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ABSTRACT

In this study, I searched and was able to identify FoxP in the transcriptome of the
cephalopod mollusc Octopus vulgaris, an invertebrate. In addition, I attempted to analyze
the expression of Ov-FoxP in the brain of this animal. The results of this analysis are
preliminary at this stage.

Fox proteins are a set of transcription factors highly conserved in metazoans. They are
characterized by a typical DNA binding domain (Forkhead) that, among others, allows to
identify 15 different classes of Fox genes. Fox proteins are reported to act as
activators/repressors of transcription during both development (including differentiation)
and the adult life (e.g. lung, brain, etc.). In vertebrates, FoxP2 (together with FoxP1), in
particular, are known to be involved in the development of the neural circuit controlling
bird-song and human speech.

Our interest for the octopus derives from the fact that this animal, together with other
cephalopods, is considered as the most evolved among molluscs. The complexity of the
architecture and wiring of the cephalopod nervous system stems from the simpler nervous
systems of other taxa belonging to the phylum. In addition, cephalopods show a highly rich
behavioral repertoire including the unique capability of changing the appearance of their
body (through body patterning) in fractions of seconds and for both mimetic and
communicative purposes. Taken all together, these features allow these animals to be
considered analogous to higher vertebrates.

In the first part of my project, a detailed analysis of the aminoacidic and nucleotidic

sequences available for FoxP2 (vertebrates) and FoxP (invertebrates), allowed us to design
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appropriate oligos that were utilized in subsequent PCR experiments to identify the gene of
interest in the transcriptome of the brain of O. vulgaris. FoxP resulted in a fragment of 220
bp that corresponded to the Forkhead domain. Further efforts allowed us to identify a
1111bp mRNA sequence of Ov-FoxP corresponding to almost the entire part of the mature
mRNA codifying for this protein (the 5’ extremity of the gene results unidentified at this
stage).

During the second part of my project, I attempted to analyze the expression pattern of Ov-
FoxP in the octopus brain using Real Time qPCR and in-situ hybridization. This was
carried out with the aim of investigating the possible variability of expression of the gene in
different parts of the brain (i.e. supra-, sub-esophageal masses and optic lobes) relative to
another tissue (muscular tissue of the mantle) here considered as control. Other genes (16S,
tubulin, actin) were also cloned for the aims of this project and their expression was taken
as reference; an analysis that is carried out for the first time in O. vulgaris.

By Real-Time qPCR I was able to recognize a different pattern of expression in different
parts of the brain (N = 10). The data allowed to identify a gradient in the expression levels
of FoxP (relative to reference genes) in the subesophageal mass, when the smallest
individual of my sample (30 g body weight) was compared with the others (150-2100 g
body weight).

In situ hybridization (N=6) allowed to localize the expression of FoxP in the lobes of the
octopus brain. Ov-FoxP transcripts were identified in neurons of: i. the optic lobes (several
sparse cells possibly related with visual input processing); ii. the superior buccal and the
lateral part of the basal lobes (high-order motor centers of the supraesophageal mass), and

iii. the pedal tracts and anterior and posterior chromatophore lobes (subesophageal mass).
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An elevated number of cells was revealed through in-situ hybridization in the last two
lobes. It is noteworthy to mention that these structures are known to play a key role in the
neural control of the chromatic expression of the skin of O. vulgaris (and other
cephalopods): namely the animal’s body pattern.

Our data seems to suggest that Ov-FoxP is expressed during different phases of the life of
the octopus. In addition the localized expression in definite lobes and the variability among
individuals of its expression in the same brain parts allows us to formulate the working
hypothesis of the role of Ov-FoxP in the plasticity and/or maintainance of neural networks.
My project in O. vulgaris confirms similar results deduced from other studies in both
invertebrates (i.e. motor neurons in C. elegans) and vertebrates (i.e. song-birds, mouse,

etc).
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1. INTRODUZIONE

1.1 - PREMESSA

I1 polpo, Octopus vulgaris (Mollusca, Cephalopoda), ¢ stato a lungo considerato — tra gli
invertebrati — un modello classico per lo studio del correlato neurale delle capacita di
apprendimento € memorizzazione (rassegne in: Young, 1961; Sanders, 1975; Wells, 1978;
Hanlon & Messenger, 1996). Nuove evidenze sperimentali ne garantiscono [’attualita e
richiedono un rinnovato sforzo di ricerca (review in: Williamson & Charachiri, 2004;
Hochner et al., 2006). Cio nonostante, le informazioni genomiche e le conoscenze inerenti i
meccanismi molecolari e cellulari del taxon sono scarse o quasi assenti. Fanno eccezione
importanti contributi recenti che hanno permesso di riconoscere nei Cefalopodi membri di
famiglie di fattori di trascrizione quali Hox, Pax e Engrailed (ad es. Tomarev et al., 1997,

Lee et al., 2003; Baratte et al., 2007).

Nel corso di questi ultimi cinque anni alla Stazione Zoologica A. Dohrn di Napoli ¢ stata
iniziata una analisi dei meccanismi biologici che sottendono le capacita di apprendimento
nella specie. In tal senso sono stati intrapresi nel polpo studi molecolari di base che hanno
permesso ’identificazione per omologia di alcuni geni. Entro tale ottica si configura questo

progetto di dottorato.

Oggetto dello studio ¢ stata la ricerca, I’identificazione e I’analisi del profilo di espressione
nel sistema nervoso centrale di O. vulgaris di un membro di una famiglia di fattori di

trascrizione, i geni fox o forkhead ed in particolare di FoxP.
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Fino ad ora la presenza di tale gene non era stata indagata in alcun cefalopode ne, piu in

generale, nei molluschi.

1.2 - I FATTORI DI TRASCRIZIONE FORKHEAD: CENNI

La scoperta dell’esistenza dei geni forkhead ¢ da ricondursi all’analisi di un mutante di
Drosophila caratterizzato da una larva con testa a due punte (fork-head; Weigel et al.,
1989a, b). Successivamente fu scoperta in roditori una analoga famiglia di proteine che
legano il DNA (NHF-3; Weigel and Jackle, 1990). Nel corso di questi quasi 20 anni si ¢
assistito al rapido accrescersi del riconoscimento di questi fattori di trascrizione. Essi sono
largamente rappresentati nel regno animale e riconosciuti svolgere un ruolo chiave
nell’embriogenesi e nel mantenimento del differenziamento cellulare (review in: Carlsson

and Mahlapuu, 2002).

Cio che li caratterizza ¢ un dominio di legame (forkhead, 110 amino acidi) con il DNA
altamente conservato tra le diverse specie. Tale dominio si ripiega in una tipica struttura
realizzata da tre alfa-eliche ricoperte ad un estremo da tre foglietti antiparalleli ed
accompagnate da due grossi cappi denominati ‘ali’; da cio deriva il termine “winged helix”
con cui viene contrassegnato. Il dominio forkhead si lega al DNA riconoscendone
specifiche sequenze nucleotidiche generalmente in forma di monomeri (Kaufmann and
Knochel, 1996; Gajiwala and Burley, 2000). Fanno eccezione alcuni membri della famiglia
(Foxpl, Foxp2, Foxp4) per i quali il legame con il DNA avviene in forma dimerica (ad es.,

Liet al., 2004).
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Ad oggi sono state identificate - dai funghi all’'uomo' - pit di 900 proteine appartenenti a
questa famiglia di geni. Il rapido accumulo di sequenze nucleotidiche o proteiche da parte
di numerosi laboratori in diversi paesi del mondo portd ad una imponente fioritura di
denominazioni e sistemi di classificazione di questa famiglia di fattori di trascrizione. Il
problema fu affrontato e risolto al primo convegno internazionale su “Forkhead/Winged
Helix Proteins” che si tenne a La Jolla (California) nel novembre del 1998; sulla base
dell’esito di questo incontro, e di successivi accordi inter-laboratori, fu stabilita una
standardizzazione della nomenclatura di queste proteine (Kaestner et al., 2000). Tale
nomenclatura si basa su un’analisi filogenetica delle sequenze di questi fattori di
trascrizione e sul fatto che, come accennato in precedenza, tutte le proteine Fox sono
caratterizzate da un dominio “winged helix” molto conservato e da altre porzioni che lo
sono meno (ad es. domini di trans-attivazione o trans-repressione). Fox (Forkhead box) ¢
diventato 1’acronimo adottato per tutti i fattori di trascrizione “winged helix/forkhead”
identificati nei Cordati (Kaestner, et al 2000). Sulla base di questa nomenclatura i fattori di
trascrizione Fox sono suddivisi, oggi, in 23 classi ciascuna identificata da una lettera
dell’alfabeto; le diverse proteine presenti nello stesso organismo (membri) e appartenenti
alla stessa classe sono contrassegnate da un numero arabo. Pertanto, il nome di una proteina

Fox ¢ dato dalla sequenza dei termini: Fox, sottoclasse X, membro N (per esempio: Foxd3).

Come accennato, poche similarita esistono tra le regioni delle diverse proteine Fox esterne

al dominio di legame con il DNA. Ciononostante ¢ possibile ricondurre delle caratteristiche

! Sembrano non essere presenti nelle piante.
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comuni che ne determinano le proprieta regolatorie’. Essi possono agire da attivatori o
repressori dell’espressione di geni target e in alcuni casi in entrambi i modi sulla base

dell’interazione con co-fattori o -repressori (Tabella 1.1).

Tabella 1.1 - Ruolo attivatore e/o repressore della trascrizione in alcune delle
proteine Fox (fonte: Wijcher, 2005).

ATTIVATORE REPRESSORE

FoxA
FoxC1
FoxC2
FoxD1
FoxD2
FoxD3
FoxE1l
FoxF1-F2
FoxGl1 X
FoxH1
FoxI1
FoxJ1-J2
FoxK1 X
FoxK2 X

FoxL2 X
FoxM1
FoxN1
Fox(01-6
FoxP1-4
FoxQ1

sl il
<

olkelte

o

liaite

kil

kil

I geni codificanti per i fattori di trascrizione forkhead sono largamente distribuiti nel
genoma anche se non sembra che tale distribuzione sia causale (spesso formano cluster di
geni forkhead). Nell’uomo le proteine FOX sono molto variabili in numero di amino acidi
costituenti (ad es.: 319 per FOXE3, 801 per FOXM1) e la loro grandezza appare correlata

all’organizzazione genomica, giacché la maggior parte dei geni forkhead contiene pochi

? Vengono riconosciuti: ‘transactivation domains’, ‘nuclear localization signals’, ‘PKB phosphorylation-
motifs’ e ‘acetylation-motifs’ e ‘Smad interaction domains’
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introni. Wijchers (2005) riporta, tra ’altro, che un certo numero di geni forkhead sono
codificati da un singolo esone (FoxC e FoxD), mentre un introne divide il dominio
forkhead in FoxI e FoxG. In altri casi gli introni sono diversi (FoxM e FoxP). E’ comunque
degno di nota che le caratteristiche genomiche relative alla struttura eso/intronica sono

altamente conservate nei membri delle diverse classi di geni fox (Wijchers, 2005).

L’analisi della letteratura di questi anni mostra una disproporzione tra i lavori che riportano
e descrivono I’esistenza e I’espressione (spazio-temporale) dei diversi geni fox e quelli che
ne descrivono il loro ruolo nei meccanismi di attivazione/repressione dell’espressione
genica (cfr. anche Tab. 1.1): solo il 5% dei lavori indicizzati in Pubmed e relativi ai “geni
forkhead” affronta questo aspetto (fonte Pubmed, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez;

ultimo accesso settembre 2007).

Un cenno finale, in questo breve esame delle conoscenze disponibili, deve essere fatto sulle
funzioni dei geni forkhead.

Cosi come la grande maggioranza delle famiglie di fattori di trascrizione, 1 fattori forkhead
sono coinvolti nello sviluppo embrionale. In particolare nella gastrulazione (Chevalier et
al., 2006; Tu et al., 2006 per citarne alcuni) o nella formazione delle strutture necessarie
alla determinazione del piano corporeo (ad es. El-Hodiri et al., 2001; Friedman and
Kaestner, 2006), nel differenziamento cellulare e nell’organogenesi (rassegna Kaufmann
and Knochel, 1996; Carlsson and Mahlapuu, 2002; Lehmann et al., 2003). I geni fox, al
pari di altri fattori di trascrizione (i.e. Hox), agiscono in cluster nel corso dell’ontogenesi.

E’ interessante notare che geni come FoxF, FoxC e FoxL (FoxL1) sono rintracciabili sia nei
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protostomi sia nei deuterostomi (Mazet et al. 2006; si veda anche Mazet et al., 2003) e che
essi costituiscono un cluster che si attiva sequenzialmente nel corso dello sviluppo
dell’endo-mesoderma; meccanismo che si ¢ mantenuto nel corso della filogenesi per oltre

500 milioni di anni in diverse linee evolutive (Mazet et al., 2006).

Una citazione a parte merita il ruolo che i geni fox hanno nello sviluppo del sistema
nervoso centrale. Come riassunto da Wijchers (2005) nel topo, ad esempio, alcuni membri
di FoxA sono espressi nella parte anteriore della notocorda contribuendo all’induzione del
differenziamento neurale e alla formazione del tubo neurale (¢ possibile che con essi
cooperino altri fox quali membri della classe FoxH). Foxbl ¢ espresso negli interneuroni
del midollo spinale ed in altre regioni del cervello incluso 1’ipotatamo e i collicoli (corpi
mammillari). Foxdl riveste un ruolo nello sviluppo del sistema visivo e nella formazione
del chiasma ottico e delle proiezioni retiniche (un ruolo complementare in tal senso ¢ svolto
da Foxgl). Membri di FoxO sono espressi nel cervello sia nell’embrione che nell’adulto e
sembranno essere fattori chiave della regolazione della sopravvivenza neuronale e della
morte cellulare suggerendone una funzione neuroprotettiva (basata su esperimenti in vitro,

non ancora corroborati da evidenze in vivo).

