studiate e costituiscono la forma più antica di riconoscimento del 

non-self (Vasta et al., 1994). Le lectine sono costituite da uno o più domini di 

riconoscimento dei carboidrati (CRD) (Weiss et al., 1992). Il dominio delle lectine 

riconosce e lega il ligando carboidratico attraverso un meccanismo di tipo chiave 

serratura (Quiocho, 1986). Le lectine sono molecole in grado di attivare numerose 

funzioni quali la fagocitosi, l’incapsulamento, la coagulazione dell’emolinfa, la 

citotossicità, il rilascio della fenolossidasi, e la melanizzazione (Ratcliffe et al., 1985; 

Söderhäll & Smith, 1986).  

I peptidi antimicrobici sono fra le armi più efficaci del sistema innato. Si tratta di 

molecole proteiche solubili, presenti in tutte le specie viventi (Iwanaga & Lee, 2005). 
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I peptidi antimicrobici rappresentano una componente essenziale nell’immunità 

innata degli invertebrati, infatti, nell’ultima decade sono stati identificati molti peptidi 

antimicrobici in numerosi phyla di invertebrati (Beutler et al., 2004). I peptidi 

antimicrobici possono essere espressi costitutivamente, come per esempio negli 

emociti del gambero Litopenaeus setiferus, dell’ostrica Crassostrea gigas e del 

limulo Limulus polyphemus (Bachere et al., 2004), oppure possono essere indotti 

dalla presenza di patogeni. In presenza di patogeni, infatti, gli emociti circolanti degli 

invertebrati migrano attraverso il processo di chemiotassi nel sito di infezione, dove 

possono rilasciare peptidi antimicrobici, provocando risposte che modulano 

l’infiammazione, così da creare uno scenario simile a quello che si osserva nella 

risposta innata nei mammiferi (Hancock et al., 2006). 

L’immunità di tipo umorale implica anche la generazione di intermedi reattivi 

dell’ossigeno (ROI) e intermedi reattivi del nitrogeno (RNI), l’attivazione di 

meccanismi ossigeno/indipendenti che includono la sintesi del lisozima, enzimi 

proteolitici ed idrolitici e peptici antimicrobici, e l’induzione di cascate proteolitiche 

che causano la coagulazione dell’emolinfa e le reazioni di melanizzazione (Nappi & 

Ottaviani, 2000). 
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1.4.2 L’immunità negli cnidari 

 

Fig. 6 Rappresentazione semplificata delle principali componenti dell’immunità degli invertebrati. 
Sono evidenziati I componenti identificati negli Cnidari (). TLR, Toll like receptor; PGRP, Proteine 

di riconoscimento dei peptidoglicani; BGBP, Proteine di riconoscimento dei beta glucani; IMD, 

Immunodeficenza; MyD88, Proteina adattatrice per il TLR; PPOs, profenolossidasi; POs, 

fenolossidasi, MASP, serin-proteasi associata alle proteine leganti il mannano; FAK, Chinasi di 

adesione focale; AMPs, peptidi antimicrobici; ROS, specie reattive dell’ossigeno. 

 

 

1.4.2.1 Immunità cellulare 

Il phylum degli cnidari, essendo uno dei più antichi lignaggi filetici conosciuti e 

sister taxon dei bilateri è uno dei primi rami nell’albero della vita animale a fornire 

chiarimenti fondamentali sull’evoluzione dell'immunità (Fig. 7) (Putnam et al., 2007; 

Dunn et al., 2008; Schierwater et al., 2009; Philippe et al., 2009) 
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Fig. 7 Schema della posizione filogenetica degli cnidari  

 

Gli cnidari possiedono la maggior parte delle famiglie dei geni che si trovano nei 

bilateri (Kusserow et al., 2005; Miller et al., 2005) ed hanno mantenuto molti geni 

ancestrali che sono stati invece persi in Drosophila melanogaster e in 

Caenorhabditis elegans (Miller et al., 2005; Technau et al., 2005); poiché 

l’organizzazione ed il contenuto del loro genoma è molto simile a quello dei bilateri 

morfologicamente più complessi, essi potrebbero fornire informazioni sull’antenato 

cnidari-bilateri. Le quattro classi di cnidari (Hydrozoa, Scyphozoa, Cubozoa, 

Antozoa) comprendono organismi modello per l’immunologia comparata, come il 

polipo d'acqua dolce Hydra o l’idrozoo coloniale Hydractinia.  

Gli cnidari hanno una mesoglea ricca di cellule interstiziali che possono agire come 

fagociti (Fautin & Mariscal, 1991). In assenza di specifiche cellule del sistema 

immunitario, gli cnidari devono disporre di meccanismi efficaci per la difesa contro 

gli agenti patogeni microbici, devono inoltre, in relazione alla loro organizzazione 

multicellulare organizzata, discriminare rapidamente il self dal non self per 

mantenere l'integrità dei tessuti nelle forme coloniali e, dal momento che sono 

colonizzati da comunità batteriche complesse e in molti casi ospitano alghe 

simbionti, il successo di crescita implica l’essere in grado di distinguere tra simbionti 

e intrusi potenzialmente patogeni.  
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E’ stato dimostrato che in questi animali diblastici, le cellule epiteliali sono in grado 

di mediare tutte le risposte immunitarie innate. L’epitelio endodermico appare come 

una barriera chimica che utilizza peptidi antimicrobici mentre l'epitelio ectodermico 

è una barriera fisica di protezione contro gli invasori provenienti dall'ambiente 

esterno. In entrambe le barriere, le cellule epiteliali multifunzionali servono anche 

per il riconoscimento e la difesa dal patogeno. 

Oltre 10 anni fa, cellule con potenziale attività fagocitica sono stati identificati 

nell’anemone di mare Actinia equina e nel corallo molle Swiftia exserta (Hutton e 

Smith, 1996; Olano e Bigger, 2000). Un'indagine sulla gorgonia Plexaurella fusifera 

ha inoltre fornito indicazioni preliminari sui processi e le cellule coinvolte nella 

risposta alle ferite. Di contro, nei coralli duri le indagini sulle cellule sono state 

ostacolate dal fatto che esse sono piccole e confinate alla mesoglea acellulare. 

Tuttavia, le cellule del sistema immunitario e le fasi coinvolte nella guarigione delle 

ferite sono state recentemente documentate nel il corallo duro Porites cylindrica 

(Palmer et al., 2011; Palmer e Traylor-Knowles, 2012). La descrizione completa 

delle cellule immunitarie degli cnidari e il loro repertorio funzionale, in particolare in 

risposta all'invasione patogeni, deve ancora essere compreso. 

Nel polipo di acqua dolce Hydra, le cellule epiteliali di entrambi gli strati, sono 

multifunzionali, infatti hanno attività secretiva volta alla digestione e 

all'assorbimento dei cibi, e sono anche in grado di fagocitare e distruggere batteri 

presenti nella cavità gastrica (Bosch & David, 1986; Bosch et al., 2009). Un 

approccio combinato di analisi biochimiche e dello studio del trascrittoma ha rivelato 

che in Hydra molte risposte immunitarie innate sono mediate da cellule epiteliali 

(Bosch et al., 2009; Jung et al., 2009). 
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Nel corallo di mare Gorgonia ventalina è stato dimostrato un aumento degli 

amebociti granulari dopo il contatto con un patogeno fungino (Aspergillus sydowii). 

Nel sito di infezione, è inoltre evidente una elevata attività fenolossidasica che 

sembra avere origine intorno agli amebociti stessi (Mydlarz et al., 2008). 

Alcuni cnidari hanno una notevole capacità di rigenerazione. In Hydra, ad esempio, 

un danno grave al tessuto viene rapidamente riparato mediante la presenza di un 

continuo proliferare di cellule staminali (Bosch, 2007). Quindi, le cellule infettate o 

danneggiate da agenti patogeni come batteri o funghi vengono rapidamente eliminate 

per apoptosi (Bosch & David, 1986) e sostituite da cellule non infette. Questa 

enorme capacità di rigenerazione può essere considerata una ulteriore arma di difesa 

immunitaria innata. 

 

1.4.2.2 Immunità umorale  

1.4.2.2.1 Alloriconoscimento e istocompatibilità 

Lo spazio in cui vivere è una risorsa molto limitante nell’ambiente marino. Molti 

substrati in mare sono dominati da incrostazioni coloniali o da cnidari solitari che 

devono competere per lo spazio. I meccanismi effettori evitano il contatto mediante il 

rilevamento a distanza, la formazione di barriere, la crescita eccessiva degli stoloni, o 

la distribuzione dei tentacoli (Raftos, 1996). Gli cnidari possono anche usare le 

nematocisti come meccanismi effettori nella competizione spaziale. Le nematocisti 

possono scaricare neurotossine, miotossine, fattori emolitici e necrotici che 

danneggiano il tessuto del competitore (Raftos, 1996). Negli antozoi Stylophora 

pistillata e Montipora verrucosa, rami all'interno di una colonia possono facilmente 

unirsi, mentre rami di individui diversi geneticamente non subiscono la fusione 

(Hildemann et al., 1980. Müller et al.,1984; Chadwick-Furman e Rinkevich, 1994). 
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La fusione di due individui conspecifici è talvolta indicata come "trapianto naturale". 

Osservazioni effettuate sugli anemoni di mare (Anthopeura elegantissima, Phymactis 

clematide) e gorgonie (Eunicella stricta) indicano che gli individui coloniali 

posseggono una serie unica di elementi di istocompatibilità, che sono riconosciuti 

come non self da tutte le altre colonie conspecifiche (Lubbock, 1980. Meinardi et al., 

1995).  

La specificità alloimmune e l’istocompatibilità, guidati da polimorfismo genetico, 

sono determinanti antichi del riconoscimento self/nonself (Dishaw et al., 2009). Più 

di 50 anni fa Hauenschild propose un modello secondo cui l’alloriconoscimento e la 

capacità di fondersi tra stoloni di diverse colonie sono sotto il controllo di un locus 

polimorfico (Hauenschild, 1954; Hauenschild et al., 1956; Ivker, 1972). Dopo i 

risultati pionieristici di Hauenschild (1954), esperimenti di inincrocio (Mokady & 

Buss, 1996) hanno dimostrato che l’alloriconoscimento è segregato in una singola 

regione cromosomica, ma contiene due loci strettamente legati, ALR1 e ALR2 

(Cadavid, 2004; Powell et al.,2007, Rosa et al., 2010).  

In Hidractinia, la fusione caratterizzata da una completa continuità dell’ectoderma e 

della cavità gastrovascolare, avviene quando le colonie mostrano uno o entrambi gli 

alleli in comune tra i due loci, mentre la reazione di rigetto, caratterizzata dalla 

mancata adesione e dal scarico delle nematocisti avviene quando non mostrano loci 

uguali per i due alleli. 

L’analisi della regione del genoma di Hydractinia corrispondente al locus ALR2 ha 

portato recentemente all'identificazione di una proteina transmembrana, CDS7, che 

ha tre domini polimorfici nella regione extracellulare. Il polimorfismo nel primo 

dominio di CDS7 è un elemento obbligatorio di istocompatibilità. Queste 
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osservazioni per la prima volta hanno consentito di ipotizzare un probabile candidato 

per l’alloriconoscimento nei metazoi basali. 

Dal momento che questo recettore non è correlato ai recettori di alloriconoscimento 

di tunicati (Nyholm et al., 2006) o dei vertebrati (MHC), è ipotizzabile che  i 

meccanismi utilizzati per il riconoscimento del self dal non self si sono evoluti in 

modo indipendente nei diversi organismi (Khalturin et al., 2004). Ricerche per 

l’identificazione di molecole coinvolte nell’alloriconoscimento negli cnidari solitari 

come Hydra non hanno fino a ora avuto successo (Kuznetsov et al., 2002; Kuznetsov 

et al.,2003). 

 

1.4.2.2.2 Recettori Toll-like e LRR 

Gli cnidari riconoscono sistemi molecolari associati ai microbi tramite insiemi di 

recettori di riconoscimento. Questo ancestrale ma efficace tipo di sistema di difesa 

innato si basa sulla mediazione di recettori di riconoscimento dei componenti 

superficiali del patogeno che non sono presenti nell’ospitante (Beutler, 2004). Questi 

motivi molecolari conservati e caratteristici dei microrganismi vengono riconosciuti 

grazie alla presenza di un sistema di recettori e di molecole che permettono di 

discriminare tra ciò che è proprio (self) e ciò che è estraneo (non-self) all’organismo. 

Tra i recettori cellulari di superficie per i “Pattern molecolari associati ai patogeni” 

(PAMPs) vi sono i recettori simili al Toll (TLRs). Mentre il riconoscimento di 

PAMPs da parte di un TLR è mediato da regioni ricche di leucina (LRRs) nella parte 

extracellulare, la trasduzione del segnale richiede il dominio del recettore Toll/IL-1 

(TIR) nella regione citosolica del recettore.  
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Lo screening del trascrittoma e del genoma di Hydra ha portato alla scoperta inattesa 

dell’assenza di un gene TLR completo (Miller et al., 2007). Tuttavia, ricerche nei 

data bank hanno rivelato che in Hydra ci sono due proteine transmembrana con 

LRRs simili ai LRRs presenti nei TLR dei vertebrati. Queste proteine, HyLRR-1 e 

HyLRR-2, sono prive di qualsiasi dominio intracellulare e, quindi, non contengono 

nemmeno il tipico dominio TIR. Sono stati anche scoperti due geni, HyTRR-1 e 

HyTRR-2, che codificano per proteine transmembrana con un dominio TIR canonico 

ma privo di tutti i cospicui domini extracellulari. Entrambe le proteine 

transmembrana funzionano insieme per riconoscere e trasdurre la componente 

batterica dei flagelli, la flagellina (Fig. 8) (Bosch et al., 2009). Pertanto, in Hydra, la 

funzione del TLR è presente ma allocata su due geni diversi (complesso recettoriale 

HyTRR-1 e HyLRR-2). 