Probabilmente il pit famoso tra i geni forkhead ¢ diventato, in questi ultimi anni, il FOXP2
dal momento che mutazioni in eterozigosi del gene FoxP2 sono state riconosciute come
responsabili di disfunzioni nello sviluppo del linguaggio (Vargha-Khadem et al., 1998; Lai
et al., 2001). Infatti, una mutazione puntiforme sul braccio lungo del cromosoma 7 (Lai et

al., 2000), descritta in individui appartenenti alla famiglia KE, si ¢ rivelata direttamente
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correlata ad anomalie nel controllo di movimenti orofacciali necessari per l'articolazione
del linguaggio (Lai et al., 2001; Wassink et al., 2002; Marcus and Fisher, 2003; O'Brien et
al., 2003; Takahashi et al., 2003) nonché mostrano deficit di comprensione di strutture
sintattiche complesse (Fisher et al., 1998; Vargha-Khadem et al., 1998; Pinker, 2001;
Newbury and Monaco, 2002; Watkins et al., 2002; Watkins et al., 2002; MacDermot et al.,
2005). Questa mutazione comporta la sostituzione di un amminoacido all’interno della
regione codificante per il dominio Forkhead di FoxP2. Dal punto di vista neuroanatomico
ci0 corrisponde ad anomalie strutturali di alcune aree del cervello (nucleo caudato,
putamen, cervelletto e area di Broca) cui corrisponde una ridotta volumetria rispetto ai
membri sani della famiglia (Tabella 1.2; Vargha-Khadem et al., 1998).

Sono stati in seguito identificati altri individui al di fuori della famiglia KE, affetti dalla
stessa patologia correlata alla medesima mutazione puntiforme o a delezioni a carico di
FOXP2 tali da rendere impossibile 1’interazione della proteina con il DNA (Newbury and
Monaco, 2002; Kaminen et al., 2003; Lai et al., 2003; Liegeois et al., 2003; O'Brien et al.,

2003; MacDermot et al., 2005; Vernes et al., 2006).

In conseguenza di cio, FOXP2 ¢ stato considerato da alcuni autori il «gene chiave» per la
comprensione dell’evoluzione del linguaggio nell’'uomo (Balter, 2001, , 2002; Haesler et
al., 2004; Webb and Zhang, 2005).

Per 1 fattori di trascrizione forkhead sono stati anche riportate funzioni cellulari quali la
regolazione del ciclo cellulare, la vitalita (FoxO), il metabolismo (FoxA, FoxC e FoxO) e

I’immunoregolazione (ad es. FoxD2, FoxN1, FoxP1, FoxP3, FoxQ1).
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Tabella 1.2 - Rilevazioni volumetriche effettuate, mediante risonanza
magnetica, sui membri di tre generazioni della famiglia KE che presentavano una
mutazione di FoxP2 (“malati”’, n=6) e su membri non affetti dalla mutazione
(“sani”, n=7; fonte: Vargha-Khadem et al., 1998)

AREA CELEBRALE “MALATI” “SANT”

NUCLEI CAUDATI [destro, cm’] 4.09 +0.42 5.11+0.64
NUCLEI CAUDATI [sinistro, cm’] 4.19+0.48 5.28+0.60
VOLUME INTRACRANIALE [cm’] 1402+49 1431+139

Infine, a parte FoxP2, altre sindromi sono state riconosciute come dovute a mutazioni dei
geni forkhead: ad esempio nel glaucoma congenito ¢ nell’anomalia di Axenfeld-Rieger
(FOXC1), nel linfoedema (FOXC2) ed in alcune anomalie oculari (FOXE3), nella
sindrome “blepharophismosis-epicanthus inversus” (FOXL2). Altre anomalie riconducibili
a mutazioni del gene FOXEI includono agenesia tiroidea e palatoschisi. Analogamente
membri della classe FOXO sono considerati implicate in diverse forme tumorali quali il
rhabdomyosarcoma e la leucemia, infine, mutazioni nel gene FOXP3 risultano coinvolte
nella syndrome detta IPEX (Immunodysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-

linked; i.e. immuno deficienza ed endocrinopatie).

E’, infine, degno di nota che le diverse sottoclassi (e membri) di geni Forkhead sono
rappresentate nei diversi taxa con modalita diverse: nel lievito sono state identificate solo 4
proteine, mentre piu di 35 nel topo e nell’uomo. Cio ha portato diversi autori a supporre che
il numero di geni forkhead nelle varie specie sia correlabile alla accresciuta complessita
anatomica ed organizzativa (Carlsson and Mahlapuu, 2002; Lehmann et al., 2003; Mazet et

al., 2003; Larroux et al., 2006; Mazet et al., 2006).
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1.3 - FoxP

Nell’ambito dei Fox la classe P presenta caratteristiche peculiari rispetto agli altri.

Dalla comparazione delle strutture primarie risulta che la peculiare composizione
amminoacilica del dominio Forkhead di tipo P sia — come per gli altri fox - altamente
conservata (Figura 1.1). Molto conservati, tra le specie, risultano anche gli altri domini
presenti in questa classe: Leucin Zipper, Zinc finger e la regione di Poliglutammine
(assente in Danio rerio: Bonkowsky and Chien, 2005; Shah et al., 2006). La regione di
poliglutammine (poliQ), assente in FoxP3, risulta piu corta in FoxP1; nelle diverse specie ¢

variabile anche la sua distanza dalla regione N-terminale (Figura 1.1).

FoxP1
FoxP2

FoxP3

FoxP4

Figura 1.1 - Rappresentazione schematica dei domini FoxP nei vertebrati. Il
dominio Forkhead (FHD) é costituito nelle diverse specie da 100-110aa; il motivo
Leucin Zipper (LZ) da 28aa mentre il motivo Zinc Finger (ZF) da 25aa. La regione
ricca in glutammina (Q-) & la piu variabile in composizione e lunghezza.
All’interno di questa regione, nei vertebrati FoxP2 presenta un caratteristico
strech di poliglutammine (30aa c.a.) assente in Danio rerio, mentre FoxP1
presenta uno strech simile ma in posizione diversa nel topo (Teufel et al. 2003).
La distanza in aa tra i diversi domini non e rispettata nello schema; essa risulta
variabile nelle diverse specie.
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La presenza di questi domini suggerisce — come accennato - che, a differenza degli altri
Fox, lattivita dei FoxP come repressori della trascrizione possa essere regolata dalla
formazione di omo-eterodimeri (Shu et al., 2001; Wang et al., 2003; Li et al., 2004; Stroud
et al., 2006). Infine, FoxP4 presenta una maggiore affinita strutturale con FoxP1 e FoxP2,
rispetto a FoxP3 (Li et al., 2004).

Dal punto di vista genomico, i FoxP risultano essere alquanto complessi: numerose sono le
isoforme e 1 trascritti di grandezza variabile dovuti a splicing alternativo, spesso tessuto-
specifiche (Schon et al., 2006; Tu et al., 2006; Vernes et al., 2006).

Dal punto di vista funzionale, nei vertebrati, FoxP1, FoxP2 e FoxP4 sono tutti coinvolti
nello sviluppo dei sistemi gastrointestinale ed cardiorespiratorio, con peculiarita nei profili
di espressione per ciascuno di essi. Nel topo, ad esempio, FoxP1 ¢ espresso nel cuore anche
allo stadio adulto, mentre FoxP2 ¢ espresso nel sistema cardiovascolare solo durante
I’embriogenesi (Shu et al., 2001). Inoltre, durante lo sviluppo embrionale i profili di
espressione dei tre Fox sono sovrapponibili nei diversi tessuti (Lu et al., 2002; Ferland et
al., 2003; Takahashi et al., 2003; Teufel et al., 2003; Li et al., 2004; Teramitsu et al., 2004;
Schon et al., 2006; Shu et al., 2007), per questo motivo ¢ stato ipotizzato che FoxP4 svolga

un ruolo simile a FoxP1 e FoxP2.

Per quanto riguarda il sistema nervoso del topo FoxP1 e FoxP2 sono espressi sia nella fase
embrionale che allo stadio adulto (Ferland et al., 2003). Piu in particolare, nel FoxP1
sembra essere coinvolto nel differenziamento dei neuroni motori del midollo spinale e,
insieme a FoxP2, ¢ espresso negli interneuroni dei neuroni motori dorsali. Nel cervello 1

due geni sono espressi negli emisferi cerebrali in via di sviluppo (Ferland et al., 2003).
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I1 profilo di espressione di FoxP3 suggerisce un ruolo completamente diverso dagli altri
membri; questo fattore di trascrizione infatti svolge un ruolo predominante nel processo di

differenziamento dei linfociti T (Brunkow et al., 2001; Bettelli et al., 2005).

1.4 - FOXP NEGLI INVERTEBRATI

In banca dati sono disponibili sequenze proteiche’ di ortologhi dei FoxP per diverse specie
di invertebrati; fino ad oggi non risultano sequenze note in Molluschi. Dall’esame di queste
risulta che, contrariamente a quanto accade nei vertebrati — dove sono sono riconosciuti
quattro membri di FoxP (FoxP1, FoxP2, FoxP3, FoxP4) —, negli invertebrati sembra essere
presente un solo FoxP, la cui struttura ¢ assimilabile ai FoxP1/2/4 (Figg. 1.2; 1.3). In alcune
specie di invertebrati sono state descritte isoforme, ma la loro presenza non ¢ stata correlata
ad eventuali splicing tessuto specifici.

Per gli scopi di questa Tesi di Dottorato sono state allineate e confrontate per analisi di
similarita le sequenze proteiche dei FoxP noti in dieci specie di invertebrati con 1 FOXP1,
FOXP2, FOXP3 e FOXP4 dell’'uomo (Fig. 1.2).

La comparazione delle sequenze conferma che il dominio Forkhead ¢ molto conservato,
cosi come gli altri domini caratterizzanti la proteina. L’analisi supporta fortemente la
conclusione che 1 FoxP della maggior parte delle specie di invertebrati sono similari ai
FOXP1, FOXP2, FOXP4 e che il FOXP3 ¢ ben distinto da essi (Fig. 1.3).

In aggiunta, il FoxP della spugna (S. domuncula) presenta caratteristiche abbastanza
distinte ed ¢ qui allocato come outgroup tra i FoxP degli invertebrati e distinto, comunque

da FOXP3 (Fig. 1.3).

3 Alcune predette dalle sequenze nucleotidiche.
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Figura 1.2 - Allineamento delle sequenze proteiche dei FoxP noti per 10 specie
di invertebrati con i FOXP1, FOXP2, FOXP3 e FOXP4 dell’'uomo (Hs). Tra gli
invertebrati sono inclusi: Poriferi (Suberites domuncula, ID: AJ585265.1),
Nematodi (Caenorhabditis elegans, ID: NM001027977.2; Caenorhabditis
briggsae, ID: CAAC01000103.1), Artropodi (Aedes aegypti, ID: CH477189.1;
Anopheles gambiae str. PEST, ID: AAAB01008846.1; Apis mellifera, ID:
XM391970; Drosophila melanogaster, ID: BT022185.1; Tribolium castaneum, ID:
XM964343.1), Echinodermi (Strongylocentrotus purpuratus, ID: XM777892.1) e
Tunicati (Ciona intestinalis, ID: AB210446.1). Le regioni evidenziate (verde: Q-
rich; blu: zinc-finger; lilla: leucin zipper; rosso: forkhead).



Figura 1.2 - continua

190 200 210 220 230 240
S B SEE EEEE EEEE EEEE EEAES L) R R pe |
Hs FoxP4 SPQMLT] QM QILS ——————————————————— QLOALLEQ--——-———————————
Hs FoxP1 TPQVITEPOMEQILQQ-——-—————————— QVLSPQQLQVLLEQ--———=——————————
Hs FoxP2 TPQVITEPOMEQILQQ-——-—————————- QVLSPQQLQALLEQ--——————————————
Hs FoxP3 SLALG[gPPGASP - === === ——— oo SWR—-————
T. castaneum =  ———————f -
A. aegypti @ ——---p--——---————————
A. gambiae @ @ -
A. mellifera I1SPASGIHOMOQLLQQ--———————————— HILSPTQLQSFMEQ--—---——--———---
C. briggsae ITSESLGRPTOAPTAA-————————————— SSFASSSIGGGAN-————————————————
C. elegans ITSESLE TOA-———————— == QSFANSTIGGGANT - ————=———— === ———
C. intestinalis LPATSSAPOMEOLLSQ-——————=—————— QVLSPQHLQAIMEQ--——————————————
D. melanogaster ------ MBPRIHDDEYS---——————————- EDAKESDFKSS I{K-———=———————————
S.domuncula MSATIQKHSSHPNTVSFP-————————————— SSPAERAKSABN-———————————————
S. purpuratus EQQEQ[EFQGEQPEQAEASDGQWFSNIVYNQQWYNQQWYQSQQEQWPNYNQQRPNMQRQR
250 260 270 280 290 300
M----1----T----T----T----T----T----T----1
Hs FoxP4 ———QQALMLQQLQEYYK——KQQEQLHLQLLTQQQAGK Q-—————- KE-—————————-
Hs FoxP1 ———QQALMLQ- == ———— m m
Hs FoxP2 ~=--QQAVMLQQQQLQEFYKKQQEQLHLQL L NN - ------ QQQQQQRQQQQQQQQ
Hs FoxP3 = - AAPKASDLLGARG---———=—————P=—— oo ————
T. castaneum =  ————————————————— MQQLQEQLQLNLIQQTHILQSTD-==———=—==——————=————
A. aegypti @ e
A. gambiae @ = @0
A. mellifera  ----—- HSLYLQQQQQQHHQQLQEQLQLNVIQQTHLLQTAD ————————————————————
C. briggsae @ - LPVSLDTGNTINDNQ--———==——————————————
C. elegans - SHL VTLDTG--INDN--— === === ————
C. intestinalis ----QAYSAQHHQAQIHEFYRQQQKQVQDFQIQLAAAKQ--———————————————————
D. melanogaster ----- EISVKSRHQISIPDICSDAVKNNCFPPTGFLNNS - — === === === == ———————
S.domuncula = -——--——————————— TLVKSVYQMPVSAISTNGYSSNN-——————— === ——————————
S. purpuratus DSNQEAMELQEEMDQQEAMDLQEFPQAQTAAGGNTSEESNEDGDGSLPKEEEEEEEEEEEE
310 320 330 340 350 360
| | B I |
Hs FoxP4 = = ALGN———KQLAFQQQLLQMQQLQQ——
Hs FoxPL ~ = - -
Hs FoxP2 20000Q000QQQQQQQQH GKQAKEQQQQQQQQQQLAA———QQLVFQQQLLQMQQLQQ——
Hs FoxP3 = @ -—-—i e e i e o GG---———- TFQGR----- DLRG--
T. castaneum ———————————— KKKASGSLQQLALQQQQ--
A. aegypti @ e
A. gambige @ @ 0-—--—--—1--"-"-"-"Hmon—_
A. mellifera  --------»---"»"»»-»--+ - KKKASAPLQQLALQQQR--
C. briggsae @ - LLLLALQERLMRPNQ--
C. elegans = - LILLALQERLMRPQQ--
C. intestinalis -—-————-——————— QQKGE----VNDVTSHHSNGAKLSN--
D. melanogaster -----——-—————————————— I TFASHVVKCSSPAS--
S.domuncula - GLTNGLTNGQSAMQQG-
S. purpuratus EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEKKKEEEEEEEEEEEGGGGGKRRCFPYSTRRSFPVCDTNGRT
370 380 390 400 410 420
B [N [ RN BT TS TN PRTEY PR PR PR PR |
Hs FoxP4 = - LLNLQ-RQGLVSLQPNQASGP--------
Hs FoxP1 = = - e
Hs FoxP2 = - HLLSLQRQGLISIPPGQAALP-—————--
Hs FoxP3 = - e e e e e GAHASSSS--———————-
T. castaneum =  ———————mmm LIQQLQ-—-—=—=—=——~
A. aegypti 00—
A. gambiae @ @ 00— -
A. mellifera - -~ LIQOLQ--————==———=
C. briggsae @ - TLTQSATT—=——=————=
C. elegans - TLTQSATT—-———————-
C. intestinalis -—-———-——-—— EQOLQQHLALQQLVHLQQMQQQ-——--—————-
D. melanogaster -—---———————————— SIDESS————————oo——
S.domuncula - FISLPSSQS-—-————==——-
S. purpuratus WNSHCALLRAQCNDPYLYVOLAYSGKC I DQOMRRRQP 1 YQGSAASATSSSEESAEMIGPT