 

 

Fig. 8 Sistema molecolare di riconoscimento associato ai microbi in Hidra (Dunn 2009). 

 

Dal momento che l’antozoo Nematostella vectensis contiene un singolo canonico 

prototipo di TLR (Fig. 9) (Miller et al., 2007), il riconoscimento dei PAMPs da parte 
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dei TLR sembra essere una caratteristica ancestrale. Questo è supportato dalla 

constatazione che, oltre ai recettori TLR transmembrana sono presenti anche 

componenti specifici della via del segnale di trasduzione dei TLR, come MyD88 e 

NFκB. Questi risultati implicano che le risposte innate del sistema immunitario 

mediate da TLR sono antiche, originarie dell’antenato comune degli animali bilateri. 

Oltre la flagellina che viene rilevata dal complesso recettoriale HyTRR-1 e HyLRR-

2, anche LPS è in grado di indurre una reazione nell’immunità innata (Bosch et al., 

2009). 

 

Fig. 9 Sintesi delle strutture di dominio TIR contenenti proteine identificate negli cnidari (Miller et al 

2007) 

 

E’ interessante notare che non solo i PAMPs sono in grado di indurre una reazione di 

difesa negli cnidari. Un gruppo molto più ampio è costituito dai "pattern molecolari 

associati al pericolo" (DAMPs). Queste sostanze sono normalmente conservate 

all'interno della cellula e quindi non rilevabili dalle cellule vicine. In caso di danno 

cellulare e/o morte cellulare, queste sostanze vengono rilasciate e suggeriscono il 

pericolo per le altre cellule intatte all'interno del tessuto (Augustin & Bosch, 2010)  

 

http://genomebiology.com/
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1.4.2.2.3 Integrine 

Le integrine sono proteine eterodimeriche trans-membranarie che mediano 

interazioni tra cellule e matrice extra cellulare (Johnson et al., 2009). Oltre ai ruoli 

fondamentali nello sviluppo, le integrine sono coinvolti in diversi processi cellulari 

che riguardano le risposte immunologiche, come la migrazione e differenziazione 

cellulare, la formazione della matrice fibrillare e la trasduzione del segnale (Takada 

et al., 2007). 

Le integrine sono state identificate in diversi invertebrati, come nelle Ascidie (Ewan 

et al., 2005) in Drosophila melanogaster (Homblad et al., 1997) e nella spugna 

Suberites domuncula (Wimmer et al., 1999). Negli  Cnidari, sono stati identificati 

almeno tre integrine complete in Nematostella vectensis (Putnam et al., 2007; Reitzel 

et al., 2008). Almeno una integrina in Idra magnipapillata (Chapman et al., 2010), 

due subunità di tipo beta sono state identificate infine identificate nel corallo A. 

millepora (Brower et al., 1997; Knack et al., 2008). Nonostante lo scenario sulla 

diversità delle integrine degli Cnidaria diventi sempre più complesso (Knack et al., 

2008), gli studi funzionali sono ancora carenti e necessitano di approfondimenti. 

 

1.4.2.2.4 Peptidi antimicrobici e metaboliti 

Un importante contributo alla risposta immunitaria degli cnidari è l'insieme dei 

peptidi antimicrobici. Negli cnidari, come in altri organismi, l’attivazione dei 

recettori PAMPs induce la produzione di una moltitudine di diversi peptidi 

antimicrobici (AMPs). I peptidi sono piccole molecole segnale che controllano una 

varietà di processi quali, lo sviluppo, la contrazione muscolare e il controllo 

dell'espressione del gene target (Bosch e Fujisawa, 2001). I peptidi antimicrobici 

secreti dai microbi all'interno del muco dei coralli sono noti per essere un potente 
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regolatore microbico interspecifico della comunità epifita microbica del corallo 

(Ritchie, 2006). La composizione della struttura della comunità microbica degli 

cnidari è importante per la salute dell’ospite (Ritchie, 2006; Fraune e Bosch, 2007), 

ma il ruolo dei peptidi antimicrobici nell’immunità dell'ospite fino a poco tempo fa 

era sconosciuto. I peptidi dell’ospite hanno una struttura stabile che permette la loro 

traslocazione in differenti aree intorno alla struttura diblastica del corpo degli cnidari 

attraverso lo spazio interepiteliale o mesoglea (Fraune e Bosch, 2007). 

Una dettagliata caratterizzazione biochimica dell’attività antimicrobica in Hydra ha 

rivelato che sia la presenza di AMPs conservati come Hydramacina-1, sia di nuovi o 

AMPs taxon-specifici come Arminina-1a e Periculina-1, sono assenti in trascrittomi 

di altri organismi. Un esempio interessante di tale limitazione tassonomica dei 

peptidi antimicrobici è la Periculina-1, definita per la sua risposta rapida ad una vasta 

gamma di batteri e segnali di pericolo ai tessuti (Bosch et al., 2009). L’analisi della 

sequenza aminoacidica di Periculina-1 e la distribuzione di carica all'interno della 

molecola, hanno rivelato una regione anionica N-terminale ed una regione cationica 

C-terminale contenente 8 residui di cisteina (Bosch et al., 2009). Non sono stati 

trovati geni ortologhi di questa molecola al di fuori del genere Hydra.  

Il tessuto degli cnidari non è solo ricco di efficaci molecole antimicrobiche, ma 

anche di inibitori delle serin proteasi con una forte attività antimicrobica. 

Curiosamente tutti i peptidi o gli inibitori delle proteasi isolati finora in Hydra, 

Hydramacina-1, Arminina 1a, Periculina-1, così come Kazal 2, sono espressi nello 

strato endodermale (Bosch et al., 2009; Augustin et al., 2009). Pertanto, è possibile 

desumere che contribuiscano alle proprietà chimiche di difesa di questo strato. 

Il ruolo di molti peptidi e metaboliti secondari come parte del sistema immunitario 

innato degli cnidari è stato recentemente esplorato ed è stato dimostrato che queste 
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sostanze funzionano come antiossidanti e come composti antimicrobici (Mydlarz e 

Jacobs, 2004, Shapo et al., 2007). Tuttavia, le modalità di sintesi e funzionamento del 

recettore di questi metaboliti rimangono sconosciute. 

 

1.4.2.2.5 Complemento e lectine 

La cascata di sattivazione del complemento è una parte importante del sistema 

immunitario innato dei vertebrati, in cui i microbi e le cellule estranee che sono stati 

rilevati vengono eliminati tramite opsonizzazione, fagocitosi e lisi. Tre dei quattro 

percorsi del sistema di attivazione del complemento coinvolgono un componente C3 

tiolestere, che conduce al quarto complesso di attacco alla membrana (MAC) del 

pathway litico (Murphy et al., 2008). 

Ci sono precursori delle vie del complemento come C3 o proteine contenenti un 

dominio per il gruppo tiolestere simile al C3 (TEP) identificate negli cnidari (Dishaw 

et al, 2005; Miller et al, 2007). Il primo TEP, identificato nel corallo Swiftia exserta, 

presenta un alto grado di conservazione con il C3 dei vertebrati con una regione 

caratteristica alle anafilotossine ed un sito di taglio di C4. Questa proteina così 

articolata in domini è presente quindi negli Cnidari, così come la caspasi e i membri 

della famiglia Bcl-2 della via apoptotica (Dunn et al., 2006). 

Una proteina simile a TEP è stata inoltre individuata negli antozoi, Acropora e 

Nematostella. È interessante notare che tutte le forme sono limitate rispettivamente ai 

tessuti endoderma/gastroderma (Miller et al., 2007) ed anche se hanno strutture 

differenti, possono giocare un ruolo nell’opsonizzazione e quindi, essere implicate 

nella selezione e nell’assorbimento di cellule associate con particelle di 

cibo/microbo. Inoltre, Miller et al. (2007) hanno descritto una serie di proteine simili 

alle proteine del complesso di attacco alla membrana (MAC) e domini delle 
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perforine associate con la fase finale della cascata del complemento, indicando che 

negli cnidari possono esistere più componenti delle diverse fasi della via della 

cascata del complemento. 

L’attivazione del pathway del complemento e l’opsonizzazione attraverso la 

formazione di un complesso mediato dal legame lectinico è stato indicato negli 

cnidari durante l'inizio della cascata complemento-simile. Il complesso mediato dal 

legame lectinico può anche essere di particolare rilevanza nella insorgenza e la 

specificità della simbiosi con i dinoflagellati del genere Symbiodinium sp., presente 

in molti cnidari. Il ruolo delle lectine come molecole di riconoscimento della 

superficie cellulare di potenziali patogeni o simbionti, è il primo importante passo nel 

riconoscimento della superficie cellulare negli cnidari. Allo stato attuale, negli 

cnidari è stata caratterizzata solamente una lectina, denominata millectina 

dall’antozoo, A. millepora (Kvennefors et al., 2008). La millectina ha omologia di 

sequenza con il dominio delle lectine di tipo-C ed è simile alla lectina legante 

mannosio (MBL) ed alla proteina A del surfattante polmonare (Sp-A). Inoltre, la 

millectina ha la caratteristica particolare di avere un’estesa variabilità nella regione 

del legame del substrato, indicando un potenziale ampio intervallo di PAMPs che 

possono essere riconosciuti e legati dalle millectine. Questo in parte, può essere 

dovuto ad un doppio ruolo di riconoscimento patogeno/potenziale simbionte di 

recettore questa molecola (Kvennefors et al., 2008). 

 

1.4.2.2.6 Rapporti simbiontici  

Gli cnidari sono il phylum di Eumetazoa filogeneticamente più antico noto per 

formare rapporti simbiotici con alghe unicellulari. E’ stato accertato che le vie di 

segnalazione inter-partner coinvolte nell'insorgenza delle simbiosi sono omologhe a 
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quelle che guidano le interazioni animale ospitante/patogeno. In entrambi i tipi di 

relazioni ci sono meccanismi comuni e, i segnali di rilascio sulla superficie 

molecolare sia del patogeno che del simbionte, probabilmente sono i principali 

determinanti per l'interazione con l'ospite. La riduzione delle risposte di difesa 

dell'ospite sono necessarie per il successo di interazioni simbiotiche di lungo termine 

o nel caso di infezioni persistenti. La maggior parte dei coralli e degli anemoni che 

vivono in acque poco profonde formano simbiosi mutualistiche con microalghe 

fotosintetiche. Le microalghe sono dinoflagellati, di solito del genere Symbiodinium, 

e sono conosciuti come zooxantelle. Le simbiosi intracellulari tra cnidari e 

dinoflagellati sono uno dei più importanti mutualismi per l'ambiente marino e sono 

soggette a stress abiotici. Se vengono esposti a irraggiamento e a temperature 

elevate, i coralli sbiancano, di solito a causa dell'espulsione delle loro zooxantelle. Le 

interazioni cellulari e molecolari alla base di queste interazioni sono attualmente 

oggetto di studio con particolare attenzione alla creazione, al mantenimento, ed alla 

composizione di tali partenariati di cooperazione. La maggior parte delle specie deve 

acquisire nuovamente simbionti ad ogni generazione e quindi deve impegnarsi in un 

complesso processo di riconoscimento e specificità che risultino nella creazione di 

una simbiosi stabile.  

Per identificare i geni che attivano, regolano e mantengono questa interazione ospite/ 

simbionte, è stata condotta un'analisi comparativa del trascrittoma nell’anemone di 

mare A. elegantissima utilizzando una piattaforma cDNA microarray (Rodriguez-

Lanetty et al., 2006). Anche se sono state rilevate differenze statisticamente 

significative nei profili di espressione genica dell’ospite tra individui di A. 

elegantissima in uno stato simbiotico e non simbiotico, il gruppo dei geni la cui 

espressione risulta alterata è vario, suggerendo che la regolazione molecolare della 

simbiosi è regolata da cambiamenti di più processi cellulari, incluso il metabolismo 
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lipidico, l’adesione cellulare, la proliferazione cellulare, l’apoptosi, e lo stress 

ossidativo (Rodriguez-Lanetty et al., 2006).  

Un aspetto curioso e irrisolto che riguarda in particolare i coralli è relativo alla 

funzione delle proteine fluorescenti (FP). 

Le FP sono spesso utilizzate per valutare lo stress termico a causa delle loro capacità 

di risposta rapide ai cambiamenti ambientali (Smith-Keune & Dove, 2008; Yuyama 

et al., 2012). Sono state proposte molte ipotesi per il ruolo di queste proteine, per 

esempio, per la fotoprotezione dei simbionti Symbiodinium (Salih et al., 2001), e più 

recentemente come componenti di una risposta immunitaria, potenzialmente con 

funzione antiossidante. Quest'ultima ipotesi deriva dalla osservazione di un 

incremento di PF in prossimità di ferite (Palmer et al., 2008) o tessuto infetto (Palmer 

et al., 2009a) e dalla prova che eliminano i radicali di ossigeno in modo più efficiente 

rispetto ad altre proteine (Palmer et al., 2009b). Anche se questi ultimi risultati non 

chiariscono definitivamente la funzione delle FP, supportano l'ipotesi che le FP sono 

parte di una risposta immunitaria, che induce spesso lo stress ossidativo (Sadd et al., 

2006). 

 

1.4.2.2.7 Recettori immunitari intracellulari  

L’immunoriconoscimento degli cnidari non è limitato alla superficie cellulare esterna 

o interna della cellula. Le cellule degli cnidari, infatti, sono ben attrezzate con 

recettori intracellulari e pathway che agiscono come una seconda linea di difesa nel 

riconoscere e rimuovere i patogeni che sono riusciti ad entrare attraverso la prima 

linea di difesa e sono ora all’interno della cellula. Questo approccio multilivello alla 

rilevazione microbica per la rimozione del microbo/patogeno è la chiave per 

l'insorgenza e la specificità della simbiosi. Uno dei riconoscimenti intracellulari della 

risposta immunitaria trovato negli cnidari è la produzione di enzimi che portano alla 
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produzione di melanina (Petes et al., 2003; Mydlarz et al., 2008; Palmer et al., 2008). 

La cascata enzimatica della fenolossidasi (PO), che porta alla produzione di 

melanina, è nota per svolgere un ruolo attivo associato all'aggregazione dei fagociti e 

alla rimozione di microbi/patogeni in molti altri invertebrati (Johansson e Söderhäll, 

1996). L’inizio della cascata della PO tramite un taglio nella PRO-forma in altri 

sistemi di invertebrati può variare a seconda del substrato, suggerendo un ruolo 

funzionale nel riconoscimento. Negli Artropodi, l'attivazione avviene tramite il 

contatto con polisaccaridi specifici come β-1,3-glucano (β13g), LPS e 

peptidoglicano, negli urocordati gli induttori sono LPS e β13g, e negli echinodermi 

solo il β13g ha dimostrato attivare la cascata (Johansson e Sφderhδll, 1996). Negli 

cnidari, sono state dimostrate differenti attività PO.  

Solo di recente sono stati identificati I recettori intracellulari con cui le cellule 

immunitarie degli cnidari rilevano i precedentemente “non rilevabili” o persistenti 

microbi invasori e possono anche operare per rimuovere simbionti disfunzionali sotto 

stress (Weis, 2008). 

Due componenti fondamentali del repertorio dell’immunitaria innata intracellulare 

possono portare all’attivazione della morte cellulare: in primo luogo, l'incremento di 

ossido nitrico (NO) nell’antozoo, Aiptasia pallida in risposta a LPS e a stress 

ipertermico (Perez e Weis, 2006); l’incremento dell’ossido nitrico svolge un ruolo 

attivo nella rimozione del simbionte Symbiodinium sp. sotto stress simbiontico 

attraverso l'attivazione del pathway apoptotico (Trapido-Rosenthal et al., 2001; Perez 

e Weis, 2006). In secondo luogo, l'espressione di un membro della famiglia CD36, il 

recettore SR-B1, è attivato nell’antozoo simbiontico, Anthopleura elegantissima 

rispetto agli individui aposimbiotici, (Rodriguez-Lanetty et al., 2006). I membri della 

famiglia CD36 tra cui SR-B1, agiscono nella difesa dell’ospite mediante il 

metabolismo lipidico.  
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In tutti i metazoi la distruzione o l’eliminazione dei microbi/agenti patogeni 

attraverso l'apoptosi della cellula ospite, l'autofagia o la morte cellulare programmata 

indotta da microbi (PCD) può verificarsi nella fase di contatto iniziale per prevenire 

l'infezione, o ad un livello intracellulare per limitare i danni (James e Green, 2004 ). 

L’immunoriconoscimento innato degli cnidari è tutt'altro che semplice ed i membri 

di tutte le classi mostrano un arsenale diversificato di recettori del sistema 

immunitario innato che operano sia a livello inter-cellulare che intracellulare. 

L'interazione tra le proteine di dominio-TIR e dominio-LRR e la produzione di 

peptidi (eventualmente con l'aggiunta di metaboliti secondari) è completata con la 

secrezione di una lectina che può interagire con il fattore C3 della cascata fagocitica 

del complemento (Fig.10). Questo sistema multiplo e principale di difesa che porta a 

una risposta immunitaria, offre un elemento chiave per la funzione base dei più 

complessi percorsi di immunità innata trovata nei vertebrati.  

 

 

Fig. 10 Rappresentazione schematica degli immunorecettori e dei domini proteici associati e dei 

peptidi trovati negli cnidari (Dunn 2009) 
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2. Scopo della ricerca 

La biodiversità dell'ambiente marino associata alla diversità chimica costituiscono 

una risorsa praticamente illimitata di nuove sostanze attive nel campo dello sviluppo 

di prodotti bioattivi (Aneiros & Garateix, 2004). 

Il mare rappresenta quindi una preziosa fonte di nuovi composti (De Vries e Beart, 

1995), ed è stato classificato come il più grande serbatoio di molecole naturali che 

possono essere valutate per l'attività farmaceutica (Gerwick, 1987). La scoperta del 

ruolo bioregolatorio di diversi peptidi endogeni nell'organismo così come lo studio 

dei meccanismi molecolari d'azione di alcuni nuovi peptidi bioattivi ottenuti da fonti 

naturali su specifici target cellulari, hanno contribuito a considerare i peptidi come 

farmaci promettenti. Recentemente, quindi, i peptidi di origine marina hanno aperto 

una nuova prospettiva di sviluppo farmaceutico (Miljanich, 1997). 

In medicina umana, infatti, la crescente prevalenza di microbi resistenti agli 

antibiotici ha richiesto lo sviluppo di nuovi composti antimicrobici. I peptidi 

antimicrobici di origine animale possono quindi essere una valida alternativa o un 

additivo agli antibiotici convenzionali per l’uso terapeutico. La caratterizzazione 

recente di peptidi antimicrobici altamente attivi in Hydra e Aurelia mostrano che i 

peptidi antimicrobici isolati da cnidari marini e di acqua dolce possono rappresentare 

una risorsa in gran parte non sfruttata per la progettazione di nuovi antibiotici ad 

ampio spettro ad attività antimicrobica. 

L’obiettivo di questo studio è stato quello di identificare e fare chiarezza sull’origine, 

sulla distribuzione e sul significato biologico di alcune delle tossine presenti in 

Anemonia sulcata un antozoo caratteristico del Mediterraneo, al fine di isolare, 

localizzare e valutare la modulazione di queste molecole e di peptidi antimicrobici. 

Infatti, anche se la presenza di alcune tossine nelle nematocisti è ben documentata in 
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letteratura, la presenza di peptidi antimicrobici e la precisa localizzazione delle 

tossine nell'animale non è sempre chiara e non si può escludere un’origine non 

associata alle nematocisti.  

Ulteriore obbiettivo è stato quello di studiare l’immunobiologia a partire dalla 

risposta infiammatoria negli cnidari in seguito ad inoculo di varie sostanze come LPS 

e batteri per comprendere i meccanismi effettori implicati in questo processo. 

Le funzioni dei geni e le vie cellulari nei vertebrati superiori, inclusi gli esseri umani, 

si sono altamente conservate durante l'evoluzione dei metazoi dalla scoperta di 

omologhi nei metazoi base, come spugne e cnidari (Kortschak et al., 2003;. Kuo et 

al., 2004, Kusserow et al., 2005;. Dunn et al., 2006; Hemmerich et al., 2007). L'uso 

recente degli cnidari come sistema modello dei metazoi (Weis et al., 2008), ha 

portato una ricchezza di nuove informazioni svelando i processi cellulari coinvolti 

nella simbiosi, nella regolazione dell'immunità, nella morte cellulare e nella 

longevità dell’organismo.  

L’accumulo recente di dati genomici, filogenetici e funzionali su componenti 

dell'immunità innata negli cnidari può quindi dare informazioni riguardanti il 

repertorio immunitario innato nell’antenato eumetazoo. 
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3. Gli cnidari come modello di studio 

Gli Cnidari,  costituiscono un phylum di animali a simmetria raggiata, diblastici ed 

acquatici; essi rappresentano i Metazoi primitivi, cioè i più semplici organismi 

pluricellulari che hanno raggiunto il livello di organizzazione tissutale.  

Essendo uno dei più antichi lignaggi filetici conosciuti e sister taxon dei bilateri, il 

phylum degli cnidari è uno dei primi rami nell’albero della vita animale a fornire 

chiarimenti fondamentali sull’evoluzione dell'immunità (Putnam et al., 2007; Dunn 

et al., 2008; Schierwater et al., 2009; Philippe et al., 2009)  

Il loro corpo può essere schematizzato come un sacco, con una sola apertura, 

circondata da tentacoli, che funge da bocca ma serve anche per espellere il materiale 

non digerito. I tentacoli servono per afferrare le prede. La cavità interna, detta 

celenteron, è una vera cavità gastrovascolare, che si prolunga in parte anche nei 

tentacoli.  

Oltre 9000 specie di cnidari sono presenti in tutti i mari; la maggior parte delle forme 

sessili vive in acque costiere, ma vi sono anche specie abissali, mentre le meduse 

vivono in mare aperto. 

Il rinnovato interesse per lo studio dei geni dell’immunità negli cnidari come sistemi 

modello dei metazoi, ha portato informazioni aggiuntive allo scenario delle prime 

tappe dell’evoluzione dell’immunità svelando i processi cellulari coinvolti nella 

simbiosi, nella regolazione dell'immunità, nel lotta alle infezioni e nel mantenimento 

dell'omeostasi.  

Gli cnidari possiedono componenti delle principali vie dell’immunità degli 

invertebrati. I recettori e le vie già individuate indicano che questi invertebrati basali 

sono tutt'altro che "semplici" nella gamma di metodi di cui dispongono per affrontare 

https://it.wikipedia.org/wiki/Phylum
https://it.wikipedia.org/wiki/Animali
https://it.wikipedia.org/wiki/Simmetria_animale
https://it.wikipedia.org/wiki/Diblasteri
https://it.wikipedia.org/wiki/Tentacolo
https://it.wikipedia.org/wiki/Celenteron
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potenziali microbi invasori e agenti patogeni. Tuttavia, sono numerose le lacune nelle 

conoscenze attuali, con una grave carenza di studi funzionali delle componenti che 

possono avere un ruolo cruciale nelle risposte immunitarie. 

La conoscenza riguardo sia l'immunità innata che gli altri processi cellulari degli 

cnidari è lungi dall'essere completa. Tuttavia, le prove acquisite finora, suggeriscono 

che componenti altamente conservate di questi processi cellulari sono strettamente 

correlate ai più complessi agli omologhi dei vertebrati rispetto a quelli di altri 

invertebrati. 

 

3.1 Anthozoa 

Gli antozoi sono cnidari caratterizzati dall’assenza dello stadio medusoide. Il polipo 

è attaccato al substrato mediante un disco pedale che può permettere anche piccoli 

spostamenti. L'estremità superiore del polipo è costituita da un disco orale attorno al 

quale si trovano i tentacoli muniti di cnidocisti. Gli antozoi presentano una vera e 

propria bocca, costituita da uno stomodeo che si apre all'interno della cavità 

gastrovascolare. Lungo le pareti dello stomodeo ci sono dei solchi verticali 

("sifonoglifo") attraverso i quali l'acqua entra nella cavità gastrovascolare (Fig.11).  

 

 

Fig. 11 Sezione longitudinale della struttura interna di un antozoo 
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L' interno del corpo è suddiviso in camere mediante quattro (tetracoralli; estinti), sei 

(esacoralli) o otto (ottocoralli) coppie di setti (sarcosetti) che si estendono 

verticalmente dalle pareti del corpo fino allo stomodeo; a questi si possono 

intercalare altri setti incompleti che non raggiungono lo stomodeo. Lungo i margini 

interni dei setti decorrono verticalmente filamenti mesenterici che si continuano 

inferiormente con le cosidette aconzie, che sono sottili filamenti fittamente armate di 

nematocisti che vengono emesse dall’apertura boccale o dai pori del corpo quando 

l’animale si difende. Sui margini interni dei setti sono presenti anche le gonadi. Tutte 

le camerette sono internamente riempite da mesoglea; la parte esterna è rivestita da 

un'epidermide spessa. I fasci muscolari decorrono lungo i setti e la parete 

gastrovascolare. Gli Antozoi si riproducono per via asessuale e sessuale. 

 

3.2 Anemonia sulcata 

 

 

Fig. 12  Anemonia sulcata  

 

Anemonia sulcata (Fig. 12) è uno cnidario appartenente alla classe degli Anthozoa, 

sottoclasse Zoantharia, ordine Actiniaria, famiglia Actiniidae.  

E’ una specie caratterizzata da lunghi tentacoli (fino ad alcune centinaia) flessibili e 

poco retrattili disposti su sei file concentriche, che di norma nascondono la colonna. 