Figura 1.2 - continua

430 440 450 460 470 480
SEEE] EETEY RN PR PEPSS CEPE) EETEY EEre) PEPES BEFEY FEPPY Pere
Hs FoxP4 = - LQTLP-QAVCPTDL WKGEG-—--- APGQPAED-SVK
Hs FoxPL ~ - ——————— LO@M/KEVT————- SAHTAEETTGNN
Hs FoxP2 = VQSLPQAGLSPAE IQE®WKEVT ——--- GVHSMEDN-GIK
Hs FoxP3 - LNPMP—=—=—- SQL@JASTVD--———-- AHARTPVLQVH
T. castaneum =  —————————— LMQRB@VVHQ —————— GMGMQPLMLAQG
A. aegypti @ e
A. gambiae @ @ -——————mm——————
A. mellifera GLGLQGHNPSSG
C. briggsae @  -———-----mmmmmmmmm e PSLOQEMANTANT === —— SSTNATSLAAS
C. elegans -—————————— e _PSL SHEAAATN- - - - —— SSTNATSLGS-
C. intestinalis QQQ----AAAAALQEHGLATAVAMAQGRHGNGNQADMS
D. melanogaster HMH 1QGQHMMA
S.domuncula VINSSLPVGGQVLQGTPIQLS
S. purpuratus VPAIGRTTIKPANNPTLAPDGVMPYPCPLQCAPSTKEVCGSDGYTYDSVCHMRMEACRTR
490 500 510 520 530 540
SRr] EETE) EEPE) FEPE PEPES EETEl EETEN EEEEY EEPE B EEPE BE
Hs FoxP4 GLDLJGTAATATSFAAPPKVSPY
Hs FoxP1 SLDLYT---TCVSSSAPSKTSLI
Hs FoxP2 GLDLPJTNNSSSTTSSNTSKASP@--—--——==-—==—=—=——————————
Hs FoxP3 = Po————o LESPAMISLYPPTTATGVFSLKAR GLE —————————————————————————
T. castaneum QG- ———— LNSREVLSPWKELNEQHLTN-—--—-—= === = ———————————————
A. aegypti = o~ MATISQQTAPLNARALAAMR--—-——————=————————————————
A. gambiae @ = @0
A. mellifera  -—-——--—————————- LOPGEGLPMWKSDTSDGPES-————=———————— e
C. briggsae @ - NEQTRL 1QOMFLGOMLIPQL[g--—=———— ===
C. elegans ~  ———m—mmmmm o ADITRL 1 QQMFLGQML I PQLIg~———— === — oo
C. intestinalis SD--1QQL I LKHVAEPATPKKETPMTSQMQSDK[g-----—---—==—==—=—=————————
D. melanogaster ------—————————— VEDLGFYNVPEFISE-—————— e
S.domuncula N-mmmm = QMQVQESNSPSIVHIGYAHS[g-——————==———=—————————————
S. purpuratus DRSLIVNYSGPCQCFDVCFPMVYEFPVCAVSRRLGHGRERTFTSVCEMQKDACRHSDSGQTS
550 560 570 580 590 600
SEETY EETE EEE FETY EETEY EETE EETEY EETE EETI EEEY EEPEY B
Hs FoxP4 =
Hs FoxPL ~ = - ———mm_———
Hs FoxP2 = - -
Hs FoxP3 = - ———--mm
T. castaneum = ————m e e
A. aegypti @ e
A. gambiae = = @0
A. mellifera W -—-———————————
C. briggsae @ -———---—————
C. elegans = -
C. intestinalis -
D. melanogaster —————————
S.domuncula @ -

S. purpuratus VAACONQTAGLLSRWQSTVSIPDTETKRAPMDQATREKANYEARVELAVAYRSVDHYGLG

610 620 630 640 650 660
SEET EETE) EETE) FEPE EEEE EETEY EETEY EEEEY EEPEY PEPEY EEREY BEP

Hs FoxP4 = =  ——-mmmmmmmmm LSHHTLPNG---------
Hs FOXP1 = = = e e MNPHASTNG---------
Hs FOXP2 = = e ITHHSIVNG---------
Hs FoxP3 = - Gmmmmm e INVASLEWS——————————
T. castaneum =  ——————— SKSELNDGS-—--—----
A. aegyptik, = FLFENS-———————-
A. gambige @ @ 0-—--—--—1--"-"-"-"Hmon—_
A. mellifera  ---------------\--++0 0~ HONSNVPKS————————-
C. briggsae @ - AALDLAS-—————————
C. elegans @ ———————— AALDLAST-———————-
C. intestinalis ---———----—— ISSIRSRDHSFNG---------
D. melanogaster ------—--————————————— QEKLMFSDA--——————-
S.domuncula - TVSVHGGTN--————————

S. purpuratus EGICNHLTMRAPGSNSEDDVMLVVPYGLPWKQVTASSL 1GIDFKTGEKVEGDGVALESAV



Figura 1.2 - continua

670 680 690 700 710 720

PR [P [P R Y P T I (IR (R IR R
Hs FoxP4 = o QP===TVLTSRR= === == —mm e
Hs FOXP1 = —emmmmmme QL===SVHTPKR= === ===
Hs FOXP2 = —ommmmmm QS===SVLSARR= === === e
Hs FoxP3 = = REP——=ALLCTFP = e e
T. castaneum =  ——————————m—— GLLGVATNRP = = = e e e
A. aegypti e
A. gambiae = @ 00—
A. mellifera W - VAGLNVSSRRSD === == ———— e
C. briggsae =  -——--——-—m-—mmmmm o SMSLPLSTA= == —m - mm e
C. elegans - 1QSASMSLPLQTT—————=mmm e mmmm e
C. intestinalis -\~ ETPNMRRISSSKS o
D. melanogaster -—-—-—-—-——————————————————— ERFLRSKDNEVC === —— e
S.domuncula - MLQTGLVSVPMATG= === === ——mm e
S. purpuratus CIHCPVHIARYEKYGTIAVMHTHQPYVTALACLDEPAPFDETMYQNSMRFSGRIAYDFDY

730 740 750 760 770 780

NN (NIRRT Pe e e e e P e e -
Hs FoxP4
Hs FoxP1
Hs FoxP2
Hs FoxP3

T. castaneum

A. aegypti

A. gambiae

A. mellifera

C. briggsae

C. elegans

C. intestinalis
D. melanogaster
S.domuncula

S. purpuratus EVLAYEMDEGKRLAGALGDRD I L IMGQHGLMTVGQRVCDAFDALYYMERAAQ IQVLVRSM

790 800 810 820 830 840

SRR EEREY FEEE] EEEEY EEEE FEER ERFE] FEEE FEEE EEEE EEE PR |

Hs FoxP4 =
Hs FoxP1 ~ = ———mmmmmmmmm
Hs FOXP2 @ —mmmmmmmm
Hs FoxP3 ~ -——-———- NP =
T. castaneum —— -
A. aegypti e
A. gambiae = = 00 ——m e
A. mellifera = ————
C. briggsae = @ ==
C. elegans =~
C. intestinalis —————— -
D. melanogaster ———-—————m—mm e
S.domuncula = ——mmm e
S. purpuratus GGKSRSSPPHIVKQIASHDCYPYNAISHFQSENSRP IMAISVSVISTQTLSAQQMQSLLQ

850 860 870 880 890 900
EEETY EETE PR R PR PR PR PR EEEE EEEE EERE B

Hs FoxP4 -
Hs FoxP1 = =
Hs FOXP2 = @ —mmmmmmmm
Hs FoxP3 ~ = =
T. castaneum =  —— -
A. aegypti e
A. gambiae = 0 ——m e
A. mellifera = ————
C. briggsae = @ —————
C. elegans = —— e
C. intestinalis —————— -
D. melanogaster ———-—————— e
S.domuncula = ——mmm e
S. purpuratus GQVLSQHQLQQLVLQQQSFLQQQQVGLQEQATLLQQMQAAAVAAASGDAGKAQAKLSPHQ



Figura 1.2 - continua

Hs FOXP4 = = e
Hs FoxP1 = = ————mmmmmmmmm
Hs FOXP2 @ ——mmmmmmmmm
Hs FoxP3 - SAPR-==---
T. castaneum == o SR
A. aegypti e
A. gambiae = @ 00—
A. mellifera ~ - MN
C. briggsae = @ ———
C. elegans = — e
C. intestinalils oo
D. melanogaster ————— - NN
S.domuncula @ —emmm e
S. purpuratus QQLHSLALQQAHMIQLQAQQQAVASGQMMLPPRLQQAMSVSELQSLWKEVSSPEDVKSA

970 980 990 1000 1010 1020
ey FEER] EEEEY PEEE PRSP PSS PR |

Hs FoxP4 DSSSHEET[g-———===——— === GS

Hs FoxP1 ESLSHEEHE —————————————————————————————————————————

Hs FoxP2 DSSSHEET G- === = ——mm o e

Hs FoxP3 KDSTLSAV[g---—————= === m—mm oo

T. castaneum DEAPLEDKL-————— ===

A. aegypti -SQTQDTTfg-————=— === —m oo

A. gambige @ @ 0 ---—-»—-"-"H-—1-"»1-—— -

A. mellifera GTTPLDEK[g-———— ===

C. briggsae —IPPAIST[gQ-———— === m e e

C. elegans —IPQPMSAg-——— == == — e

C. intestinalis RENSFDPP[g------————————————— e

D. melanogaster DFSYMHD-—————————— oo

S.domuncula - IPQAPSI[g———————— ==~

S. purpuratus TSSVASMLEGL SGHHRHMMNGLLDGSHIHPGFLLAHQGMMMPHEDRLAN NNYAM
1030 1040 1050 1060 1070 1080

Hs FoxP4

Hs FoxP1

Hs FoxP2

Hs FoxP3

T. castaneum

A. aegypti

A. gambiae

A. mellifera

C. briggsae

C. elegans

C. intestinalis
D. melanogaster
S.domuncula

S. purpuratus

BIHTEHR
PGCEJIMNED[REFYKHLNYEH

Q
LDDRSTAQBRVQ SOLESHLSKERBRLQAVME
AGSKTKEV K| =vYaYo = ol Lak Dk DMKk
LDDRSTAQRBRVQ NoLEfloLgKERERLBAMME

1090 1100 1110 1120 1130 1140

LR FEEE) EEE PEEE PR PRSI PR PN PR BN PR B
Hs FoxP4 HMRP SEPK == = == = = = — m e e o e e
Hs FoxP1 HVS TEPKA = = = = = e e e e e e
Hs FoxP2 HMRPSEPKP == === = = = e e e e e e e
Hs FoxP3 AGEIMA L = = = = = = = = e
T. castaneum HLSKQLSS---—--—m ==
A. aegypti NKIINEMAAR— == === — e e e
A. gambiae INKINEMLRA = = = = = = = e e e e e e e e e e e e e e e
A. mellifera HVAKQMAS — = === ——m e
C. briggsae RMEPSPDTTTPNIGK IEPTSPLRSPKIEGAAGFT 1QPAHHQTQTQQQQQPQVITQTQQ
C. elegans RMMPSPDTTTPNLVKMEAQSPLRSPKIEGAA-FSIQPAQQFQQQTTSQP ————————=
C. intestinalis SGEOKLETRDERVAMDTTGMTNGKAEP LEMRHQSLPGPNNNNNSHHGMA - === ————
D. melanogaster YLSKQLLS—-—==—=— =
S.domuncula ATSENDATESRHGSLSSPNGVRLATPTSLAPPTSVAPPTQMVQAMYDQNGQPVY ILQN
S. purpuratus HMEI P I DS === = = = = =~ m o o e e e o