La base del piede è larga. La colorazione varia dal verde al bruno giallastro. E' il più 
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grande e frequente anemone del Mediterraneo, potendo raggiungere i 20 cm di 

diametro. Vive su fondali rocciosi da pochi metri fino a più di 20 m di profondità, 

preferendo le zone maggiormente illuminate per agevolare la fotosintesi da parte 

delle alghe simbionti presenti nei suoi tentacoli. Si riproduce sia per via sessuata che 

per scissione. I sessi sono separati e le uova vengono rilasciate nel periodo 

primaverile-estivo.  
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4. Materiali e Metodi 

4.1 Raccolta e mantenimento animali 

Individui adulti di Anemonia sulcata sono stati prelevati nelle aree di Capo Gallo 

(Pa); gli animali sono stati quindi trasferiti presso l’acquario del Dipartimento di 

Scienze e Tecnologie Biologiche Chimiche e Farmaceutiche, dove sono stati posti 

in vasche contenenti acqua di mare ossigenata ad una temperatura di 18°C.  

 

4.2 Inoculi 

Gli esemplari sono stati inoculati nella zona del disco pedale per mezzo di una 

siringa sterile con 200 μl di una soluzione di Lipopolisaccaridi (LPS) di Escherichia 

coli (sierotipo 055:B5, Sigma Chemicals) in Marine Solution (12 mM CaCl2; 11 mM 

KCl; 26 mM MgCl2; 43 mM Tris; 38 mM HCl; 0,4 M NaCl, pH 7,4), alla 

concentrazione di 2 mg/ml. Alcuni animali sono stati inoculati con Phenyl sepharose 

0,05g/ml, con DEAE cellulosa 0,05 g/ml e con eritrociti di coniglio all’1%. Altri 

animali sono stati inoculati con 200 μl di sospensione di batteri uccisi al calore dei 

ceppi Escherichia coli, Vibrio alginolyticus, Vibrio proteolyticus e Shigella 

putrefaciens alla concentrazione di 1*10
8
/ml. Gli individui controllo sono stati 

inoculati con un pari volume di MS. 

 

4.3 Preparazione dei campioni di Anemonia sulcata 

In laboratorio, sono state condotte le estrazioni dai tentacoli e dal corpo 

dell’animale. 

Estrazione dai tentacoli e dal corpo: i tentacoli ed il corpo sono stati prelevati ed è 

stata aggiunta TBS (NaCl 150 mM, TRIS HCl 10mM pH 7,4). Dopo 
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un’omogenizzazione in ghiaccio con Ultra – Turrax  per 5 minuti il campione è stato 

centrifugato a 21000 g per 20 minuti ed infine è stato recuperato il supernatante.  

Per l’estrazione acida dopo l’omogenizzazione è stato aggiunto il 10% di acido 

acetico (CH3COOH), sono state effettuate tre sonicazioni (sonicatore Branson, 

Model B15, Danbury, CT) di 30 secondi ciascuna, il campione è stato centrifugato a 

21000 g per 20 minuti ed infine è stato recuperato il supernatante. 

 

4.4 Concentrazione proteica 

La concentrazione proteica dei campioni è stata determinata mediante il metodo 

Bradford (1976), e la albumina bovina (BSA, Sigma Chemicals) è stata usata come 

standard. La lettura allo spettrofotometro (595 nm) di ciascun campione (100μl + 

1ml del reattivo di Bradford) è stata effettuata, dopo azzeramento col bianco (100 μl 

del tampone in cui si trova ciascun campione con 1 ml di reattivo di Bradford). A 

questo punto il valore di assorbanza di ciascun campione è stato riportato sulla curva 

ottenuta con lo standard e per interpolazione è stata ricavata la concentrazione 

proteica. 

 

4.5 Elettroforesi su gel SDS- PAGE 

Tutti i campioni sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di poliacrilammide a varie 

percentuali eseguita secondo il metodo Laemmli (1970) utilizzando un 

apparecchiatura “mini protean II cell” (Bio-Rad), in condizioni riducenti La 

migrazione è avvenuta in Running buffer (Tris Base 25 mM; Glicina 192 mM, 1 % 

p/v SDS, pH 8,3) a 60 volts per i primi 10 minuti e a 190 volts per il restante tempo, 

come indicato dal manuale BIORAD. I gel sono stati calibrati con standard proteici a 

peso molecolare noto (Sigma-Aldrich). In relazione alla curva di regressione ottenuta 
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mediante il programma AlfaEaserFC sono stati calcolati i pesi molecolari delle bande 

ottenute. 

 

4.6 Colorazione con Blue di Comassie 

Al termine della migrazione elettroforetica, il gel è stato colorato con il colorante 

Blue di Coomassie (Coomassie Brillant Blue G250 0,1%; Metanolo 40%; Acido 

acetico 1%) e posto in agitazione, overnight a temperatura ambiente. Il giorno 

seguente, il gel è stato decolorato con la soluzione decolorante (Acido acetico 0,1%; 

Metanolo 0,4%; acqua distillata) in due passaggi successivi della durata di 1 ora 

ciascuno, in agitazione e a temperatura ambiente. Quindi, il gel è stato sciacquato in 

acqua distillata. 

 

4.7 Colorazione argentica 

Al termine della decolorazione, il gel è stato lavato con acqua distillata e posto in 

agitazione; in seguito è stato lasciato in agitazione 30 minuti con una soluzione di 

fissatore (20 ml di DW, 25 ml di metanolo e 5 ml di acido acetico). Dopo un 

ulteriore lavaggio con acqua distillata per 30 minuti è stata aggiunta una soluzione di 

ditiotreitolo (DTT) 1mg/ml e lasciata in agitazione per 30 minuti. Dopo l’aggiunta di 

una soluzione di nitrato di argento 100mg/ml per ulteriori 30 minuti è stato aggiunto 

il rivelatore (80 µl di formaldeide al 35%, 3,75g di Na2CO3 e 125 ml di acqua 

distillata) fino all’apparizione di un colore marrone chiaro ed alla comparsa delle 

bande. La colorazione è stata stoppata con la soluzione d’arresto (90 ml di DW e 10 

ml di CH3COOH). 

 



 50 

4.8 Valutazione dell’attività proteasica 

I campioni sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di poliacrilammide al 7,5% 

eseguita secondo il metodo Laemmli (1970) utilizzando un mini protean II cell (Bio-

Rad) in condizioni non riducenti, usando come substrato gelatina (2mg/ml) e 

fibrinogeno (0,5mg/ml). La migrazione è avvenuta in Running buffer (Tris Base 25 

mM; Glicina 192 mM, 1 % p/v SDS, pH 8,3) a 60 volts per i primi 10 minuti e a 130 

volts per il restante tempo, come indicato dal manuale BIORAD. Dopo la migrazione 

sono stati effettuati 3 lavaggi da 3 minuti ciascuno con TBS Ca 10mM (NaCl 150 

mM, TRIS HCl 10mM, CaCl2 10mM pH 8) con Triton X-100 al 2%. Dopo 

un’incubazione overnight con TBS Ca 10mM pH 8 il gel è stato lavato per 4 minuti in 

metanolo al 50% e colorato in Blue di Comassie.  

Per valutare l’inibizione dell’attività protesica è stato aggiunto 1,10-phenanthroline 

nel tampone di incubazione ed il gel è stato in seguito colorato in Blue di Comassie. 

1,10-phenanthroline è stata preparata come una soluzione stock 300mM in metanolo 

ed aggiunta fresca al buffer di incubazione per ottenere una concentrazione finale di 

10mM.  

I dati ottenuti sono stati sottoposti ad analisi densitometrica utilizzando il programma 

AlphaEaseFC. 

 

4.9 Valutazione dell’attività della fosfatasi alcalina 

Per valutare l’attività della fosfatasi alcalina i campioni sono stati incubati in un 

volume uguale di 4 mM p-nitrofenil fosfato liquido in 100 mM di bicarbonato di 

ammonio contenente 1 mM di MgCl2 (pH 7.8) come descritto da Ross et al. (2000). 

L'aumento della densità ottica è stata misurata ad intervalli regolari di 5 minuti per 3h 

a 405nm con un lettore per micro piastre (LABSYSTEM UNISKAN I).Una unità (U) 
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di attività è stata definita come la quantità di enzima necessaria per liberare 1 

micromole di p-nitrofenolo prodotto in 1 min. 

 

4.10 Valutazione dell’attività esterasica 

L’attività esterasica è stata determinata secondo il metodo di Ross et al., (2000). Un 

volume uguale di campione è stato incubato con 0,4 mM p-nitrophenyl myristate 

substrate in 100 mM di ammonio bicarbonato contenente 0,5% di Triton X-100 (pH 

7,8, 30 °C). L'aumento della densità ottica è stata misurata ad intervalli regolari di 5 

minuti per 3h a 405nm con un lettore per micro piastre (LABSYSTEM UNISKAN I). 

L'attività è stata determinata come per la fosfatasi alcalina. 

 

4.11 Analisi statistica  

I risultati sono espressi come media ± deviazione standard. I dati sono stati analizzati 

statisticamente mediante analisi della varianza (ANOVA) per determinare le 

differenze tra i gruppi. Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando SPSS 15.0 

e le differenze sono state considerate statisticamente significative per p ≤ 0,05. 

 

4.12 Purificazioni e valutazione dell’attività antibatterica 

4.12.1 Purificazione tramite SEP PAK  

Gli estratti acidi dei tentacoli e del corpo di Anemonia sulcata sono stati purificati 

tramite una colonna cromatografica a base di silice SEP PAK C8 Vac 12cc. Questa 

tecnica permette di separare le molecole in base alla polarità; la fase stazionaria 

apolare è di natura idrofobica non solubile in acqua, mentre la fase mobile polare è 
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una miscela di acqua e acetonitrile. Sono state preparate due colonne, una per il 

corpo ed una per i tentacoli che sono state inizialmente reidratate con 50 ml di 

metanolo. Le colonne sono state successivamente lavate prima con 25ml di acqua 

Milli Q e dopo con 25ml di acqua contenente 0,05% di acido trifluoroacetico (TFA). 

Dopo avere fatto passare i campioni all’interno delle colonne sono stati ripetuti i 

lavaggi con 25ml di acqua Milli Q e 25 ml di acqua con TFA. Successivamente sono 

stati eluiti 50ml di acetonitrile al 10% con 0,05% di TFA, 50 ml di acetonitrile al 

40% con 0,05% di TFA e 50ml di acetonitrile all’80% con 0,05% di TFA. Ogni 

frazione è stata recuperata, liofilizzata e risospesa in acqua Milli Q. 

 

4.12.2 Concentrazione proteica 

La concentrazione proteica dei campioni è stata determinata mediante NanoDrop 

ND-1000 Spectrophotometer. La lettura allo spettrofotometro (280 nm) di ciascun 

campione è stata effettuata, dopo azzeramento col bianco (acqua Milli Q). 

 

4.12.3 Attività antibatterica 

Per valutare l’attività antibatterica dei campioni separati tramite SEP PAK, sono 

state preparate delle capsule Petri contenenti 10ml di Trypticase soy agar (TSA). In 

ogni capsula è stata depositata una sospensione batterica alla concentrazione 

misurata come 0,5 McFarland di torbidità ed è stato tolto l’eccesso di surnatante. 

Sono stati creati dei pozzetti e dentro ogni pozzetto sono stati depositati 10 μl di 

campione. Le capsule sono state conservate overnight a 37°C. I batteri testati sono 

stati: Micrococcus lysodeikticus,  Escherichia coli, Vibrio proteoliticus ed 

Staphylococcus aureus. 
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4.12.4 Curva standard per gli antibiotici  

Per preparare le curve standard, sono state fatte delle diluizioni per i cinque 

antibiotici utilizzati (Kanamicina, Spectinomicina, Ampicillina, Streptomicina e 

Tetraciclina). Queste diluizioni sono state depositate in delle capsule Petri contenenti 

10ml di Trypticase soy agar (TSA) e una sospensione batterica di 0,5 McFarland. Le 

curve standard degli antibiotici sono state preparate per  Micrococcus lysodeikticus 

ed Escherichia coli. 

 

4.12.5 Valutazione dell’attività batteriostatica (MIC) 

I campioni sono stati saggiati verso Micrococcus lysodeikticus su piastra a 96 

pozzetti. I batteri sono stati preparati alla concentrazione di 5x10
6
 batteri/ml in 

Trypticase soy broth (TSB). Per valutare l’attività batteriostatica 25 μl di TSB sono 

stati posti in una piastra sterile a 96 pozzetti dal secondo pozzetto in poi. Nel primo e 

nel secondo pozzetto sono stati posti 25 μl di campione da testare, eseguendo dal 

secondo pozzetto in poi delle diluizioni seriali. Di seguito sono stati aggiunti 80 μl di 

sospensione batterica in tutti i pozzetti. E’ stato preparato un controllo (100 μl di 

TSB) grazie al quale, per comparazione, é possibile verificare l’attività del campione 

sui batteri. La piastra è stata inserita nel microplate reader TECAN (INFINITE M  

200) per 16 ore alla temperatura di 37°C.  

 

4.12.6 Valutazione dell’attività battericida (MBC) 

Per la valutazione dell’attività battericida sono stati analizzati i campioni presenti nei 

pozzetti della piastra  incubata per 16 ore nel microplate reader TECAN. Il 

contenuto dei pozzetti (il primo in cui si evidenzia la crescita batterica e i precedenti 
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cinque) sono stati depositati in capsule petri contenenti 20ml di TSA e lasciati 

overnight a 37°C.  

 

4.12.7 Cromatografia in fase inversa 

La cromatografia in fase inversa permette di separare le molecole in base alla 

polarità; la fase stazionaria apolare è di natura idrofobica non solubile in acqua, 

mentre la fase mobile polare è una miscela di acqua e acetonitrile. I profili di 

separazione dei campioni sono stati ottenuti utilizzando una colonna di silice C18 

INTERCHROM UP5ODB-25QS 250x4,6mm; con una catena idrofobica di 18 atomi 

di carbonio è adatta alla separazione di piccole proteine o peptidi. Sono stati caricati 

50µl di campione per ogni analisi con un iniettore manuale reodine e la lettura è 

stata effettuata a 225 nm (mAU) con un gradiente di acetonitrile da 0 a 60 % per 60 

minuti. I diversi picchi sono stati raccolti, liofilizzati tramite uno SpeedVac 

Concentrator SAVANT SC 210A e analizzati per valutarne l’attività antibatterica. 

 

4.12.8 Valutazione dell’attività antibatterica dei picchi  

Per valutare l’attività antibatterica dei picchi separati tramite cromatografia in fase 

inversa, i campioni sono stati saggiati su piastra a 96 pozzetti verso Micrococcus 

lysodeikticus . I batteri sono stati preparati alla concentrazione di 5x10
6 cellule/ml in 

Trypticase soy broth (TSB). Per valutare l’attività antibatterica 20 μl di sospensione 

batterica sono stati posti in una piastra sterile a 96 pozzetti; di seguito sono stati 

aggiunti 20 μl di campione. La piastra è stata conservata overnight a 37°C. 
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4.13 Spettrometria di massa e sequenziamento  

La massa molecolare dei peptidi purificati è stata determinata tramite spettrometria di 

ionizzazione di massa (ultraflex TOF/TOF). Questo tecnica utilizza due canali (TOF); 

il primo separa gli ioni generati dal fascio laser sulla base dei loro pesi molecolari 

dando un'impronta digitale di massa. Il secondo TOF risolve le specie frammentate 

generati da una camera di collisione. 

Il microsequenziamento dei peptidi è stato effettuato presso la Plate-forme de 

Protéomique «PISSARO» (Francia) responsabile “Laurent Coquet”, utilizzando il 

metodo della Degradazione di Edman. La sequenza aminoacidica N-terminale è stata 

determinata usando il Microsequenziatore Perkin Elmer Applied Biosystem Model 

494. La degradazione di Edman, dal nome di Pehr Edman che la sviluppò, è un 

metodo che permette di sequenziare gli amminoacidi presenti all'interno dei peptidi. 

Questa consente di tagliare un solo residuo, quello N-terminale, il quale con 

l'isotiocianato di fenile (PITC) va a formare una feniltioidantoina facilmente 

identificabile con semplici tecniche analitiche. Il feniltioisocianato reagisce con il 

gruppo amminico del residuo amminoacidico N-terminale convertendolo in un 

addotto feniltiocarbammilico; il legame successivo vicino al PTC viene rotto 

mediante trattamento con acido trifluoroacetico in ambiente anidro con liberazione 

dell'amminoacido N-terminale come derivato anilinotioazolinico. Il derivato 

amminoacidico viene estratto mediante trattamento con solventi organici. La catena 

polipeptidica rimanente presenterà ora all'estremità ammino terminale il secondo 

amminoacido della catena polipeptidica iniziale. Ripetendo il ciclo si possono 

identificare i successivi amminoacidi; mediante specializzati moderni sequenziatori 

si possono sequenziare fino a 50 residui in modo del tutto automatico. 

 

http://it.wikipedia.org/wiki/Pehr_Edman
http://it.wikipedia.org/wiki/Amminoacido
http://it.wikipedia.org/wiki/Peptidi
http://it.wikipedia.org/wiki/Chimica_analitica
http://it.wikipedia.org/wiki/Feniltioisocianato
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4.14 Analisi in silico 

L’analisi in silico è stata utilizzata per determinare la probabilità antimicrobica delle 

molecole purificate. Sono stati utilizzati  tre siti di predizione per la determinazione 

del potere antimicrobico delle neurotossine purificate: The Antimicrobial Peptide 

Database, CAMP: Collection of Antimicrobial Peptides ed AMPA.  

APD: The Antimicrobial Peptide Database è un sito di predizione basato su due indici 

caratteristici per la determinazione del potere antimicrobico: Wimley-White 

hydrophobicities e Boman Index (Wang and Wang, 2004). 

Wimley-White hydrophobicities (Kcal/mol) è una scala di idrofobicità che definisce 

la relativa idrofobicità dei residui amminoacidici, più positivo è il valore di tale 

indice, più idrofobi sono gli amminoacidi situati in tale regione della proteina. Questa 

scala è comunemente usata per prevedere la alfa-eliche transmembrana di proteine di 

membrana (White and Wimley, 1999).  

 Il Boman Index (potenziale di legame delle proteine) è definito come la somma delle 

energie libere dei residui amminoacidici delle catene laterali diviso per il numero 

totale di residui amminoacidici. Un valore basso (≤1) indica che il peptide ha una più 

alta attività antibatterica senza molti effetti collaterali, mentre un valore più elevato 

(2,50-3,00) indica che il peptide è multifunzionale con attività simile agli ormoni  

(Boman, 2003). 

CAMP:Collection of Antimicrobial Peptides utilizza un algoritimo di predizione, 

Support Vector Machine (SVM), incorporato nel database, che dà anche un punteggio 

di probabilità (0-1) per la predizione. Maggiore è la probabilità, maggiore è la 

possibilità che la predizione possa essere corretta (Shaini et al., 2009).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=White%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10410805
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AMPA utilizza dei grafici che mostrano il profilo antimicrobico per la sequenza di 

entrata (s) e calcola la probabilità di trovare tratti di sequenza in proteine non 

antimicrobiche (Torrent et al., 2009; Torrent et al., 2012). 

La possibilità di un allineamento (ClustalW2) per l’omologia di struttura è stata 

verificata utilizzando SWISS-MODEL.  

L’analisi filogenetica è stata effettuata con il metodo Neighbor-Joining (NJ) 

analizzata con 1000 interazioni bootstrap con il software CLC workbench 6.4. 

 

4.15 Analisi istologiche 

4.15.1 Inclusione in paraffina e taglio delle sezioni 

I campioni fissati in Bouin sono stati disidratati attraverso una serie crescente di 

concentrazioni di etanolo (35%-100%), poi trasferiti in metilbenzoato per due volte 

fino all’affondamento del campione. Infine i campioni sono stati inclusi in paraffina 

(MERCK) e dopo 24h sono state tagliate al microtomo sezioni di 6-7 μm, che sono 

state incubate a 37°C overnight. 

 

4.15.2 Colorazione tricomica di Mallory 

Le sezioni ottenute al microtomo sono state deparaffinate in xilolo, reidratate 

attraverso una serie decrescente di concentrazioni di etanolo (100%-35%), sciacquate 

con acqua distillata e colorate con soluzione acquosa all’1% di fucsina acida (sciolta a 

caldo) per circa un minuto a temperatura ambiente. Dopo un lavaggio in acqua 

distillata, sono state decolorate velocemente in etanolo 95° contenente una goccia di 

olio di anilina, quindi, rilavate in acqua distillata e colorate per 30 minuti, a 

temperatura ambiente, in soluzione acquosa all’1% di acido fosfomolibdico (sciolta a 
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caldo); a questo punto è stato effettuato un ulteriore lavaggio con acqua distillata, 

prima di essere colorate con la soluzione Mallory (0,005 gr/ml di azzurro di anilina; 

0,02 gr/ml di orange G; 0,02 gr/ml di acido ossalico) per 45 minuti a temperatura 

ambiente. Quindi, le sezioni sono state lavate in  acqua distillata e deidratate in alcool 

etilico. I vetrini, infine, sono stati sigillati con EUKITT (Bioptica) per le osservazioni 

al microscopio. 

 

4.15.3 Colorazione tricromica di Gomori 

Le sezioni ottenute al microtomo sono state deparaffinate in xilolo, reidratate 

attraverso una serie decrescente di concentrazioni di etanolo (100%-35%), sciacquate 

con acqua distillata e colorate con emallume di Carazzi (per 200 ml: 10 g KAl(SO4)2, 

0,2 g Ematossilina, 0,04 g KIO3, 40ml glicerina) per circa 10 minuti a temperatura 

ambiente. Dopo un lavaggio in acqua distillata, sono state colorate per circa 15 minuti 

con la soluzione tricromica di Gomori pH 3,4 (per 100 ml: 0,6 g Cromotropo 2R, 0,3 

g Fast green FCF, 0,6 g acido fosfotungstico, 1 ml acido acetico) quindi, rilavate in 

acqua distillata e sciacquate in acqua acidulata (0,2% acido acetico). Le sezioni sono 

state lavate in acqua distillata e deidratate in alcool etilico. I vetrini, infine, sono stati 

sigillati con EUKITT (Bioptica) per le osservazioni al microscopio. 
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5. Risultati e Discussione 

5.1 Inoculi 

L’attività infiammatoria è stata esaminata in seguito all’inoculo di diverse sostanze, 

quali LPS di Escherichia coli, Phenyl sepharose, DEAE cellulose, eritrociti di 

coniglio ed una sospensione di batteri uccisi al calore dei ceppi Escherichia coli, 

Vibrio alginolyticus, Vibrio proteolyticus e Shigella putrefaciens nel disco pedale di 

Anemonia sulcata (Fig. 13). 

 

                                              

Fig. 13. Inoculo nel disco pedale di Anemonia sulcata 

 

 

Dopo l’inoculo di LPS di Escherichia coli, Phenyl sepharose e DEAE cellulose non è 

stata evidenziata nessuna reazione mentre dopo l’inoculo di eritrociti di coniglio e 

delle sospensioni dei vari ceppi batterici uccisi al calore sono state osservate le 

reazioni a partire dalle 24h dall’inoculo. Tali reazioni mostravano un gonfiore 

crescente nella colonna del corpo e sulla base del piede, fino ad arrivare, in alcuni 

casi, alla comparsa di una zona di rigetto (Fig. 14). Le reazioni sono state seguite per 

otto giorni, in seguito la zona di rigetto diminuiva le sue dimensioni fino a scomparire 

completamente. 
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Fig. 14 Reazione di gonfiore (A e B) e comparsa della zona di rigetto (C) in Anemonia sulcata in 

seguito ad inoculi 

 

 

Le maggiori risposte, caratterizzate dalla comparsa di una evidente area di rigetto, 

sono avvenute in seguito all’inoculo di E. coli, ed in maniera ridotta in seguito 

all’inoculo di Vibrio alginolyticus. L’inoculo di Vibrio proteoliticus non ha causato 

nessuna reazione mentre quello di Shigella putrefaciens ha provocato solamente la 

presenza di un gonfiore che è scomparso all’ottavo giorno dall’inoculo (Tabella 6). 

 

 

 

 

 

A B 

C 
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Tab. 6 Tabella riassuntiva delle reazioni di Anemonia sulcata in seguito ad inoculo dei vai ceppi 

batterici. NR nessuna reazione; ○ livello di gonfiore, *area di rigetto. Gli individui controllo sono stati 

inoculati con Marine Solution e non hanno mostrato nessuna reazione. 
 

INOCULI 
Giorni e Reazioni 

1° 2° 3° 4° 7° 8° 

LPS Escherichia coli NR NR NR NR NR NR 

Phenyl sepharose NR NR NR NR NR NR 

DEAE cellulose NR NR NR NR NR NR 

Rabbit Red Blood Cells ○○ ○○ ○○ ○ ○ ○ 

Escherichia coli ○ ○○ ○ * ** ** ** 

Vibrio alginolyticus ○○ ○ ○ ○○ ○* ** 

Vibrio proteoliticus NR NR NR NR NR NR 

Shigella putrefaciens ○ ○ ○○ ○○ ○ NR 

 

 

 

Brown et al. (2013) hanno studiato la risposta di Acropora millepora al trattamento 

con batteri del ceppo Vibrio coralliilyticus e Alteromonas sp. Frammenti di corallo 

trattati con V. coralliilyticus apparivano in buona salute mentre frammenti trattati con 

Alteromonas sp. mostravano lesioni tissutali. Lo studio della risposta trascrizionale di 

due geni immunitari (il fattore del complemento C3 e una lectina di tipo C) e di un 

gene di risposta allo stress (hsp 70) ha mostrato che i profili trascrizionali di C3 e 

hsp70 aumentano e sono correlati con i segni della malattia nel trattamento con 

Alteromonas sp. L'espressione di hsp70 ha anche mostrato un aumento significativo 

nei coralli inoculati con V. coralliilyticus suggerendo che, anche in assenza di segni di 

malattia, l'inoculo microbico attivava una risposta allo stress. La lectina di tipo C non 

ha mostrato una risposta a nessuno dei trattamenti batterici.  
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5.2 Analisi elettroforetica 

I campioni di corpo e tentacoli non inoculati ed inoculati con i diversi batteri sono 

stati inizialmente caratterizzati tramite analisi elettroforetica in condizioni non 

riducenti per evidenziare il pattern proteico e le eventuali variazioni in seguito alla 

stimolazione. 

Negli estratti del corpo si osservano differenze tra gli individui non trattati e quelli 

trattati, vi è infatti, negli individui inoculati con i batteri, la comparsa di una banda a 

100 kDa che risulta essere assente sia nell’estratto non inoculato che in quello 

inoculato con Marine Solution (Fig. 15). 