Figura 1.2 - continua

1150 1160 1170 1180 1190 1200
B I e e Y [P [ [ I [
Hs FoxP4 = - Q VTV -—-AADSFPDGLVHP----PTSAAARVTPLR
Hs FoxP1 = -————--mmmme APQELNLVERIVTLEKSASEASPQSLPHT-===PTTPTARL TEVT
Hs FoxP2 = = K LNLVIVTM EKNMLETSPQSLPQT-===PTTPTAGVTPIT
Hs FoxP3 = - TKA §---DKGSCCIVAAG----SQGPVVZANSGY
T. castaneum =  -————————————————— E[gHKDG VVT TKMAVNT LSQPSVS—=——--- IGEMV AV
A. aegypti = 1EMAGASPFVPQI YDLIAGLRFP-PAGPVTDGSMVE
A. gambiae @ @ @ ——------m——m——o TIMAAALAVERSGPSTSRP ————---~ RTA-TVGLFGTGSCSA
A. mellifera = - Elg 1 ECL§GTTLDRKLSSEKKQS I PNMSN---MSGM-[gLPNVE
C. briggsae - TQVS|gTSEAA LLSIAA IAASTVGTT—=——- QMTTVPSVSSMg
C. elegans -——————————— QVS[ETSEAA LLSIAATVAA TAAAVTSPINQISTVPSVSSMg
C. intestinalis ---—------—-———- LAPFgAHPVTERT STI I SAPHLGAF-PSTLFPEATSVd
D. melanogaster --------—--——-———- TKIDRKD--V GREGK——FCR LTVNS---IGRFPIRQTNS|g
S.domuncula VNNQGTAL IPLQLQQQM AQPLAMIQSHHSASTVPTSLKIDQS ILSAKGGVVT GTid
S. purpuratus = —--——————————————— KQETFKEEVQ E LSKPVSVVQHTA----PSL MVE T
1210 1220 1230 1240 1250 1260
SEER PR EEEEY PErD PEeey EErey EEEp) PEFS) EREEY PRI EEEEY ERERR
Hs FoxP4 = ————————o - GLGSASLHGG g ANNN D
Hs FoxP1 Q-————-- Cl@SVITTTSMHTV
Hs FoxP2 Q-———--- GgSVITPASVPNV
Hs FoxP3 R-===== EAEDSLFA-————————
T. castaneum R-—---——- VLHSPAANVAER- 1| SRR NDRSALSLAGGLPYMLERA= === ———=-——-
A. aegypti AALQLTNKQQQALHHHHQQQQQQ-QQHQQQQQAGRSAKGS IRAKYFGSPQDTDAGGYKEV
A. gambiae TLIASRSFg----------- —-SIAELSGRAGRNTORGSQLKLYS==————=——————
A. mellifera Gmmm MPTMPTMPSMAE- 1[I SDESALSLAG--———————————————————
C. briggsae TFINHQLSTSSQPSTNGPSG LLLOEAASSASTETS”NFD-RNFVARRSR----15DK
C. elegans FLNHQLSTSSQPSSQQASGSSGPLLQEAASSASTETEPNPDSKSFVPRRSR---—1SDK
C. intestinalis LENYLTNSMTSGSRDAMSQ-ASKR-HSAAVE I-———=———=—————————————
D. melanogaster S-------—- EBLNLPMYNSTNLCS= I KKENHDENTFS INGGLPYMLERA- === == ————-~
S.domuncula KNITVTQTYTPPNFESLIQPGELKAVMLEPTGSAGTLNSEAGFPVRHGRQAAKER--- \
S. purpuratus VEITSIASARYHLTSHHVTPGEg- | RIRRINSERYGLSL-—--———-——===——=—————=
1270 1280 1290 1300 1310 1320
SRR EEET P P | Fw P P P PR R P P
Hs FoxP4  -—-———- [WAONIglEFYKNAD\'/RPPFTYASL IRQA I [REQIIPDROL TLNE IYNWFTRMIFAYFR
Hs FoxP1 = ---——- D) 1 XOINOIE Y KNAE\ 'RPPFTYASL IRQA I [BESPEKQLTLNE I YNWFTIRIYFAYFR
Hs FoxP2 = -—————- AENMEFYKNADY/RPPFTYARL 1RQA 1JESEDROL TLNE I YRWFTRTFAYFR
Hs FoxP3 = -———— EEN VN EEN [RPPFTYARL I RIA | BERPEKQRTLNELY
T. castaneum EENYe0E | OINREFYKNAD/RPPFTYASL IRQS IJESPDKQLTLNE I YNWFOINTHEYFR
A. aegypti RSO VOI(NREF Y (RSIID\ '/RPPFTYASL I RQE I JESPEKQLTLNE I YNWFOINTHEYFR
A. gambiae AR INREF Y J8IgID 'RPPFTYASL IRQA THESPEKQLTLNE I YNWFOIN T F@®YFR
A. mellifera = --—--———- OANREFYKNADY/RPPETYASL IRQEIJESPDKQLTLNE I YNWF@NTF@YFR
C. briggsae TVOP TATDUAKNEDEMRANBMIN Y
C. elegans TVQP ITATDUAKNIE
C. intestinalis ------ RERIESeNGIF FYRNADY'RPPFTYASL IRQAYSERPDRIONMTLNE I YNWHSINNFAYFR
D. melanogaster -GLDVQOEJHRN SRV S 7SN IY] | DS oI i = M= O NI CIER
S.domuncula AFDESQDALRKA RSN I ]
S. purpuratus = ----——- lIE 1 SENSINFYKNY
1330 1340 1350 1360 1370 1380
A P P PP PP PR P P PP EEE I B ERR
Hs FoxP4 --GS@TLVK
Hs FoxP1 --GNigSLIK
Hs FoxP2 --GS|gTLVK
Hs FoxP3 --SNIgTFG
LI ez= 15 =To LTV I R NAA TWKNAVRHNL SLHKCFURVERINVKGAVWTVDENME FiKRRP QS Eitt RS-
A. aegypti CLINON| G I IOFKFONSSG
FAVe T=111] o] F-T-HEN X N AA TWKNAVRHNLSLHKCFRVERERINIKGAVWT VI ERIE FEK RR P QK e e
A. mellifera TGGV[gSK
C. briggsae RSQPQTPL
C. elegans RSQPQTPL
C. intestinalis --GSAIRN
D. melanogaster [NV GINRSINCINER) (Y= MKRRP QS B
S.domuncula BNNETWKNA[JRHNLSLHKCFVRVERNEERGAVWTVD RSN NREN K WYN} (lel= el
S. purpuratus RNAATWKNAVRHNLSLHKCFVRVERRNVKGAVWTVDENEFNKRRPORIEE EENuIP ey




Figura 1.2 - continua

1390 1400 1410 1420 1430 1440
U [ I R IR (IS D R IS [ A -
Hs FoxP4 NMISGLSYG---—————-— ALNASYQAALAESSFPLLNSPGMLNPGSASSLLPLSHDDVG
Hs FoxP1 NMQSSHAYCT---————-— LNAALQASMAENS I PLYTTASMGNP-TLGNLASAIREELN
Hs FoxP2 NIPTSLGYGA--—————-— ALNASLQAALAESSLPLLSNPGLINN-ASSGLLQAVHEDLN
Hs FoxP3 = @
T. castaneum =  —————————————————————————— AGLGD == === — e
A. aegypti MPQOMQPGGGG-——————=—————— GKKKQLTLGGVVGPPQAAPPLASAVVASAAAASAL
A. gambiae @ | -———————————————————
A. mellifera TLTHSPTMYGD------—- ALNANLQAALGDSNMGFLNNSMCTSTTTSPDKEHVLAHNDL
C. briggsae DDISPH--————————— o ———— RMFDSNALSSFLEMQNFDPASLSGEPFQLNGNSLD
C. elegans DDISQQ--———===——————————— KLFDTSALSSFLEMQNFDPASLTGDQFQLNGN-LD
C. intestinalis RIETPSSAS-——————mmmmmmmm FYSNPAMNLATMQMALGENPFNQAQ
D. melanogaster -----———————————————————— TAGIGNNLTGATN---————-— SPDTNYFVAMNIG
S.domuncula TANSPUN=-=————— o —— DMAVGEEEGGAKL IDMPESIPLVTLPTTQDYPSPPQD
S. purpuratus NTPTTP 1 SKSVDMLPTEDMPLNLETHMHPMGGSLPLLSDAAAAAADHAIQVLDNEEDDLD
1450 1460 1470 1480 1490 1500
Hs FoxP4 APVEPLPSNG-----— SSSPPRLSPPQYSHQVQVK-——— === ——m e
Hs FoxP1 GAMEHTNSNE------ SDSSPGRSPMQAVHPVHVK === === = —— o e e e
Hs FoxP2 GSLDHIDSN------- GNSSPGCSPQPHIHSIHVK-———— === e~
Hs FoxP3 = @
T. castaneum - —————mm oo
A. aegypti ALKH VGFYYKRFVVGGATCCQCGNKTVMKLKL - === == —m e
A. gambiae @ = @0
A. mellifera MSPLDEPAVHIKQEGQSPEGGKLTRLIKRELVDAP - === ————— === ———— A
C. briggsae NVLSMLANS-===—=———=— TDVNNPLHMLSAAAVAG-——=————————mm e e H
C. elegans SVLSLLAN-—-=——————— ADVNNPLQMLSAAAAAGNH - === === —— e S
C. intestinalis LVSQAAMFGG-—-—-—-—--— TPSPYGAFFTQRVHTW-— === == ——— e e
D. melanogaster YVGLK-————mmmm oo
S.domuncula RAFHERGEIS------—- SEDESDGESSERDLEIKS---—————————————————————
S. purpuratus GDEYPGDPRGRYPGDERDTYPEEERERYLLEVEDRGEYPGGERGGGDFPFFPDDDRDSYPQC
1510 1520 1530 1540 1550 1560
Hs FoxP4 —---EEPAEAEEDRQPGPPLGAPNPSASGPPEDRDLEEELPGEELS———————————=————
Hs FoxP1 —---EEPLDPEEAEGPLSLVTTANHSPDFD-HDRDYEDEPVNEDME - ————— == ———————
Hs FoxP2 —---EEPVIAEDEDCPMSLVTTANHSPELE-DDREIEEEPLSEDLE-——————————————
Hs FoxP3 = @
T. castaneum - —————mm oo
A. aegypti @ e
A. gambiae = = @0
A. mellifera DQEGDDDQVDEREYPESHGHDSGQDEDMAEDLSMAPDIMTPEDQIEA-————————————
C. briggsae SGSLDGPPLNNVKEELMDVVEQHNGHTLKVAVNALTED-RP ICAL-—————=————————
C. elegans GG I LEGQLLNNVKEEMMDVSEPHNGHLLRVARH IQKASKRPASANPSNLC————————-—
C. intestinalis ----—- QYVC————mmm
D. melanogaster —————————
S_domuncula ——-EAPSPPPTHFYPSQPHSTPGTPYTVSINVSSONDLYAN-=————— === ——m e
S. purpuratus GSAPHPDTCRDVYPPGRERSPGDAVSEGELHYRVEQRERFASEESERFMAEER IEHQSAA
1570 1580 1590 1600
ST EEEE FRTEY FEEE PP FERE PR EEE PR PR
Hs FoxP4 = = = -
Hs FoxP1 = = = -
Hs FoxP2 = -
Hs FoxP3 = -
T. castaneum —————-mmmmm e
A. aegypti =
A. gambige @ @ 011"
A. mellifera -
C. briggsae @ -
C. elegans ——————————mm————————————
c. intestinalfys ---------- - - - - -\-\-- -\ -\ -\ e\ i ) i i i i i i i i i i i i i
D. melanogaster ------—--—————————————
S.domuncula @~ @-———-———
S. purpuratus NRRKVGQLTMEQLKRMMHHNPMMM I PVPTNGQSEHHPEPSLEGPSQGVM



47— HsFoxP2
98| L HsFoxP1
76| L HsFoxP4

75 S. purpuratus

D. melanogaster

o4 98 — T castaneum

97— A. mellifera

65 C. intestinalis

100 — A. aegypti
A. gambiae

42 —— C. briggsae

100

C. elegans

HsFoxP3

S.domuncula

—
0.1

Fig.1.3 - Filogenesi molecolare delle proteine FoxP in invertebrati. L’albero e
stato generato attraverso il metodo del “neighbor-joining” comparando le
sequenze amminoacidiche dei FoxP di invertebrati. | quattro FoxP della specie
umana (Hs) sono utilizzati come "outgroup”. | numeri su ciascun ramo indicano la
percentuale di bootstrap. Si veda anche l'allineamento mostrato in Figura 1.2.

Solo di alcune delle specie di invertebrati ¢ noto il profilo di espressione di FoxP (Tab. 1.3)
e un rapido esame dei dati disponibili non permette di individuare una funzione conservata
di questo gene nelle diverse specie. E’ tuttavia da rilevare che — in analogia a quanto accade
neil Vertebrati — ¢ riscontrabile 1’espressione al livello del sistema nervoso di varie specie

confermando la visione del ruolo di FoxP nel differenziamento neuronale (Tab. 1.3).
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Tabella 1.3 - Riassunto schematico delle informazioni disponibili circa le aree
corporee dove FoxP risulta essere espresso in alcune specie di invertebrati.

SPECIE FASE | TESSUTO/REGIONE DI FONTE
ESPRESSIONE
Caenorhabditis elegans | Adulto | Gangli (testa e coda); Hope et al. 2003'

cordone nervoso
centrale; coda

Drosophila Larva’ | Sacco vitellino; sistema | Lee e Frash, 2004°
melanogaster nervoso centrale;

cordone ventrale
Ciona intestinalis Larva® | Endostilo; faringe; http://ghost.zool.kyoto-

cuore; intestino; ganglio | w.ac.jp/indexrl.html
neurale; epidermide;
stomaco; esofago.

Strongylocentrotus Larva’ | Polo vegetale; intestino | Tu et al., 2006’
purpuratus (anteriore e medio)

1 - attraverso studio di “gene expression reporter”
2 - stadi 10, 13, 14

3 - evidenze dedotte da studi di ibridazione in situ
4 - vari stadi da gastrula a larva “giovanile”

5 - studiato fino allo stadio di Pluteus

1.5 - Focus su FoxP2

FoxP2 ¢ stato considerato da numerosi autori come una pietra miliare nell’evoluzione della
specie umana (Zhang et al., 2002; Gentilucci and Corballis, 2006) soprattutto in relazione
al suo ruolo per la determinazione nel circuito neurale sensoriale-motorio che sottende le
capacita di produzione (e controllo) del linguaggio articolato (si vedano ad es. Lai et al.,
2001; Hauser et al., 2002; Marcus and Fisher, 2003; Vargha-Khadem et al., 2005; si veda

anche White et al., 2006).
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Numerosi sono gli studi condotti allo scopo di acquisire conoscenze e informazioni circa
I’espressione e possibili funzioni di FoxP2 in altri Vertebrati. Qui di seguito citerd solo
alcuni esempi.

Durante diversi stadi di svilupo, il profilo di espressione di FoxP2 nel cervello del topo e
nel feto umano mostra forti omologie (Ferland et al., 2003).

Analogamente, molte similitudini sono state riscontrate comparando uccelli e rettili
(Haesler et al., 2004) e pesci (Shah et al., 2006). In particolare, sono risultate interessate
all’espressione di FoxP2 aree quali la parte ventrale del telencefalo (striato), il tetto ottico,

la regione collicolare, il cervelletto, il talamo dorsale e 1’ipotalamo (Shah et al., 2006).

Questo approfondimento su FoxP2 non puo trascurare gli studi condotti sugli uccelli.

La specie umana e gli uccelli canori rappresentano due dei pochi taxa noti, in cui la
capacita innata di produrre vocalizzazioni viene modificata nell’individuo a seguito
dell’esperienza. In questi animali, la comunicazione vocale appresa (compreso il linguaggio
umano) ¢ — infatti — una caratteristica comportamentale determinata essenzialmente
dall’esperienza sociale. Affinche la “vocalizzazione” si modifichi ¢ necessario un feedback
audio-motorio che consente all’individuo di valutare “on-line” il suono emesso/ascoltato in
maniera da raggiungere ’ottenimento del desiderato “output” vocale®.

Analogamente a quanto accade nei Mammiferi, negli uccelli i suoni sono prodotti da una
struttura, il siringe, che ¢ “governata” da un circuito neurale che mostra caratteristiche
comuni in tutte le specie di uccelli (rassegne in: Gahr, 2000; Farries, 2004). Alcune

differenze nell’organizzazione e neuroarchitettura di questi circuiti sono, pero, riconducibili

* Sia emesso in contemporanea con il suo modello, sia successivamente sulla base dei ricordi.
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al fatto che le specie siano capaci di modificare il canto a seguito di apprendimento o meno.

(si veda ad es.: Brenowitz et al., 1997; Marler, 1997; Gahr, 2000).

Nel corso di questi anni numerosi contributi hanno sottolineato il coinvolgimento di FoxP2
nella determinazione del circuito neurale che sottende la produzione del canto negli uccelli
canori. Tra questi ¢ degno di nota il contributo di White e collaboratori che hanno mostrato
per mezzo di ibridazione in situ che FoxP1 e FoxP2 in Taeniopygia guttata si esprimono in
aree corticostriate congruenti con quelle note — da studi sulla famiglia KE — essere
coinvolte nel processamento senso-motorio del linguaggio articolato nell’'uvomo (Teramitsu
et al., 2004; Fig. 1.4). Gli autori hanno, infatti, riscontrato che 1’espressione di FOXP1 e

FOXP2 nel cervello del feto sono simili a quelle della specie di uccelli in esame.

In contributi seguenti, gli autori hanno anche cercato di stabilire se FoxP2 avesse un ruolo
nel circuito neurale che controlla il canto in uccelli adulti (Fig. 1.4). In particolare, tali studi
hanno evidenziato che, quando un maschio adulto di Taeniopygia guttata canta, i livelli di
espressione di mRNA di FoxP2 sono inferiori (nell’area X°) rispetto a quelli osservati
quando I’animale non canta. Questa “downregulation” ¢ particolarmente evidente in maschi
che cantano in isolamento, ma non si riscontra in maschi che “indirizzano” il loro canto a
femmine (Teramitsu & White, 2006). Di conseguenza, la ridotta espressione di FoxP2 non

sembra essere conseguenza dell’azione motoria dovuta al canto.

> La regione all’interno dello striato che & deputata al controllo del canto.

18

FoxP in Octopus vulgaris



]

I B B O
1| € ..
| L N B
! _ - __!ll

DIAMANTE MANDARINO|

“+— Apprendimento —*

" Apprendimento e
b | Riproduzione

EI | 1 | I glomni

25 60 90

—_— Cristallizazione

+— Apprendimento —s +— Apprendimento? —+

Apprendimento Apprendimento
-1 Cr *+— ¢ Riproduzione = Cristallizazione = =»

3
E' Primavera | | Astumne | | primavers | | Autures | | primavers

Figura 1.4 - Il circuito neurale che controlla il canto negli uccelli (a). Le aree
sono indicate e localizzate in uno schema del cervello di questi animali. Nella
parte bassa della figura (b) sono riportate le localizzazioni di espressione di
FoxP1 e FoxP2 nelle aree del cervello di due specie di uccelli canori.
L’espressione €& correlata con la vita dell’animale e le diverse fasi
(apprendimento del canto ed eventuale sua “cristallizzazione™). Dettagli nel
testo.

Queste osservazioni aprono importanti prospettive di studio dei meccanismi molecolari che
sottendono il controllo del circuito neurale che controlla il canto (e il linguaggio) e della
comunicazione in contesti sociali e non, in particolare al di fuori di periodi ritenuti

classicamente “sensibili” (durante lo sviluppo del circuito nervoso, ad esempio).
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La comparazione di mutazioni sinonime e non nelle sequenze di FoxP2 di topo, scimmie e
uomo rileva che il gene ha subito pressione selettiva durante 1’evoluzione umana recente
(Enard et al., 2002; Clark et al., 2003). Dalla divergenza dalle scimmie antropomorfe,
I’analisi filogenetica evidenzia nell’'uomo solo due sostituzioni non-sinonime. Una di
queste sono state rilevate anche in altri mammiferi (i.e. carnivori). La sola rimanente ad
esclusivo carico della specie umana ¢ relativa a un dominio proteico non ancora meglio
caratterizzato e il suo significato funzionale resta a tutt’oggi non chiaro.

Inoltre, la variabilita di sequenza in Homo sapiens suggerisce che 1’allele “uomo-specifico”
¢ stato fissato nella popolazione come risultato di una selezione positiva piuttosto che di
una riduzione di selezione negativa. Tale fissazione ¢ stimata essere occorsa durante gli
ultimi 200000 anni durante i quali ¢ noto che la comunicazione basata sul linguaggio
“umano” ¢ apparsa (Enard et al., 2002).

Considerato che 1’apprendimento del linguaggio necessita di imitazione vocale nell’uomo,
I’ipotesi della correlazione aminoacidica ¢ stata investigata anche in altre specie note per
essere capaci di imitazione dei suoni e di vocalizzazioni (i.e. uccelli canori, pipistrelli,
balene e delfini; Webb et al, 2005; Haesler et al. 2004).

I risultati ottenuti non hanno confermato questa ipotesi: non c’¢ correlazione tra la capacita
di apprendimento vocale di una data specie e una particolare versione di FoxP2 (Sharff &
Haesler, 2005). Cio lascia concludere che FoxP2 non ¢ stato direttamente coinvolto

nell’evoluzione delle capacita di apprendimento canoro negli uccelli.
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In alternativa, la selezione potrebbe aver agito sulla grande regione non codificante di
FoxP2. Tale possibilita ¢ supportata da evidenze teoriche e sperimentali che sottolineaono

I’importanza di sequenze regolatorie nell’evoluzione di caratteri complessi (Carrol, 2005).

Gli studi su FoxP2 sono solo all’inizio ed in particolare restano aperte importanti domande
come:
- quali sono i geni regolati da FoxP1 e FoxP2?
- cosaregola I’espressione di FoxP2 nell’area X degli uccelli?
- qual’¢ il ruolo — se esiste - di FoxP1 nel canto degli uccelli e nel linguaggio umano?
- quale ¢ l'identita e caratterizzazione di neuroni di aree palliali e corticali che

esprimono FoxP1 e FoxP2?

Certamente altre domande possono essere formulate e molte ne deriveranno dai risultati che

ci si aspetta numerosi per il futuro.
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2. ALLA RICERCA DI FOXP NEL POLPO:

ASPETTI GENERALI E SCOPO DELLA TESI

2.1 -1 CEFALOPODI E LA LORO COMPLESSITA

I Molluschi rappresentano uno straordinario taxon caratterizzato da una elevatissima
diversita di morfotipi (Kandel, 1979; Lee et al., 2003).

A tale complessa varieta corrisponde una altrettanto diversificata morfologia strutturale (e
funzionale) del sistema nervoso (review in: Bullock, 1965; Kandel, 1979). Nel phylum si
passa da forme semplici con sistema nervoso dove le strutture gangliari sono assenti o
ridotte (ad es. Monoplacofori), a forme dove i gangli sono “tipicamente” sviluppati
(Gasteropodi), a forme altamente complesse dove il sistema nervoso centrale ¢
caratterizzato da una estrema cerebralizzazione dei gangli, come accade nei Cefalopodi.
Questi ultimi, in particolare, sono un taxon alquanto diversificato (sono note circa 800
specie viventi) che si € evoluto acquisendo forme complesse, innovative e distinte quando
confrontate a quelle del putativo Monoplacoforo ancestrale (Runnegar and Pojeta, 1974).
Essi condividono con gli altri taxa di Molluschi le caratteristiche morfologiche essenziali
(conchiglia, mantello e piede) che qui assumono adattamenti e modificazioni straordinarie e
del tutto peculiari. Ad esempio, il mantello acquisisce nuove funzioni (i.e. assistenza al
nuoto e alla locomozione in generale), mentre il piede si trasforma in una corona di braccia
(e nel sifone) la cui flessibilita e capacita prensile garantiscono a queste specie il successo

come predatori.
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Le novita morfologiche sono accompagnate da altrettante “innovazioni” nel sistema
sensoriale e neurale che hanno permesso a questi animali di competere nel corso
dell’evoluzione — dal Cambriano superiore ad oggi — con 1 loro rivali: i Pesci. E’, infatti,
grazie alla competizione (compresa la pressione predatoria) dei vertebrati che 1 Cefalopodi
Coleoidi (i.e. seppie, calamari e polpi) hanno evoluto le singolarita e gli adattamenti
morfologici, fisiologici, comportamentali ed ecologici che li caratterizzano (Packard, 1972;

si vedano anche: Aronson, 1991; O’Dor & Webber, 1991).

La grande complessita del sistema nervoso dei Cefalopodi — la piu elevata del phylum —

puo essere riconosciuta a tre livelli.

1: la grandezza del cervello (relative alla taglia corporea) ¢ comparabile a quella dei
vertebrati, posizionando i cefalopodi solo al di sotto dei vertebrati superiori (i.e. uccelli e
mammiferi; Packard, 1972).

2: in un polpo di un chilogrammo di peso corporeo ¢ possibile contare circa 500 milioni di
neuroni. Un terzo di essi (almeno 200 milioni di cellule) costituiscono il sistema nervoso
centrale (Young, 1963): un numero di cellule che ¢ da duecento a diecimila volte piu
grande di quello di altri invertebrati (quali Apis e Aplysia, rispettivamente).

3: La complessita del sistema nervoso centrale del polpo non si limita alla taglia relativa e
al numero di neuroni nel “cervello”, ma ¢ anche correlabile al livello di organizzazione

neuronale (rassegne in: Budelmann, 1995; Williamson and Chrachri, 2004).
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2.2 -IL pOLPO, OCTOPUS VULGARIS

Tra tutti 1 cefalopodi, il piu “famoso” per gli studi sulla capacita di apprendimento ¢ il
polpo, Octopus vulgaris.

L’interesse scientifico per questo animale raggiunse negli anni *50 e ’60 il suo massimo
grazie all’iniziativa di J.Z. Young e dei suoi collaboratori.

I1 loro scopo era di analizzare le capacita di apprendimento di questo animale combinando
osservazioni comportamentali a lesioni di centri nervosi per ricavarne informazioni
sull’organizzazione funzionale del cervello del cefalopode che ¢ “disegnato” per il
controllo di vari comportamenti, in particolar modo la risposta predatoria.

O. vulgaris apparve essere il candidato ideale per una serie di ragioni:

I. la facilta di mantenimento in acquari in spazi relativamente ristretti;

Ii. la sua naturale “curiosita”: pochi giorni in cattivita sono normalmente sufficienti a che
I’animale mostri le sue attitudini distintive (voracita ed esplorazione verso stimoli
naturali e artificiali);

iii. ’estrema facilita nel recupero dopo interventi chirurgici anche estesi, in contrasto
con quanto succede con altri cefalopodi (ad esempio: S. officinalis; Sanders and
Young, 1940).

La versatilita del polpo e dei protocolli di addestramento ad esso applicati consenti una
rapida crescita delle ricerche consentendo I’espandersi degli studi in una sorta di ampio

respiro (per una review si veda: Wells, 1965).

Le conoscenze disponibili ad oggi sono accurate ed estese per quanto riguarda 1’anatomia

del sistema nervoso dei cefalopodi (review in: Nixon & Young, 2003) e gli aspetti
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fisiologici caratterizzanti 1’assone gigante del calamaro (Adelman et al., 1990). Tuttavia,
I’informazione disponibile sulla fisiologia e le connessioni caratteristiche dei circuiti
neurali (i.e. sistema delle fibre giganti; sistema del controllo neurale dei cromatofori; il
network delle statocisti; il sistema sensori-motorio visivo e tattile) all’interno del sistema
nervoso centrale di questi animali ¢ tuttora largamente incompleta.

La stessa conoscenza del “circuito di apprendimento e memorizzazione” del polpo — benche
estesamente studiato da Young e collaboratori (rassegne in: Young, 1991, 1995; Hochner et
al., 2006) — presenta lacune funzionali (Williamson and Chrachri, 2004) ad esempio nella
comprensione di come I’informazione ¢ classificata e come la risposta comportamentale

modulata dal punto di vista cellulare e molecolare.