 

 

Fig. 15 SDS PAGE al 7,5% degli estratti non acidi del corpo di Anemonia sulcata Standard (lane 1), 

estratto non inoculato (lane 2), estratto inoculato con MS (lane 3), estratto inoculato con E. coli 

(lane 4), estratto inoculato con V. alginolitycus (lane 5) ed estratto inoculato con S. putrefaciens 

(lane 6) 

 

Per quanto riguarda gli estratti tentacolari l’analisi elettroforetica non ha mostrato 

differenze di pattern proteici negli individui inoculati e non inoculati (Fig. 16).  
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Fig. 16. SDS PAGE al 7,5% degli estratti non acidi dei tentacoli di Anemonia sulcata.  Standard 

(lane 1), estratto non inoculato (lane 2), estratto inoculato con MS (lane 3), estratto inoculato con E. 

coli (lane 4), estratto inoculato con V. alginolitycus (lane 5) ed estratto inoculato con S. putrefaciens 

(lane 6) 

 

 

5.3 Attività enzimatiche 

5.3.1 Valutazione dell’attività proteasica 

L’analisi SDS-PAGE con gelatina e fibrinogeno ed il trattamento dei gel per valutare 

l’attività proteasica colorati con blue di coomassie ha permesso di osservare il pattern 

proteasico degli estratti non acidi dei tentacoli e del corpo degli individui di 

Anemonia sulcata inoculati e non inoculati.  

Le proteasi sono un gruppo di enzimi la cui funzione catalitica è quella di idrolizzare 

le proteine; vengono chiamati anche enzimi proteolitici o proteinasi.  

Gli enzimi proteolitici sono molto importanti nella digestione, essi idrolizzano infatti i 

legami peptidici negli alimenti proteici per liberare gli aminoacidi necessari per il 
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corpo. Inoltre, gli enzimi proteolitici sono stati utilizzati per un lungo periodo di 

tempo in varie forme di terapia. Il loro uso in medicina è degno di nota in base a 

diversi studi clinici che indicano i loro benefici in oncologia, patologie infiammatorie, 

controllo e regolazione immunitaria. Le proteasi hanno anche la capacità di digerire i 

residui indesiderati nel sangue tra cui alcuni batteri e virus, risparmiando questo 

compito al sistema immunitario.  

Le attività proteolitiche degli estratti del corpo e dei tentacoli non trattati ed inoculati 

con vari ceppi batterici, sono stati quindi studiati tramite zimogrammi utilizzando 

come substrato la gelatina ed il fibrinogeno. 

Il profilo elettroforetico degli estratti non acidi del corpo ha messo in evidenza una 

forte attività gelatinolitica caratterizzata da un pattern di bande attive, suggerendo la 

presenza di varie forme molecolari dell’enzima nel range tra 200 e 40 kDa (Fig 15).  

L’analisi densitometrica dei gel mostra una banda di 157 kDa più attiva nei campioni 

inoculati con batteri rispetto ai non inoculati ed ai campioni controllo ed una banda 

meno attiva di 43,5 kDa (Fig. 18); si osserva inoltre la presenza di una banda attiva di 

109 kDa solo nel campione non trattato (Fig. 17). Aggiungendo 1,10-fenantrolina 

(inibitore delle metalloproteinasi ad ampio spettro), la maggior parte delle attività 

gelatinolitiche scomparivano, suggerendo che si tratta di enzimi simili alle 

metalloproteinasi (Dunn, 1989). 

Il profilo elettroforetico degli estratti non acidi dei tentacoli mostra invece una 

bassissima attività nel campione non trattato che scompare completamente negli 

animali inoculati (Fig. 17).  
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Fig.17 SDS PAGE al 7,5% con gelatina degli estratti non acidi del corpo e dei tentacoli di Anemonia 

sulcata (A) e degli estratti non acidi del corpo e dei tentacoli di Anemonia sulcata trattati con 1-10 

fenantrolina (B) 
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Fig.18 Analisi densitometrica tramite AlphaEaseFC delle bande con attività gelatinolitica di 157 kDa 

(A) e di 43,5 kDa (B) degli estratti non acidi del corpo di Anemonia sulcata   

 

 

Anche l’attività fibrinolitica è stata rilevata negli estratti del corpo evidenziando una 

maggiore espressione negli estratti non inoculati ed in quelli inoculati con Marine 

Solution rispetto a quelli inoculati con i batteri; i gel mostrano infatti la scomparsa 

della banda di 200 kDa negli animali inoculati rispetto ai non trattati ed una 

diminuzione dell’attività fibrinolitica in tutto il pattern proteico come conferma 
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l’analisi densitomentrica (Fig. 20). L’aggiunta di 1,10- fenantrolina determina anche 

in questo caso la scomparsa delle bande (Fig. 19). 

 

 

Fig. 19 SDS PAGE al 7,5% con fibrinogeno degli estratti non acidi del corpo e dei tentacoli di 

Anemonia sulcata (A) e degli estratti non acidi del corpo e dei tentacoli di Anemonia sulcata trattati 

con 1-10 fenantrolina (B) 
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Fig.20 Analisi densitometrica tramite AlphaEaseFC delle bande con attività fibrinolitica degli estratti 

non acidi del corpo di Anemonia sulcata   

 

 

Lee et al., (2011) hanno studiato comparativamente le attività enzimatiche nei veleni 

di quattro specie di meduse; questi veleni hanno mostrato attività gelatinolitica, 

caseinolitica e fibrinolitica. La citotossicità del veleno di queste meduse mostrava una 

correlazione positiva con la sua complessiva attività proteolitica. Le metalloproteinasi 

sembrano svolgere infatti un ruolo importante nell'induzione della tossicità del veleno 

di meduse.  

Gli enzimi proteolitici rappresentano uno dei maggiori contributi delle tossine nel 

veleno, inducendo diversi effetti tossicologici, tra cui emorragia, edema e necrosi 

(Takeya et al.,1990). I danni tissutali locali mediati dalle proteasi coinvolgono la 

degradazione della matrice extracellulare e del tessuto connettivo circostante ai vasi 

sanguigni (Dunn, 1989). 
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5.3.2 Valutazione dell’attività della fosfatasi alcalina 

Gli estratti del corpo e dei tentacoli di Anemonia sulcata sono stati saggiati per 

valutare l’attività della fosfatasi alcalina sia nei campioni non trattati che in quelli 

inoculati con diversi ceppi batterici. L’analisi statistica dei dati ha messo in evidenza 

una presenza maggiore dell’enzima nei tentacoli rispetto al corpo. 

La fosfatasi alcalina è un enzima appartenente alla famiglia delle fosfatasi, in grado 

di rimuovere un gruppo fosfato da una molecola mediante una reazione denominata 

defosforilazione.  

Le fosfatasi sono enzimi idrolitici che intervengono insieme al processo di fagocitosi 

ed alla produzione di fattori umorali, nella risposta immunitaria degli invertebrati. 

Negli estratti del corpo ci sono leggere variazioni dell’attività fosfatasica nei 

campioni inoculati rispetto al non trattato (animali non inoculati) ed al controllo 

(animali inoculati con Marine Solution) mentre negli estratti tentacolari vi è un forte 

aumento dell’attività nei campioni inoculati con E. coli e piccole variazioni nei 

campioni inoculati con gli altri ceppi batterici (Fig 21). 
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Fig. 21 Analisi comparativa dell’attività fosfatasica nel corpo e nei tentacoli di Anemonia sulcata e tra 

campioni inoculati e non inoculati. le linee rappresentano la media ± deviazione standard. Le lettere 

indicano le differenze significative tra organismi inoculati e non inoculati (p≤0.05) 
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In Hydra le fosfatasi sono state descritte come marcatori di rigenerazione, infatti in 

seguito allo studio degli effetti in vivo di kelletinin A, un composto naturale isolato 

dalla gasteropode marino Buccinulum corneum, è stato osservato un marcato 

incremento del numero di tentacoli rigenerati (ATN), l’aumento della 

transdifferenziazione di cellule epiteliali e la differenziazione di nematociti, correlati 

ai cambiamenti dei livelli della fosfatasi acida ed alcalina (De Petrocellis et al., 

1999). 

 

5.3.3 Valutazione dell’attività della esterasi 

Gli estratti del corpo e dei tentacoli di Anemonia sulcata sono stati inoltre saggiati 

per valutare l’attività esterasica sia nei campioni non trattati che in quelli inoculati 

con diversi ceppi batterici. L’analisi statistica dei dati ha messo in evidenza una 

presenza maggiore dell’enzima nel corpo rispetto ai tentacoli. 

Gli estratti del corpo non trattati e quelli controllo presentano la più bassa attività 

esterasica che aumenta negli animali inoculati con S. putrefaciens e raggiunge la 

massima espressione negli animali inoculati con V. alginolitycus ed E. coli. Una 

situazione analoga si riscontra negli estratti tentacolari dove anche in questo caso, il 

non trattato ed il controllo presentano la più bassa attività che aumenta negli animali 

inoculati con V. alginolitycus e S. putrefaciens e raggiunge la massima espressione 

negli animali inoculati con E. coli (Fig. 22). 

Sia nel corpo che nei tentacoli, quindi, l’inoculo di E. coli determina la più alta 

variazione dell’attività dell’enzima esterasi, risultato che è in accordo con l’analisi 

dell’attività fosfatasica e con lo sviluppo della zona di rigetto nello studio 

dell’infiammazione. 
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Fig. 22 Analisi comparativa dell’attività esterasica nel corpo e nei tentacoli di Anemonia sulcata e tra 

campioni inoculati e non inoculati. le linee rappresentano la media ± deviazione standard. Le lettere 

indicano le differenze significative tra organismi inoculati e non inoculati (p≤0.05) 

 

 

Una esterasi è un idrolasi che scinde un estere in un acido e un alcool attraverso una 

reazione chimica con l'acqua chiamata idrolisi. Esiste una vasta gamma di differenti 

esterasi che differiscono nella loro specificità di substrato, la loro struttura proteica e 

la loro funzione biologica. 

Lo studio delle esterasi in A. equina ha rivelato che questi enzimi sono forme 

anfifiliche con domini idrofobici che potrebbero essere debolmente attaccate alla 

membrana cellulare attraverso interazioni ionica o mediante domini idrofobici 

(Talesa et al., 1996). 

 

5.4 Analisi istologiche 

5.4.1 Colorazione tricomica di Gomori  

L’analisi istologica del corpo di Anemonia sulcata ha permesso di effettuare una 

analisi preliminare sulla caratterizzazione dei tessuti presenti in questo animale 

http://it.wikipedia.org/wiki/Idrolasi
http://it.wikipedia.org/wiki/Estere
http://it.wikipedia.org/wiki/Acido
http://it.wikipedia.org/wiki/Alcoli
http://it.wikipedia.org/wiki/Reazione_chimica
http://it.wikipedia.org/wiki/Acqua
http://it.wikipedia.org/wiki/Idrolisi
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tramite la colorazione tricromica di Gomori. Questa colorazione permette di mettere 

in evidenza una colorazione differente dei tessuti infatti, l’ectoderma si colora di 

viola scuro, la mesoglea di grigio-azzurro e l’endoderma di viola chiaro (Fig.23). 

 

 

Fig.23 Sezione del corpo di Anemonia sulcata colorata con la tricromia di Gomori (A) e diversi 

ingrandimenti (B e C) 

 

 

E’ stata effettuata anche l’analisi istologica degli animali inoculati con E. coli che 

mostravano una zona di rigetto ben definita (Fig. 24). 
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Fig. 24 Comparsa della zona di rigetto in  Anemonia sulcata inoculata con E. coli 

 

 

 

L’osservazione di questa zona inizialmente tramite microscopia ottica (Fig 25A) e 

successivamente mediante analisi istologica ( Fig 25B e C) ha mostrato la presenza di 

filamenti mesenterici ed ovociti all’interno dei mesenteri facendo ipotizzare 

un’estrusione del materiale danneggiato da parte dell’animale probabilmente dai pori 

di estrusione delle aconzie presenti nel disco pedale. 
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Fig.25 A Osservazione in vivo mediante microscopia ottica della zona di rigetto del corpo di 

Anemonia sulcata inoculata con E. coli; B sezione trasversale del corpo di Anemonia sulcata 

inoculata con E. coli colorata con la tricromia di Gomori; C. ingrandimenti della zona di rigetto.  

 

 

In tutti gli animali inoculati la zona di rigetto diminuisce le sue dimensioni nel tempo 

fino a scomparire completamente.  

La guarigione delle lesioni è una risposta fondamentale dei metazoi ed è stata 

caratterizzata a livello cellulare per una varietà di cnidari quali coralli molli 

(Meszaros e Bigger, 1999), anemoni (Young, 1974; Patterson e Landolt , 1979), e per 

Hydra (Tardent, 1963). Nei coralli molli e anemoni, caratterizzati da una mesoglea 

spessa, la guarigione è in genere caratterizzata da un gonfiore della mesoglea 
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accompagnato da prominenti infiltrazioni cellulari dalla mesoglea stessa al sito di 

lesione e la riepitelizzazione dal bordo della lesione (Work e Aeby, 2010). 

Nell’anemone Anthopleura elegantissima infiltrazioni cellulari sono evidenti a 48 h 

dalla lesione. Entro le 72 ore, viene formata una zona di riparazione contenente 

distintamente cellule morfologicamente atipiche adatte per la produzione e la 

secrezione di sostanze sconosciute (Patterson e Landolt, 1979). 