Tra i circuiti neurali presenti nel sistema nervoso centrale di O. vulgaris (e di tutti i
Cefalopodi) merita una particolare menzione il cosiddetto sistema dei lobi cromatofori
(Boycott, 1953; Messenger, 2001) che rappresenta il sistema di controllo centralizzato della
piu peculiare caratteristica comportamentale dei cefalopodi: il cambiamento di aspetto o
“Body Patterning”.

I cefalopodi sono, infatti, in grado di modificare il proprio aspetto (forma, colore, tessitura
della pelle) in risposta ai diversi contesti ambientali, non solo a scopi mimetici ma anche
comunicativi (rassegne in: Hanlon & Messenger, 1996; Borrelli et al., 2006).

A differenza dei Vertebrati (Teleostei), nei Cefalopodi il cambiamento cromatico non ¢
sotto controllo ormonale ma neurale (Demsky, 1992; Messenger, 2001). Cio grazie al
controllo fine di migliaia di organuli presenti nella pelle degli animali, i cromatofori. Ogni

cromatoforo ¢ costituito da una cellula sacciforme contenente un pigmento e circondata da
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muscoli radiali, la contrazione di questi muscoli espande la sacca rendendone visibile il
colore, mentre il loro rilassamento provoca la contrazione del cromatoforo rendendolo
quindi invisibile e permettendo cosi di evidenziare gli strati muscolari sottostanti (review
in: Messenger, 2001). In O. vulgaris sono presenti cromatofori di diverso colore, dal giallo
chiaro al nero (in relazione all'eta di ogni singolo cromatoforo; Froesch and Packard, 1979;

Packard, 1985).

Il controllo nervoso centralizzato della muscolatura dei cromatofori consente il
cambiamento istantaneo del colore di intere aree della pelle. Tale controllo ¢ basato — per
quel poco che si sa oggi - su un’organizzazione gerarchica del “sistema” con il
coinvolgimento di diversi distretti neurali (lobi ottici, lobi laterali basali e lobi dei
cromatofori, anteriori e posteriori). Sulla base delle informazioni disponibili, i lobi dei
cromatofori anteriori controllano i cromatofori presenti sulla testa e braccia dell’animale,
mentre quelli posteriori controllano i cromatofori presenti sul mantello (Boycott, 1953;

review in: Messenger, 2001).

Come accennato il sistema si sviluppa durante ’accrescimento e la vita dell’animale: nel
corso della vita il “body patterning” (cioe¢ la capacita di produrre variazioni del proprio
aspetto) matura nel polpo. Animali giovani esibiscono componenti cromatiche semplificate
(ad esempio per dissuadere un predatore) che invece si complicano e diversificano da
adulti; ’esempio classico ¢ la reazione denominata Flamboyant/Dymantic (review in:

Borrelli et al., 2006).
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Fino ad oggi non si sa se la diversa risposta comportamentale sia dovuta a variazioni
strutturali nell’architettura e nelle connessioni all’interno dei lobi (specialmente basali
laterali e cromatofori) o, ad esempio, a variazioni nella risposta fisiologica dei cromatofori.
In aggiunta, molto resta ancora da capire sull’ontogenesi di questo sistema, sull’influenza
dell’ambiente circostante e sui circuiti che ne permettono non solo la produzione ma anche
la regolazione dell’intensita e della durata. Quest’ultima caratteristica potrebbe essere
correlata alla percezione che 1’animale ha di s¢ stesso rispetto all’ambiente circostante,
come recentemente mostrato in alcuni studi condotti su Sepia, che si auspicano piu
numerosi in futuro (Chiao & Hanlon, 2001a,b; Barbosa et al., 2004; Chiao et al., 2004,
2005).

Nessuno studio, fino ad ora, ¢ stato intrapreso allo scopo di identificare possibili basi

molecolari e cellulari del sistema di controllo del body patterning nei cefalopodi.

2.3 —IL POLPO: IL MODELLO ANIMALE DI QUESTO STUDIO

Nonostante le difficolta incontrate con un sistema modello cosi nuovo, anche se largamente
impiegato, 1 Cefalopodi restano un gruppo di animali estremamente affascinante capace di
produrre un ampio repertorio di risposte comportamentali; proprio per questo essi
rappresentano un eccellente modello animale — tra gli invertebrati — per la comprensione
del comportamento nei termini degli aspetti computazionali e della macchina biologica e

neurale ad esso connesso.
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In tempi piu recenti particolare attenzione alle procedure di mantenimento, manipolazione e
addestramento (Walker et al., 1970), e una approfondita conoscenza del repertorio
comportamentale del polpo e dei cefalopodi in generale (Maldonado, 1963; Packard, 1963;
Messenger, 1968; Packard & Sanders, 1969, 1971; Packard & Hochberg, 1977; Hanlon,
1978; Hanlon & Messenger, 1988) hanno permesso di superare le difficolta implicite della
“preparazione” (i.e. polpo) e di sollecitare un rinnovato interesse per approcci sperimentali
centrati allo studio della biologia del comportamento e dell’apprendimento in questi
animali (review in: Hanlon & Messenger, 1996; Borrelli et al., 2006; Hochner et al., 2006).
Questo ha consentito il rapido incremento — in questi ultimi anni — del numero di studi

pubblicati sull’argomento.

In aggiunta e piu di recente, sono state anche evidenziate particolarita geniche dei
Cefalopodi: ad esempio nei geni Hox; particolarita che appaiono strettamente connesse alle
innovazioni morfologiche caratteristiche del taxon (Lee et al., 2003).

Ad esempio, una caratteristica della famiglia dei geni Hox altamente conservata tra i diversi
taxa ¢ il suo pattern di espressione collineare. In Euprymna scolopes, infatti, 1’espressione
di otto dei nove geni Hox noti nella specie mostra che essi sono stati impiegati in maniera
“multipla” per dare origine a nuove strutture morfologiche. Il pattern di espressione
collineare — conservato in altri taxa — non ¢ qui conservato. Ad esempio, nello sviluppo
della corona di braccia, i geni Hox non specificano una posizione antero-posteriore, ma
vengono impiegati indipendentemente e in maniera multipla per lo sviluppo delle otto

braccia. Ancora, nel sifone - che deriva dalla parte posteriore del piede dei molluschi —

28

FoxP in Octopus vulgaris



vengono espressi quattro ortologhi Hox che includono membri notoriamente espressi in
strutture anteriori e mediane (Lee et al., 2003).

I recentissimi sforzi di ricerca per la conoscenza della genomica di Octopus (Ogura et al.,
2004; Choy et al., 2006) hanno fornito importantissime nozioni di base che aprono la

speranza al futuro.

2.4 — SCOPO DELLA TESI

Sulla spinta di questo rinnovato interesse sperimentale per il polpo e la sua biologia, questa
tesi di dottorato fa parte di un progetto piu ampio teso alla comprensione dei meccanismi
che sottendono il controllo della modulazione del repertorio comportamentale in O.
vulgaris.

Identificare geni forkhead - specificatamente noti per essere coinvolti nello sviluppo del
sistema nervoso® - nei Cefalopodi certamente potrebbe essere di stimolo a studi
comparativi e filogenetici che possano in qualche modo contribuire all’analisi
dell’evoluzione della diversita strutturale (e possibilmente funzionale) del cervello di questi

affascinanti organismi.

Sulla base delle informazioni disponibili nei Molluschi sono scarsissime le informazioni

circa la presenza di ortologhi di proteine Fox. Fa eccezione FoxA identificato in Patella

% Si veda la Sezione 1 di questa Tesi e anche ad esempio: Scharff & White (2004), Scharff & Haesler (2005),
Vargha-Khadem et al (2005), Wijchers (2005), Bracha (2006), Fisher (2006) e Tang (20006).
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vulgata dove esso sembra essere coinvolto nella specificazione dell’asse antero-posteriore

(Lartillot et al., 2002).

In tal senso, obiettivi di questo progetto di dottorato sono:

1.

2.

verificare la presenza di un FoxP in O. vulgaris;

caratterizzarne omologie e differenze rispetto ad altre specie;

fornire un’analisi del profilo di espressione, con particolare riferimento al sistema
nervoso centrale, di individui di diverse classi di eta;

analizzarne la localizzazione nei diversi distretti del cervello.
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3. MATERIALI, METODI E PROCEDURE SPERIMENTALI

3.1 — ANIMALI E LORO CAMPIONI

Tutti gli animali impiegati in questo studio (N=40) appartengono alla specie Octopus
vulgaris (Mollusca, Cephalopoda). Gli animali sono stati pescati nel Golfo di Napoli tra
luglio del 2005 e settembre del 2006. I polpi - di entrambi i sessi e di peso compreso tra i
30 e12100 g - costituiscono un campione rappresentativo di diverse eta e coorti che vivono
nel Mar Mediterraneo (Guerra, 1979). Gli animali oggetto di questo studio sono stati
identificati e sacrificati al loro arrivo in Laboratorio alla Stazione Zoologica A. Dohrn di
Napoli (Appendice 1). L’identificazione dell’animale comprende la determinazione del
sesso’ e del peso corporeo (in grammi).

I tessuti di interesse (masse cerebrali, lobi ottici, muscolo) sono stati prelevati post-mortem
da animali sacrificati dopo anestesia terminale secondo le pratiche chirurgiche sviluppate
per questa specie (Young, 1971).

I polpi sono stati anestetizzati per immersione in acqua di mare a 4-5°C secondo le
procedure indicate da Andrews & Tansey (1981). La prolungata permanenza in acqua
fredda produce un effetto analgesico durante i primi minuti (entro i 2 minuti), che
successivamente produce uno stato di anestesia profonda che — con il perdurare della stessa
— induce la morte dell’animale (Andrews & Tansey, 1981; Boyle, 1991).

Per prevenire la degenerazione di DNA e RNA le operazioni chirurgiche sono state

effettuate su letto di ghiaccio di acqua di mare.

7 I maschi hanno il terzo braccio di destra ectocotilizzato o una piega cutanea che corre lungo questo braccio.
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I campioni di tessuto prelevati sono stati messi in tubi da 4 ml contenenti 1-2 ml di Trizol
(soluzione lisante; Invitrogen). In ogni caso si ¢ rispettata la proporzione di 1ml di agente
lisante ogni 100 mg di tessuto. I campioni cosi raccolti sono stati tenuti in ghiaccio se
processati entro 2h dal sacrificio o conservati a -80°C se il loro impiego ¢ stato differito a

giorni successivi al prelievo.

3.2 - VERIFICARE LA PRESENZA DI UN FOXP IN O. VULGARIS

Allo scopo di individuare nel trascrittoma del polpo FoxP la strategia sperimentale che ho
seguito ¢ stata quella di identificare parti del gene da pool di RNA totale estratto dalle
masse cerebrali di O.vulgaris attraverso amplificazione per mezzo di reazione a catena
della polimerasi (PCR).

In tal senso, per mezzo di analisi bioinformatica ho identificato regioni conservate del gene
e — sulla base di queste — disegnato primers che sono stati poi impiegati nelle reazioni di

PCR; come qui di seguito specificato.

3.2.1 - ANALISI BIOINFORMATICA E DISEGNO DEI PRIMERS

Per disegnare primers specifici ¢ necessario individuare regioni amminoacidiche (o
nucleotidiche) caratterizzanti il gene di interesse che risultino conservate anche tra taxa
filogeneticamente distanti tra di loro.

Questo tipo di analisi ¢ stata condotta utilizzando le diverse opzioni offerte dal programma

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). In tal modo ¢ possibile identificare regioni di
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similarita “locali” confrontando sequenze nucleotiche o aminoacidiche rispetto a sequence
depositate in vari database®.

Le sequenze delle diverse specie sono state poi allineate mediante la funzione ClustaW del
programma BioEdit Sequence Alignment Editor cosi da focalizzare I’attenzione su regioni

che anche al livello nucleotidico presentavano la maggiore omologia.

Una volta identificate, sulle regioni conservate sono stati disegnati primers da utilizzare per
le reazioni di PCR, utilizzando come templato DNA genomico, cDNA o RNA.

Nel disegno degli oligonucleotidi primers e nei casi in cui le basi mostrassero alcune
sostituzioni tra le diverse specie, ¢ stata impiegata 1’Inosina (per minimizzare la
degenerazione dei primers) considerata come nucleotide universale giacch¢ la base azotata
di cui ¢ costituita (I’ipoxantina) risulta complementare a Citosina, Timina ed Adenina. I

diversi primers impiegati nel corso di questi esperimenti sono riportati nell’appendice 2.

3.2.2 - ESTRAZIONE DI RNA

I campioni di tessuto prelevati dagli animali sono stati impiegati per I’estrazione dell’RNA
dopo omogenizzazione (ULTRA-TURRAX-T25: J&K-Labortechnik) con punta tenuta
sempre in condizioni di sterilita’. Dopo 1’omogenizzazione 1ml di campione & stato
trasferito in un’eppendorf da 1.5 ml e si ¢ proceduto per ogni campione nel seguente modo:

1. aggiunta di 200ul di cloroformio, mix vigoroso per 30min;

2. centrifugazione a freddo alla massima velocita (12000g) per 15min;

¥ Qui sono stati impiegati: nr (all non-redundant GenBank CDS translations); RefSeq Proteins; PDB;
SwissProt; PIR; PRF; refseq (RefSeq protein sequences from NCBI's Reference Sequence Project); swissprot
(last major release of the SWISS-PROT protein sequence database).

? Prima di iniziare I’omogenizzazione le punte sono state trattate con NaOH 1M (1h a 37°C) e lavate in acqua
DEPC. Tra il trattamento di un campione e il successivo la punta ¢ stata lavata e i residui di tessuto rimossi
con etanolo 70% DEPC e poi con acqua DEPC.
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3. trasferimento del surnatante (500ul c.a.) in una nuova eppendorf (la fase
sottostante, di colore rosa intenso, contiene DNA mentre nell’interfase sono
presenti le proteine);

4. aggiunta di 500ul di isopropanolo freddo, 10min. in ghiaccio;

5. precipitazione a freddo alla massima velocita (12000g) per 20min.;

6. lavaggio del pellet con 750ul di ETOH 75% (H20 DEPC).