Nel corallo molle Plexaurella fusifera, la riepitelizzazione di ferite aperte si è 

verificata un giorno dopo la lesione ed è stata seguita da un fronte assiale di amebociti 

e zooxantelle che migrano al sito della ferita e si diffondono radialmente per 

incontrarsi con le cellule epiteliali periferiche; gli amebociti possono essere 

responsabili dell’estrusione delle fibre connettivali della mesoglea necessari per la 

rigenerazione dei tessuti e le zooxantelle possono fornire l'energia per la riparazione 

(Meszaros e Bigger, 1999).  

In contrasto, il corallo Montipora capitata mostra poco o nessuna risposta 

infiammatoria o migrazione di cellule della mesogla al sito di lesioni, probabilmente 

in parte perché la mesoglea in questa specie è molto sottile, ed i minuscoli amebociti 

possono essere difficili da rilevare (Vargas - Ángel et al., 2007).  

 

5.5 Purificazioni e valutazione dell’attività antibatterica 

5.5.1 Attività antibatterica dei prodotti della SEP PAK 

Le frazioni al 10, 40 e 80% di acetonitrile dei due comparti tissutali ottenute tramite 

SEP PAK sono state saggiate per valutarne l’attività antibatterica. Preliminarmente è 

stata determinata la concentrazione proteica delle stesse frazioni, che ha evidenziato 

una maggiore quantità di proteine nella frazione al 40% rispetto alla frazione al 10% 

ed una quantità proteica minima nella frazione all’80% (Tab. 7). 
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Tab. 7 Concentrazioni proteiche delle diverse frazioni di acetonitrile per corpo e tentacoli 

 
10% 40% 80% 

Tentacoli mg/ml 0,98 7,83 0,2 

Corpo mg/ml 1,29 3,49 0,13 

 

 

 

Le frazioni sono state saggiate verso differenti ceppi batterici (Micrococcus 

lysodeikticus,  Escherichia coli, Vibrio proteoliticus e Staphylococcus aureus), 

evidenziando un’attività antibatterica specifica solamente verso Micrococcus 

lysodeikticus. Sia per i campioni riguardanti i tentacoli ed il corpo l’attività è stata 

riscontrata solamente nella frazione al 40% di acetonitrile; per i tentacoli inoltre, è 

stata evidenziata una notevole attività fino alle diluizione di 1/10 (Fig. 26).  

 

 

                                     

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 26 Saggio antibatterico delle frazioni al 10, 40 e 80% di acetonitrile di corpo e tentacoli di 

Anemonia sulcata (A) e delle stesse frazioni diluite 1:2, 1:5 ed 1:10 (B) verso Micrococcus 
lysodeikticus.  
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5.5.2 Confronto tra l’attività degli antibiotici e quella delle frazioni 

antibatteriche 

Per caratterizzare le molecole antibatteriche presenti nelle frazioni al 40% di 

acetonitrile dei tentacoli e del corpo di Anemonia sulcata, sono state determinate le 

attività antibatteriche di diversi antibiotici verso Micrococcus lysodeikticus mediante 

delle diluizioni degli antibiotici stessi (Fig. 27).  

 

 

Fig. 27 Saggio antibatterico delle diluizioni della Tetraciclina verso Micrococcus lysodeikticus. 

 

 

Comparando il diametro dell’alone di inibizione dei campioni e degli antibiotici è 

possibile valutare similitudini e differenze tra gli stessi. Dai dati raccolti emerge 

soprattutto che l’attività del corpo e dei tentacoli è paragonabile a quella della 

tetraciclina alle più basse concentrazioni (Tab. 8 - 9). 

 

Tab. 8 Comparazione dell’alone di lisi tra gli antibiotici e la frazione al 40% di acetonitrile dei 

tentacoli 

Antibiotico Classe Specificità 
M. lysodeikticus 

ng/ml 

Kanamicina aminoglicoside Gram + Gram - 0,400 

Streptomicina aminoglicoside Gram + Gram - 0,200 

Ampicillina β-lattamici Gram + Gram- 0,022 

Spectinomicina aminociclitolo Gram – 0,5 

Tetraciclina tetracicline Gram + Gram - 0,015 

 

 

B 

http://it.wikipedia.org/wiki/Beta-lattamici
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Tab. 9 Comparazione dell’alone di lisi tra gli antibiotici e la frazione al 40% di acetonitrile del corpo 

Antibiotico Classe Specificità 
M. lysodeikticus 

ng/ml 

Kanamicina aminoglicosidi Gram + Gram - 0,234 

Streptomicina aminoglicoside Gram + Gram - 0,156 

Ampicillina β-lattamici Gram + Gram- 0,015 

Spectinomicina aminociclitolo Gram – 0,25 

Tetraciclina tetracicline Gram + Gram - 0,011 

 

 

5.5.3 Valutazione dell’attività batteriostatica (MIC) e battericida (MBC) 

In seguito ai saggi dei campioni su piastra a 96 pozzetti verso Micrococcus 

lysodeikticus e successiva incubazione nel microplate reader TECAN per 16 ore alla 

temperatura di 37°C, i dati ottenuti mostrano una attività antibatterica fino alla 

concentrazione di 0,244 mg/ml per i tentacoli ed una attività antibatterica fino alla 

concentrazione di 0,436 mg/ml per il corpo, evidenziando una maggiore potenza 

dell’estratto tentacolare rispetto al corpo (Fig. 28-29). Alle concentrazioni più basse 

si ha una crescita batterica esponenziale confermata anche dai successivi test degli 

stessi campioni su capsule Petri. Infatti, la capsula Petri con il contenuto del primo 

pozzetto in cui si evidenziava la crescita batterica presentava una quantità di colonie 

batteriche impossibili da contare, mentre le capsule seminate con i pozzetti 

precedenti mostravano un’assenza di batteri. 

 

 

 

 

 

http://it.wikipedia.org/wiki/Beta-lattamici
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Fig. 28 Grafico sulla concentrazione minima di inibizione della frazione al 40% di acetonitrile dei  

tentacoli di Anemonia sulcata verso Micrococcus lysodeikticus. I risultati ottenuti mostrano attività 

antibatterica fino alla concentrazione di 0,244 mg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fig. 29 Grafico sulla concentrazione minima di inibizione della frazione al 40% di acetonitrile del  

corpo di Anemonia sulcata verso Micrococcus lysodeikticus. I risultati ottenuti mostrano attività 

antibatterica fino alla concentrazione di 0,436 mg/ml. 
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5.5.4 Cromatografia in fase inversa 

In seguito all’analisi della frazione al 40% di ACN dei tentacoli di Anemonia sulcata 

tramite cromatografia a fase inversa ed un gradiente di acetonitrile da 0 a 60, è stato 

ottenuto il profilo di separazione. Dai grafici si evidenziano una serie di picchi 

confluenti a partire da 30 minuti dall’immissione dei campioni; tutti i picchi sono 

stati raccolti e saggiati verso Micrococcus lysodeikticus per cercare di individuare i 

potenziali fattori antimicrobici. I saggi mostrano una elevata attività antibatterica nei 

picchi raccolti tra 32 e 46 minuti denominate frazione 1,2, 3, 4, 5 e 6 (Fig. 30). 

 

 

Fig. 30 Profili di separazione della frazione al 40% ACN dei tentacoli  di Anemonia sulcata ottenuti 

tramite cromatografia a fase inversa con una gradiente di acetonitrile da 0 a 60%. Gli istogrammi 

mostrano l’attività antibatterica dei picchi verso Micrococcus lysodeikticus 

 

 

 

Tutte le frazioni che mostrano un’elevata attività antibatterica sono state 

ulteriormente purificate tramite cromatografia a fase inversa con un gradiente di 

acetonitrile dal 20 al 60%. 
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Le frazioni 1, 2 e 3 ulteriormente purificate non mostrano picchi considerevoli, 

mentre le frazioni 4 e 5 mostrano diversi picchi ed in entrambe le frazioni vi è un 

picco con attività antimicrobica specifica verso Micrococcus lysodeikticus (Fig. 31). 

 

 

Fig. 31 Profili di separazione della frazione 4 e della frazione 5 dei tentacoli  di Anemonia sulcata 

ottenuti tramite cromatografia a fase inversa con un gradiente di aceto nitrile da 20 a 60%. Gli 

istogrammi mostrano i picchi attivi verso Micrococcus lysodeikticus 

 

 

5.5.5 Analisi spettrometrica di massa e sequenziamento 

Il picco della frazione 5, che è risultato essere quello più puro, è stato analizzato 

tramite spettrometria di massa e successivo sequenziamento. 

L’analisi allo spettrometro di massa ha evidenziato la presenza di due peptidi, il 

primo dal peso molecolare di 4.947,4 Da presente in maniera preponderante ed il 

secondo, presente in tracce, dal peso molecolare di 4.794,2 Da (Fig. 32). 
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Fig. 30 Profili di separazione della frazione al 40% ACN dei tentacoli  di Anemonia sulcata ottenuti 

tramite cromatografia a fase inversa con una gradiente di acetonitrile da 0 a 60%. Gli istogrammi 

mostrano l’attività antibatterica dei picchi verso Micrococcus lysodeikticus 

 

Fig.32 Analisi spettrometrica della frazione 5 dei tentacoli  di Anemonia sulcata 

 

 

Il sequenziamento mediante il metodo di Edman ha rilevato la presenza di due 

neurotossine: Neurotoxin 2 (ATX-II) (Wunderer et al., 1976) specifica per i canali 

sodici dal peso molecolare di 4941 Da costituente la parte fondamentale del picco ed 

una piccola contaminazione di una neurotossina Blood depressing substance (BDS II) 

(Doppelfeld et al., 1985; Diochot et al., 1998) specifica per i canali potassio dal PM 

di 4782 Da (Fig.33). Questi risultati sono in accordo con i risultati della spettrometria 

di massa. 
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Fig.33 Sequenziamento mediante il metodo di Edman della frazione 5 dei tentacoli di Anemonia 

sulcata 

 

 

Le neurotossine interferiscono con la normale trasmissione di impulsi nervosi 

influenzando l’apertura o la chiusura dei canali ionici. 

La neurotossina ATX II è una tossina specifica per i canali sodici di tipo 1 ed è 

costituita da 47 residui aminoacidici (Fig. 34) collegati da tre ponti disolfuro. ATX II 

si lega specificamente al canale del sodio (sito 3), ritardando così la sua inattivazione 
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durante la trasduzione del segnale; ha un forte effetto nei crostacei e insetti e un 

effetto più debole nei mammiferi.  

 

 

 

 

Fig. 34 Sequenza aminoacidica di ATX II (P01528) 

 

 

I primi rappresentanti delle proteine leganti i canali sodici sono stati isolati nel 1970 

e da tutte le tossine degli anemoni di mare studiati; queste tossine specifiche per i 

canali del sodio sono state studiate a fondo anche perché costituiscono una frazione 

importante del veleno (Moranet al., 2009). 

Si conoscono più di cinquanta tossine specifiche per i canali sodici classificate sulla 

base della sequenza aminoacidica (Homma e Shiomi, 2006). Le tipologie 1 e 2 sono 

composte da un numero di residui aminoacidici compreso tra 46 e 49, la tipologia 3 

è invece caratterizzata da catene polipeptidiche che vanno da un minimo di 27 ad un 

massimo di 32 residui aminoacidi (Homma e Shiomi, 2005). A parte questi gruppi, 

c'è un altro tipo di tossine, classificate come "altri", che assomigliano al tipo I e II 

nella lunghezza della lunga catena lunghezza e nel numero di ponti disolfuro, ma 

non nella sequenza aminoacidica ed agiscono sui canali del sodio voltaggio-

dipendenti in un modo simile a quello delle tossine del tipo I-III (Honma e Shiomi, 

2006; Frazão et al., 2012) 

 

1  GVPCLCDSDG PSVRGNTLSG IIWLAGCPSG WHNCKKHGPT IGWCCKQ  47 
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5.5.6 Analisi in silico  

L’analisi in silico ha permesso di determinare il potenziale antimicrobico di ATX II. 

I siti di predizione utilizzati sono stati APD: The Antimicrobial Peptide Database, 

CAMP: Collection of Antimicrobial Peptides ed AMPA (Wang and Wang, 2004; 

Shaini et al., 2009; Torrent et al., 2009; Torrent et al., 2012). 

APD: The Antimicrobial Peptide Database si basa su due indici caratteristici per la 

determinazione del potere antimicrobico: Wimley-White hydrophobicities e Boman 

Index (Wang and Wang, 2004).  

L’indice di idrofobicità è positivo per ATX II e negativo per BDS II indicando che 

per la prima molecola gli amminoacidi situati in tale regione della proteina sono più 

idrofobi e quindi c’è un maggiore potenzialità che possa svolgere una funzione 

antimicrobica. 

Anche il Boman Index attribuisce un maggiore potenziale antimicrobico ad ATX II, 

infatti un valore più basso di questo indice (≤1) indica che il peptide ha una più alta 

attività antibatterica.  

Inoltre, allineando le nostre sequenze con quelle presenti in questo database, ATX II 

ha mostrato una similarità del 35% con peptidi attivi verso Gram+, Gram- e funghi, 

mentre BDS II ha mostrato una similarità del 35% verso Gram+ e Gram-. 