Dopo I’aggiunta di 50-100ul di H,O DEPC il campione ¢ stato vortexato fino al completo
scioglimento delI’RNA.

Per verificare la presenza di contaminazioni genomiche i campioni di RNA (200ng) sono
stati utilizzati come templato in reazioni di PCR utilizzando 1 primers ACTfw e ACTrev
(cfr. Appendice 2).

La qualita e concentrazione del’RNA totale cosi ottenuto ¢ stata determinata mediante
lettura spettrofotometrica (ND-1000, NanoDrop). La sua integrita ¢ stata anche verificata

mediante corsa elettroforica (500ng di RNA; Agarosio 1%, buffer TBE 0.5x; 10V/cm) 10

3.2.3 - RETROTRASCRIZIONE “ONE STEP’

Le reazioni di PCR sono state eseguite realizzando sia controlli positivi che negativi. Per
effettuare 1 controlli positivi sono stati disegnati primers specifici (ACTfw, ACTrv; cfr.
Appendice 2) per amplificare un frammento noto di B-actina (ID AB053937). I primers

sono stati disegnati utilizzando il programma Primer3'' e sono stati testati su DNA

T campioni di RNA utilizzati per qRT-PCR sono stati tratti con DNAsi I (Roche) utilizzando 1pl/2pg di
RNA secondo le istruzioni riportate; la reazione ¢ durata 20min. a 37°C ed ¢ stata stoppata aggiungendo
EDTA (20uM/ul) a 65°C per 10min. Per la sintesi di ¢cDNA da utilizzare in esperimenti di Real-time i
campioni sono stati trattati con Trizol per eliminare i residui della reazione, quantizzati e corsi su gel (vedi
estrazione dell’RNA).

" http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi

34

FoxP in Octopus vulgaris



genomico (cfr. appendice 3). I parametri utilizzati per effettuare le PCR su DNA genomico

sono riportati in Appendice 4.

La retrotrascrizione e 1’ amplificazione della regione di interesse ¢ stata effettuata a partire
da RNA totale (templato) in singolo passaggio (one step) impiegando la coppia di primers
(cfr. Appendice 2) disegnati sulle regioni conservate selezionate a seguito dell’analisi
bioinformatica. Per la retrotrascrizione ¢ stato impiegato il kit SuperScript™ One-Step RT-

PCR with PlatinumTaq (Invitrogen).

La retrotrascrizione “one step” permette di limitare le possibilita di contaminazione
riducendo il numero dei passaggi da effettuare. Inoltre, utilizzando un primer specifico
(GSP) per la retrotrascrizione si ottiene un cDNA a singolo filamento (sscDNA) in partenza

arricchito per la sequenza di interesse.

Per la reazione di PCR ¢ stata utilizzata una mix utilizzando RNA ottenuto da sistema

nervoso centrale di un pool di animali come qui di seguito specificato.

COMPONENTI QUANTITA CoNc. FIN.
2x Reaction Mix 25 ul Ix

RNA trattato con Dnasi 1l 1 pgc.a.
Primer fw (25pm/pl) 2ul Ipm/ pl
Primer rev (25pm/pl) 2 ul Ipm/ pl
RT/Taq Ll

H,0 DEPC 9ul

Le reazioni sono state effettuate utilizzando i1 primers RPPfw e AVWrev con tre diverse
temperature di annealing (45°C, 51°C, 55°C) in modo da poter ottimizzare la reazione ed
individuare la presenza di eventuali aspecifici. Come controllo positivo di entrambe le
reazioni i primers dell’actina (Appendice 2) sono stati sostituiti a quelli per FoxP (55°C).
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Un termociclatore (DYAD™) ¢ stato opportunamente programmato come qui di seguitop

specificato.
TEMPERATURA DURATA CICLI STEP
40°C | 46°C | 50°C 30min. 1 Sintesi cDNA
1 Pre-denaturazione DNA

94°C 2min. disattivazione I enzima

attivazione II enzima
94°C 30sec. Denaturazione DNA
45°C | 51°C | 55°C 40sec. 35 Annilamento primers
72°C 2min. Elongazione
72°C 10min. 1 Elongazione finale
25°C 10min. 1
4°C ON 1

Per verificare 1’assenza di eventuali contaminazioni € stato effettuato anche un controllo in
assenza di templato.
I prodotti della reazione sono stati corsi su gel di agarosio (1.5%, TBE 0.5x). I frammenti di

DNA amplificati sono stati clonati (cfr. Appendice 5) e sequenziati (Appendice 6).

3.2.4 - ESTENSIONE DEL TRASCRITTO

L’identificazione delle sequenze per mezzo delle reazioni di PCR nel trascrittoma del
sistema nervoso centrale di O. vulgaris ha avuto come obiettivo successivo la ricerca della
sequenza intera di mRNA per il FoxP di polpo.

Cio ¢ stato realizzato con due metodiche: RACE e Screening di Librerie Fagiche.
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La tecnica denominata RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) permette
I’allungamento per amplificazione delle estremita di frammenti di cDNA sia in direzione 3’
che 5’°; essa ¢ stata qui realizzata utilizzando un kit (GeneRacer, Invitrogen). In breve la
metodica applicata si basa su reazioni di “oligo-capping” e “RNA ligase-mediated”
(Maruyama and Sugano, 1994; Volloch et al., 1994; Schaefer, 1995).

Per amplificare la porzione del gene al 3’ rispetto alla sequenza nota, ¢ stata sfruttata la
regione di poli-A presente nell” RNA messaggero, retrotrascritta con un primer specifico
contenente, oltre alle T (complementari alle A), una sequenza specifica utilizzata per
I’amplificazione degli RNA messaggeri di interesse. Una reazione di amplificazione di
questo tipo, sfrutta la sequenza nota inserita dal primers per la retratrascrizione come
reverse (rw), mentre il primer forward (fw) ¢ disegnato sulla base del frammento noto del
gene di interesse.

In assenza di un prodotto singolo dopo la prima reazione di amplificazione ¢ possibile
disegnare primers interni (nested) per discriminare i prodotti specifici.

Per amplificare ’estremita al 5° del gene di interesse ¢ stato utilizzato il metodo “cap-
finder” sfruttando il GTP (cappuccio di Guanidina trifosfato) presente all'estremita 5' dei
messaggeri eucariotici. Utilizzando 1'enzima CIP (Calf Internal Phosphatase) le molecole di
RNA prive del cappuccio, quindi non integre, sono state defosforilate. Il cappuccio delle
molecole di mRNA intatte, aperto con I’ enzima TAP (Tobacco Acid Pirophosphatase)
sono state rese accessibili alla ligasi. Per la reazione di ligasi ¢ stato utilizzato un
oligonucleotide di RNA utilizzato come adattatore per le reazioni di amplificazione. Anche
in questo caso un secondo primer ¢ stato utilizzato per applicazioni PCR-nested (cft.

Appendici 2 e 7).
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Mediante PCR ¢ stato anche fatto uno screening di due librerie fagiche realizzate, a partire
da m-RNA estratto da cervello di polpo (circa 30 individui; Branno & Fiorito,
unpublished).

Lo screening mediante PCR (parametri in Appendice 4) ¢ stato possibile in quanto i
frammenti erano clonati direzionalmente all’interno del vettore (Appendice 8). Primers
specifici per 1’amplificazione di sequenze presenti nel vettore (Appendice 2) sono stati
utilizzati in combinazione con primers specifici a FoxP in modo da confermare le sequenze

al 5’ ed al 3’ ottenute con la tecnica della Race.

3.3 - ANALISI DEL PROFILO DI ESPRESSIONE DI FOXP IN O. VULGARIS: REAL TIME PCR
L’analisi dell’espressione di FoxP nel polpo ¢ stata realizzata mediante Real Time qPCR.
Questa ¢ risultata essere, negli ultimi anni, una delle tecniche piu sensibili ed efficienti per
la quantizzazione degli RNA messaggeri (Bustin 2000; 2002; si veda anche la review di
Ginsberg & Mirnics, 2006). Essa ha di fatto soppiantato, grazie alle sue caratteristiche di
elevata sensibilita e relativa semplicita, le tecniche classiche (ad es.: Northern, end- point
PCR, PCR semi quantitativa).

L’alta sensibilita della Real Time PCR ¢ insita nella natura stessa della tecnica che implica
una amplificazione del segnale (essendo di fatto una una PCR) a partire da basse quantita di
materiale di partenza. Tale proprieta rappresenta un enorme vantaggio nello studio di

sistemi per 1 quali ¢ possibile ottenere solo scarse quantita di RNA.
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3.3.1 - LA REAL TIME PCR: CENNI

In breve, la Real Time PCR ¢ una PCR nella quale, sfruttando un sistema di marcatura
fluorescente del DNA prodotto e un sistema in grado di rilevare tale fluorescenza, ¢
possibile calcolare la quantita di DNA presente nel campione al ciclo 0 (ciclo di partenza).
La tecnica sfrutta la natura logaritmica dei primi cicli della PCR durante i quali ¢ possibile
assumere che il DNA, amplificato esponenzialmente, raddoppi in quantita ad ogni ciclo.
Con la Real Time PCR si possono ottenere risultati quantitativi assoluti o relativi. Nel
primo caso cio ¢ possibile quando si ha a disposizione un marcatore in quantita nota. Nel
secondo caso, 1 dati vengono “normalizzati” rispetto a uno o piu geni che sono impiegati
come riferimento “interno” e dei quali non ¢ necessario conoscere la quantita assoluta. Uno
dei punti critici dell’applicazione di questa metodica sta nella difficolta di monitorare
I’efficienza della retrotrascrizione dei diversi campioni, cosi come la reale quantita e qualita
del’RNA da retrotrascrivere. Per questo motivo ¢ preferito normalizzare i dati ottenuti per
il gene di interesse con uno o piu geni di riferimento per ogni preparazione di cDNA.

Le reazioni di Real Time PCR sono state realizzate utilizzando come marcatore
fluorescente il SYBR Green, un intercalante del DNA, la cui principale caratteristica ¢
quella di emettere un’elevata fluorescenza solo quando incorporato all’interno della doppia
elica, in confronto alla bassissima fluorescenza emessa se libero.

Realizzando esperimenti con quaranta cicli di amplificazione e monitorando i valori di
fluorescenza, per ogni campione, ad ogni ciclo (in tempo reale), si ottiene un grafico dove
la fluorescenza ¢ correlata ai cicli di amplificazione (Fig. 3.1a). Visualizzando tale grafico

in scala semilogaritmica (Fig. 3.1b), secondo la natura esponenziale della PCR, ¢ possibile

39

FoxP in Octopus vulgaris



apprezzare correttamente la porzione lineare dei tracciati nella quale la reazione procede
con la massima efficienza.

Al valore di fluorescenza piu basso possibile, ma sufficiente a distinguere il segnale dei
campioni dal background, al quale tutti i tracciati sono nella fase lineare della reazione (e

quindi paralleli tra di loro) viene fissato arbitrariamente il valore soglia (threshold).

Fluorescence

Cyecle

Figura 3.1 - Fluorescenza emessa da diverse diluizioni (1:50; 1:100; 1:250; 1:500;
1:1000) dello stesso campione (curve di diverso colore). Le curve di fluorescenza
sono espresse in scala aritmetica (a) e semilogaritmica (b). La linea tratteggiata
corrisponde al valore soglia (o threshold). Maggiori dettagli nel testo.

I1 ciclo di amplificazione al quale il tracciato di ogni campione intercetta la threshold (Cr:
ciclo soglia) definisce il numero di cicli necessari perch¢ in ogni dato campione si
raggiunga, di fatto, la stessa concentrazione di DNA (concentrazione tale da essere
correttamente rilevata dallo strumento). Essendo la fluorescenza direttamente dipendente

dal numero di molecole presenti nel campione e fissata la threshold, i campioni che
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presentano valori elevati di Cr hanno impiegato un numero maggiore di cicli di
amplificazione per raggiungere la stessa concentrazione di quelli che hanno valori di Cr
inferiori. Ne consegue che dal confronto dei campioni ¢ possibile calcolare il ACr (la
differenza di concentrazione degli stessi al ciclo 0).

Essendo il SYBR green un marcatore non specifico, al termine della reazione di
amplificazione si realizza una curva di dissociazione (melting) nella quale, seguendo un
gradiente di temperatura da 60°C a 95°C, la fluorescenza di ogni campione ¢ stata rilevata
ogni 0.5°C. La temperatura di dissociazione delle molecole di DNA varia non solo a
secondo della lunghezza del frammento ma anche in dipendenza della composizione in basi
dello stesso ed ¢ quindi specifica per ogni amplicone. Cio premesso, dall’analisi dei profili
delle curve di melting, si ottiene un’indicazione sulla specificita della reazione cosi da
essere certi che il segnale di fluorescenza rilevato sia tutto a carico del campione e non
derivi, in tutto o in parte, dall’amplificazione aspecifica del templato o da altri fattori
contaminanti (dimeri, etc.).

Per maggiore chiarezza le curve di melting sono riportate in un grafico dove la fluorescenza
¢ espressa come negativo del rapporto fra fluorescenza del campione e fluorescenza totale

(Fig. 3.2) in modo da apparire come un picco.
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Figura 3.2 - Una tipica curva di melting.
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3.3.2 — LA REAL TIME PCR: EFFETTO DELL’EFFICIENZA

Per poter correttamente confrontare i dati di Cr di diversi amplificati ¢ necessario calcolare
la reale efficienza di reazione dei primer che li generano. Tale efficienza viene calcolata
analizzando per Real time PCR cinque punti di diluizione di un templato amplificato con i
primer da utilizzare. Riportando in grafico (Fig. 3.3) il logaritmo delle concentrazioni dei
campioni ed i Cr rilevati si ottengono'?, cinque punti il cui coefficiente di correlazione

lineare sara = 1.

alpha-tubulina v = L1167x +18.052
R? =0.9964

20 /

C(T)

2.00 1.70 1.30 1.00 0.70
log cDNA

‘—.—C('I') tubulina —— Linear (C(T) tubulina) ‘

Figura 3.3 - Variazione dei Cr in funzione del logaritmo delle quantita di cDNA
presente in diverse diluizioni del campione. Tali dati si utilizzano per calcolare
I’efficienza della reazione secondo Radonic et al (2004). L’equazione
dell’efficienza e = (10 [-1/slope]-1) x 100.