CAMP: Collection of Antimicrobial Peptides fornisce un valore di probabilità (0-1) 

per la predizione. Maggiore è la probabilità, maggiore è la possibilità che la 

predizione possa essere corretta (Shaini et al., 2009). Secondo questo database 

entrambe le molecole, ATX II e BDS II, hanno la potenzialità di essere peptidi 

antimicrobici indicando anche in questo caso una probabilità superiore per ATX II. 
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AMPA utilizza dei grafici che mostrano il profilo antimicrobico per la sequenza di 

entrata (s) e calcola la probabilità di trovare tratti della sequenza analizzata in 

proteine non antimicrobiche (Torrent et al., 2009; Torrent et al., 2012). 

Solamente per BDS II è previsto un valore di probabilità dell’ 1% di trovare il tratto 

previsto in una proteina non antimicrobica. 

In seguito a queste analisi possiamo dedurre che ATX II risulta possedere tutte le 

caratteristiche che ci consentono di ipotizzare che questa molecola si comporti come 

tossina e fattore antimicrobico (Tab. 10).  

 

Tab. 10 Tabella riassuntiva delle caratteristiche delle due neurotossine ATX II e BDS II. 

Peso misurato (Da) 4947,4 4794,2

Peso teorico (Da) 4941 4782 

Wimley-White hydrophobicities (Kcal/mol) 1,39 -1,19

Boman Index (Kcal/mol) 0,72 0,95

AMP probability 0,983 0,928

NO-AMP Stretch (%) 0 1

Peso misurato (Da) 4947,4 4794,2

Peso teorico (Da) 4941 4782 

Wimley-White hydrophobicities (Kcal/mol) 1,39 -1,19

Boman Index (Kcal/mol) 0,72 0,95

AMP probability 0,983 0,928

NO-AMP Stretch (%) 0 1

ATX II BDS IIATX II BDS II

APD

CAMP

AMPA
 

 

 

Successivamente, tutte le tossine di Anemonia sulcata sono state analizzate mediante i 

siti di predizione evidenziando che le neurotossine specifiche per i canali sodici 

hanno una maggiore probabilità di essere fattori antimicrobici rispetto alle 

neurotossine specifiche per i canali potassio (Tab. 11) e, confermando, che ATX-II 

presenta tutte le caratteristiche idonee per essere un fattore antimicrobico insieme ad 

ATX-V, un’altra neurotossina specifica per i canali sodici. 
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Tab. 11 Tabella riassuntiva delle caratteristiche delle neurotossine di Anemonia sulcata 

Toxin  

Uniprot/Genb
ank 
Accession 
number 

Toxin family Target  
Wimley-White 
hydrophobicities 
(Kcal/mol) APD 

Total 
hydrophobic 
ratio(%) APD 

Net 
charge 
APD 

Boman Index 
(Kcal/mol) APD 

AMP 
probability 
 CAMP 

No-AMP 
stretch (%) 
AMPA 

ATX-I 
P01533/  
- 

Type I NaV1 2.54 39 +2 1.15 0.988 0 

ATX-II 
P01528/  
- 

Type I 

Binds to site 3.  
DmNaV, 
SCN2A and 
SCN5A 

1.39 38 +2 0.72 0.983 0 

ATX-III 
P01535/  
- 

Sea anemone short 
toxin family 

NaV1 -0.02 33 +1 0.94 0.984 18 

ATX-V 
P01529/  
- 

Type I NaV 1.54 39 +3 0.76 0.979 0 

SA5 II 
P10280/  
- 

Cnidaria kunitz-type  
proteinase 
inhibitor/Type II 

- 14.87 32 +4 2.28 0.889 10 

kalicludin-1 
Q9TWG0/  
- 

Cnidaria kunitz-type  
proteinase 
inhibitor/Type II 

KV1.2 13.97 32 +4 2.66 0.579 14 

kalicludin-2 
Q9TWF9/  
- 

Cnidaria kunitz-type  
proteinase 
inhibitor/Type II 

KV1.2 14.51 32 +8 3.01 0.827 5 

kalicludin-3 
Q9TWF8/  
- 

Cnidaria kunitz-type  
proteinase 
inhibitor/Type II 

KV1.2 13.47 33 +4 2.49 0.860 3 

BDS-I 
P11494/  
- 

Cnidaria kunitz-type  
proteinase 
inhibitor/Type II 

KV3.1, 3.2,  
3.4  

-2.73 34 +3 0.81 0.969 1 

kaliseptin 
Q9TWG1/  
- 

Type I KV1.2 10.76 38 +5 2.08 0.918 16 

BDS-II 
P59084/  
- 

Type III 
KV3.1, 3.2,  
3.4 

-1.19 34 +2 0.95 0.928 1 
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Utilizzando SWISS-MODEL è stata verificata la possibilità di un allineamento 

(ClustalW2) per l’omologia di struttura tra ATX II (target) e la catena A della Beta-

Defensina 2 Umana (1fd3A) (Template). La qualità del modello è stata verificata 

mediante due programmi: Anolea ed Qmean (Fig. 35).  

 

Fig. 

Fig. 35 Analisi della qualità del modello dell’allineamento per l’omologia di struttura tra ATX II (target) e 

la catena A della beta defensina 2 umana (1fd3A) (template) mediante l’utilizzo di due programmi: Anolea 
e Anolea esegue calcoli di energia su una catena proteica valutando " l’ambiente non favorevole" di 

ciascun atomo nella molecola; l'asse delle y del grafico rappresenta l'energia per ogni amminoacido della 

catena proteica, i valori energetici negativi (in verde) rappresentano l’energia dell’ambiente favorevole 

mentre i valori positivi (in rosso) l’energia dell’ambiente sfavorevole per un determinato aminoacido. 

QMEAN è una funzione di punteggio globale di tutto il modello che riflette l’affidabilità del modello 

previsto e varia da 0 a 1. 

 

L’allineamento delle due sequenze è stato inoltre analizzato con il programma DSSP 

che ne definisce la struttura secondaria, le caratteristiche geometriche e 

l’orientamento delle proteine, evidenziando la presenza di alfa eliche (h) e di 

ripiegamenti (s) comuni alle due molecole (Fig. 36). 
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TARGET      1         GVPCLC DSDGPSVRGN TLSGIIWLAG CPSGWHNCKK HGPTIGWCCK 

TEMPLATE    1     gi--gdpvtc lksg------ aichpvf--- cprrykqigt cglpgtkcck 

                                                                       

TARGET                  hhhh hh          sss            sss         ssss 

TEMPLATE                hhhh hh          sss            sss         ssss 

 

Fig. 36 Allineamento tra ATX II (target) e la catena A della beta defensina 2 umana (1fd3A) 

(template) ed analisi con il programma DSSP che evidenzia la presenza di alfa eliche (h) e 

ripiegamenti comuni alle due molecole. 

 

 

Nonostante il modello strutturale derivante mostri delle regioni di incompatibilità ci 

sono tra le due molecole ampie regioni compatibili con una struttura comune sia in 

termini energetici (Anolea ed Qmean) sia come possibile presenza di strutture 

secondarie comuni. 

L’analisi filogenetica evidenzia infine che mettendo insieme ATX II con altre 

neurotossine ed AMP con similarità di sequenza, si forma un cluster che contiene 

ATX II, il suo precursore e gli AMP piuttosto che le altre neurotossine (Fig. 37).  
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Fig.37 Analisi filogenetica effettuata con il metodo Neighbor-Joining (NJ) analizzata con 1000 

interazioni bootstrap con il software CLC workbench 6.4. Anthopleurin-C (Anthopleura 

elegantissima); Avtoxin2 (Anemonia viridis); ToxinII (Anemonia viridis); AMPDEFADP-2 
(Amblyomma hebraeum); Cicloviolacin (Viola odorata); AMPChicken (Gallus gallus); AMPTAP20N 

(Bos Taurus); Neurotoxin-1 (Anthopleura fuscoviridis); Neurotoxin-5 (Anemonia sulcata); Hs-

AFP1DEF (Heuchera sdanguinea); ToxinAPE2 (Anthopleura elegantissima) 

 

 

Una origine comune di AMPs e tossine animali sembra essere un espediente 

biologico. Nonostante la differenza dei loro target, la membrane di micro o 

macrorganismi, le condizioni di funzionamento di entrambi i gruppi peptidici 

impongono requisiti spesso analoghi nella struttura della molecola e nelle sue 

caratteristiche fisico-chimiche, come cationicità, spesso accoppiata con la anfipaticità, 

la resistenza alla idrolisi enzimatica, e una compattezza complessiva. Il modo in cui 

queste molecole sono impegnate nei meccanismi di difesa e di aggressione 

comprende l'accumulo temporaneo in serbatoi di cellule specializzate seguito da 

eventuale rilascio nell’ambiente extracellulare. 

Ovchinnikova et al. (2006) hanno isolato dalla mesoglea dello scifozoo Aurelia aurita 

un peptide antimicrobico, denominato Aurelina, che non ha omologia strutturale con 

nessun peptide antimicrobico precedentemente identificato ma presenta una parziale 

similarità sia con le defensine che con le neurotossine specifiche per i canali potassio 

presenti negli anemoni di mare. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=6110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=6110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=6111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=6110
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6. Considerazioni conclusive 

 

Come anticipato nello stato dell’arte, dagli cnidari sono state isolate sia neurotossine 

che citolisine, classificate in seguito a studi biochimici e farmacologici in base ad una 

serie di parametri di tipo funzionale, molecolare e strutturale. 

Di recente è stato descritto il primo genoma completo dell’anemone di mare 

Nematostella vectensis ed il suo complemento di tossine. Questo genoma è stato 

oggetto di diverse analisi che mettono in luce come potrebbero essere sintetizzate 

delle molecole bioattive in grado di interagire con i canali del sodio o del potassio. 

Tali molecole potrebbero essere utilizzate come nuova alternativa terapeutica dirette 

contro una serie di bersagli biologici (Norton, 2012). 

Gli anemoni di mare sono quindi una fonte di neurotossine che agiscono sui canali 

ionici del potassio e del sodio (Yamaguchi et al., 2010). A. sulcata, è esposta agli 

attacchi dei predatori ma è incapace di ritrarre i tentacoli, inoltre, catturando 

attivamente un ampio spettro di prede (Chintiroglou e Koukouras, 1992) è soggetta 

alla frequente rottura dei tentacoli con conseguente infezione batterica.  

L'arsenale chimico di A. sulcata rappresenta la strategia ottimale per la 

sopravvivenza, prevalentemente attraverso la produzione di neurotossine ma anche 

con l’utilizzo di molecole antimicrobiche di difesa (Moran et al., 2008).  

Questo lavoro si è proposto di ampliare le conoscenze relative non soltanto alla 

caratterizzazione ed alle diverse e molteplici attività delle tossine e peptidi 

antimicrobici degli cnidari, ma anche di analizzare la risposta infiammatoria negli 

cnidari in quanto sistemi modello dei metazoi, che possono portare informazioni 

aggiuntive allo scenario delle prime tappe dell’evoluzione dell’immunità.  
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Gli cnidari possiedono componenti delle principali vie dell’immunità degli 

invertebrati. I recettori e le vie già individuate indicano che questi invertebrati basali 

sono tutt'altro che "semplici" nella gamma di metodi di cui dispongono per affrontare 

potenziali microbi invasori e agenti patogeni. Tuttavia, sono numerose le lacune nelle 

conoscenze attuali, con una grave carenza di studi funzionali delle componenti che 

possono avere un ruolo cruciale nelle risposte immunitarie. 

Lo studio della risposta infiammatoria, avvenuta in seguito all’inoculo di varie 

sostanze, ha permesso di osservare delle reazioni specifiche soprattutto in seguito ad 

inoculo di batteri come E. coli. Questa risposta specifica, che termina nella comparsa 

di una zona di rigetto, fa ipotizzare un’estrusione del materiale danneggiato da parte 

dell’animale probabilmente dai pori di estrusione delle aconzie presenti nel disco 

pedale, un meccanismo di difesa non ancora riscontrato in altri cnidari. 

Uno studio ulteriore è stato inoltre effettuato mediante una analisi istologica per la 

caratterizzazione dei tessuti e dell’area di rigetto.  

E’stata anche analizzata l’attività enzimatica, nello specifico l’attività proteasica, 

fosfatasica ed esterasica, mostrando come l’inoculo dei diversi ceppi batterici, in 

particolare E. coli, altera l’espressione di questi enzimi. Questo dato è in accordo con 

i risultati degli studi sull’infiammazione suggerendo una correlazione tra la comparsa 

della reazione infiammatoria e la modifica dell’attività enzimatica. 

E’ stata quindi evidenziata per la prima volta negli cnidari una risposta cellulare e 

molecolare in seguito ad inoculo di batteri. 

Infine, è stato isolato, purificato e caratterizzato un peptide antimicrobico verso 

Micrococcus lysodeikticus presente nelle banche dati come neurotossina ATX II 

specifica per i canali sodici. Alla luce dei risultati ottenuti, possiamo quindi 
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considerare ATX II una neurotossina con caratteristiche strutturali e funzionali dei 

peptidi antimicrobici. 

Questa multifunzionalità può rappresentare una strategia di sopravvivenza ottimale 

permettendo a questi animali di essere predatori attivi attraverso la produzione di 

neurotossine e di resistere alle infezioni batteriche causate dall’eventuale rottura dei 

tentacoli attraverso la funzionalità da peptidi antimicrobici. 

Ipotizziamo una potenziale applicazione per rallentare o inibire la crescita microbica, 

oltre che in campo farmacologico anche nei protocolli per la conservazione ed il 

restauro di manufatti di interesse storico-artistico.  
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