Dalla pendenza della retta di tendenza passante per i cinque punti si calcola il valore di

efficienza secondo le seguenti equazioni:

1
(_7
Efficienza = 10 S°®

oppure

1

(——)
Efficienza= |10 *° —1[*100

12 se I’esperimento & correttamente eseguito

42

FoxP in Octopus vulgaris



E’ chiaro, quindi, che la pendenza della porzione lineare dei tracciati di Real time PCR
dipende direttamente dai valori di efficienza dei primer utilizzati che, se possibile,

dovrebbero essere simili.

3.3.3 - LA REAL TIME PCR: NORMALIZZAZIONE ED ANALISI DEI DATI

Come accennato in precedenza le variazioni del gene di interesse, misurate con la Real time
PCR, devono essere normalizzate con un gene di riferimento.

La caratteristica principale che un gene di riferimento dovrebbe possedere - per essere
utilizzato con successo in questo tipo di esperimenti - ¢ di mostrare un’espressione il piu
possibile costante nei diversi campioni da analizzare e, comunque, non correlata
all’espressione del gene oggetto di studio (o dipendente da esso) e/o ai diversi stati
fisiologici o di sviluppo dei campioni da confrontare.

Piu in generale volendo confrontare 1’espressione di un gene in due diverse condizioni, ad
esempio di controllo e sperimentali, I’equazione generale da risolvere ¢ la seguente:

_VTar

R =
V Re

Dove:
R = variazione reale del gene oggetto di studio nelle diverse condizioni;
VTar = variazione di espressione osservata del gene oggetto di studio nelle diverse
condizioni;

VRe = variazione del gene di riferimento nelle diverse condizioni.
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Tutte le diverse equazioni proposte per la normalizzazione e 1’analisi dei dati di questo tipo
di esperimento sono comunque riconducibili a questa forma generale.

La normalizzazione dei dati e la conseguente analisi dei risultati ottenuti nel corso di questa
tesi ¢ stata realizzata utilizzando il programma REST basato sul metodo di Pfaffl (Pfaffl,
2001; Davidson & Hinkley, 2002; Pfaffl et al., 2002; Vandesompele et al., 2002).

Tale metodo si basa sulla seguente equazione dove R = variazione normalizzata del gene
oggetto di studio nelle diverse condizioni; E = I’efficienza dei primer; [ICP = differenza dei

valori di CT nelle diverse condizioni da confrontare, i valori sono media dei triplicati.

( E )ACPt arg et(Meancontrol—-Meansample)
_ T arget

AC Pr ef (Meancontrol—-Meansample)
(Erer)

Questa equazione ¢ largamente usata ed estremamente efficace perché nella
normalizzazione dei dati tiene conto delle diverse efficienze dei primer precedentemente
calcolate. 1 valori di espressione normalizzati cosi calcolati sono poi espressi con

istogrammi che rappresentano 1’espressione relativa del gene di interesse.

Per gli scopi di questo progetto di dottorato la Real Time PCR ¢ applicata, per la prima

volta, su un cefalopode.

In prima istanza ¢ stato quindi necessario individuare (e testare) diversi geni da utilizzare
come riferimento senza poter usufruire di alcuna informazione preliminare per questa
tecnica. In particolare, un esame delle sequenze disponibili in banca dati ha permesso di

individuare tre geni che con le caratteristiche necessarie ad essere impiegati come
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“normalizzatori” nei nostri esperimenti: 16S, B-actina ed o-tubulina. Quest’ultima, in
particolare, era stata precedentemente indicata come ubiquitaria nei diversi tessuti di O.

vulgaris, a differenza di quanto riportato per la B-tubulina (Tomarev, 1993).

3.4 - LOCALIZZAZIONE DI FOXP NEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE DI O. VULGARIS

La localizzazione tissutale del trascritto di FoxP di polpo ¢ stata determinata attraverso
ibridazione in situ.

Campioni di masse (sopra- e sotto-esofagea) e dei lobi ottici sono stati prelevati da animali
anestetizzati in una soluzione di cloruro di magnesio (Messenger et al., 1985) post-mortem
e fissati in una soluzione di paraformaldeide (4% in acqua di mare) per la notte (4°C). Dopo
lavaggi (PBS) e crioprotezione (30% saccarosio in PBS) i campioni sono stati inclusi in
resina (OCT)" e rapidamente congelati (circa -65°C) in modo da preservare ’integrita dei
tessuti.

Sono state, successivamente, fatte sezioni seriali di ogni parte del sistema nervoso centrale
di O. vulgaris (spessore 12-20um) per mezzo di un criostato.

Le sezioni (longitudinali e trasversali) seriali sono state sistemate su serie di vetrini in
modo da poter utilizzare per i controlli positivi e negativi regioni contigue delle singole
parti. I vetrini con le sezioni sono stati conservati a -80°C fino alla reazione di ibridazione.
Una delle serie ¢ stata anche processata con colorazioni istologiche (Cresyl Violet o Fast-
Red) in modo da poter fungere da riferimento per la qualita istologica del preparato e
agevolare il riconoscimento delle diverse aree e lobi. Le serie impiegate per 1’ibridazione

sono state, in qualche caso, anche contro-colorate (Fast-Red).

13 utilizzando scatoline confezionate in modo da conservarne 1’orientamento
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L’ibridazione in situ permette di localizzare I’espressione di un gene utilizzando una sonda
costituita da DNA o RNA sintetizzati in vitro e rappresentante la sequenza antisenso,
complementare all’ m-RNA di interesse.

Nel caso di questa tesi di dottorato, la scelta di utilizzare una sonda di m-RNA per ibridare
il tessuto di interesse ¢ stata dettata dalla maggiore stabilita di un ibrido RNA-RNA rispetto
ad un ibrido DNA-RNA.

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando un sonda specifica per I’ a-tubulina come
controllo positivo della reazione ed un probe contenente una sequenza senso, non ibridabile
con il gene di interesse, come controllo negativo.

Le procedure sperimentali impiegate per 1’ibridazione in situ sul sistema nervoso di O.
vulgaris sono state in parte modificate da quelle impiegate per la stessa specie per lo studio

dell’espressione di altri geni (Kanda et al. 2003; Takuwa-Kuroda et al. 2003).

Dettagli circa la preparazione delle sonde sono riportati in Appendice 9.

Le sonde di m-RNA sono state retrotrascritte in vitro. Come templato per la
retrotrascrizione ¢ stato utilizzato DNA plasmidico contenente il frammento relativo al
gene di interesse, opportunamente linearizzato. La marcatura dell’'m-RNA ¢ stata effettuata
utilizzando per la retrotrascrizione un precursore contenente digossigenina. La presenza gli
ibridi RNA-RNA, infatti, pud cosi essere rilevata mediante un saggio enzimatico

(Appendice 9) ed una successiva rivelazione colorimetrica (Appendice 9).
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Per ibridare le sezioni destinate al controllo sperimentale (tubulina) ¢ stata utilizzata una

sonda per I’a-tubulina della grandezza di 550bp.

Per il riconoscimento del trascritto di FoxP, anche allo scopo di evitare la possibilita che la
sonda ibridasse altri potenziali trascritti appartenenti alla famiglia Fox, sono state utilizzate
due sonde contenenti frammenti differenti del gene di interesse. In particolare, una sonda di
650 bp ¢ stata disegnata includendo i domini Zinc Finger e Leucin Zipper per intero e una
sola estremita del dominio Forkhead (solo 20bp). L’altra sonda (500bp) include buona parte

del dominio Forkhead.

Le sequenze dei primers utilizzati per la sintesi delle sonde sono riportate in Appendice 2,

le procedure per la sintesi del cDNA sono riportate in appendice 1.9.
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3.5 - ANALISI DEI DATI

In questa tesi, per le analisi dei dati e della loro presentazione il riferimento ¢ stato un
manuale classico di statistica applicata alla biologia (Zar, 1999).

I dati della “PCR quantitativa”, hanno pero richiesto analisi ulteriori; in particolare ¢ stata
applicata I’ Analisi delle Componenti Principali (PCA).

La PCA ¢ un’analisi multivariata basata sulla trasformazione ortogonale e lineare dei dati
(in genere un gran numero di variabili o misure) che permette cosi di riferirli a un nuovo
sistema di coordinate (o dimensioni) in modo che la piu alta varianza dei dati viene riferita
alla prima coordinata (denominata: prima componente principale), la successiva varianza
piu grande osservata alla seconda e cosi via.

La tecnica viene impiegata essenzialmente nei casi in cui si hanno a disposizione piu
variabili che rappresentano un campione e — per riuscire a trarre delle conclusioni — ¢
importante prevedere la riduzione della dimensionalita (numero di variabili). In questo la
PCA ¢ capace di trattenere le caratteristiche dei dati tali da rappresentarne comunque la loro

varianza.

Numerose, in questi ultimi anni, sono state le applicazioni della PCA alla rappresentazione
e all’interpretazione di dati di espressione genica (Albanese et al., 2007; de Haan et al.,
2007; Kim et al., 2007; Pickering et al., 2007; Riva et al., 2005; Weninger et al., 2007).

Nel caso oggetto di questa tesi, ’impiego della PCA ha permesso di identificare profili di
espressione differenziale tra i diversi animali contribuendo all’analisi dei risultati ottenuti

dalla RT-qPCR.
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4. RISULTATI

Per semplicita espositiva, 1 risultati ottenuti sono qui di seguito organizzati sulla base dei

singoli obiettivi.

4.1 — FOXP IN OCTOPUS VULGARIS: IDENTIFICAZIONE E SUE CARATTERISTICHE

Tutti 1 campioni di RNA totale estratti da “pool” del sistema nervoso centrale di polpo sono
risultati di buona qualita'*. I campioni che hanno presentato contaminazioni di DNA

genomico sono stati ulteriormente purificati dopo trattamento con DNasi.

I campioni di RNA totale di “cervello” di polpo hanno costituito il “templato” per le
reazioni di PCR con tecnica “One Step”. Per queste reazioni i primer impiegati sono stati
dedotti dall’analisi bioinformatica condotta in via preliminare per questo studio (cfr.

Sezione 1.4). Qui di seguito, riassumo 1 principali risultati dell’analisi bioinformatica.

L’allineamento delle sequenze amminoacidiche dei FoxP note in dieci specie di invertebrati
e i FOXP di Homo sapiens (Figure 1.2 e 1.3) ha permesso di individuare regioni conservate
nel dominio Forkhead ed in altri motivi caratterizzanti la proteina (Fig. 1.2); fa eccezione la
regione poliQ (presente solo nei Vertebrati superiori). Tenuto conto dell’elevata
conservazione amminoacidica del dominio Forkhead, si ¢ provveduto a confrontare le

sequenze nucleotidiche relative al solo dominio Forkhead per le sequenze di FoxP note per

4 Sono stati utilizzati, in ogni caso, solo i campioni di RNA dove entrambe le subunita ribosomiali sono
risultate ben distinguibili dopo corsa elettroforetica
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sei specie di invertebrati (Figura 4.1); cid ha permesso di verificarne 1’elevata
conservazione anche a livello nucleotidico il che ha consentito di disegnare primers con

degenerazione relativamente bassa (cfr anche Appendice 2).

Figura 4.1 - Allineamento delle sequenze nucleotidiche del dominio Forkhead P
dai cDNA di C. intestinalis (CiFD), C. elegans (CeFD), S. purpuratus (SpFD), S.
1 20 B0 70 80 90

10 30 40 50 100 110 120 130

AnFD  AGACCGCCGTTTACATACGCATCATTAAT TAGACHGTCGATCATCGAGTCGCCGGATAARCAGT TGACCTTGARCGAGATCTACARCTGGT TCCAGARCACATTCTGCTACT TCCGGCGCARCGCAGCAA
DnFD  CGACCGCCTTTTACTTATGCTTCCCTCATARGACHGGCTATART TGACTCCCCTGACARGCAGT TRARCCCTAARCGARATCTACARCTGGTTCCARARCACATTTTGCTACT TCCGGCGCARCGCAGLTA
CeFD AGACCTCCATACACGTATGCTTCACTGATTCGTCHAGCCATTATGGAATCGTCAGATTGCCARCTARCACTGARTGAGATCTACACATGGT TCACCGAGACAT TTGCATACT TCAGARGGARCGCTGCCA
SpFD AGGCCGCCATTTACGTATGCTGCCCTCATCAGGCIAGGCATTATCGATGCACCTGACCGACART TARCGCTGARTGAGATCTATARTTGGT TCACARGAACAT TTGCATACT TCAGARGRARTGCTGCCA
CiFD AGACCCCCCTTCACCTACGCCTCACTGATACGACHGECTGTTTTGGAGGCGCCCGACCACCAGATGACGCTAARRCGAGATCTACARCTGGTTTCAGARARAGT TCGCTTATT TTAGAAGAARTGCCCCARA
SdFD AGACCGCCATTCACCTACGCATCACTCATCAGACHGECGATATTGGARTCCTCTGATCARTGTTTGACATTGTGTGAGATATACGCCTGGTTCATGARGARCTTTGTCTATT TCAGAGACARCARCCCARA
Consensus aGaCCgCCaTbteAlcTAeGE  LLacTcAT  aballlgge.aT LTgGA LL . cCtGAtcaaca L TgAC . cTpaatGAgATcTAcaacTGGT Tea, gaa . Aa. TTLg . cTALTTecaGa. gcAfcgeecCal

‘.}31 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 25?
AnFD  CGTGGAAGAACGCAGTGCGACACARCCTGTCTCTCCACAARTGTTTCATGCGAGTCGAA=-=AACGTGARA=--=GGCGCCGTATGGACGGTHGACGARGTGGAGT TTTACANGAGACGTCCTCAR
DnFD  CGTGGAAGARCGCAGTCCGGCACAATCTGTCCCTTCATAAGTGCT TTATGCGGGT TGAG---ARTGTGARA---GGAGCAGTTTGGACTGTGATGAGAT TGAGT TTTACANIRAGACGACCGCAG
CeFD CGTGGARGARCGCCGTCCGCCACARCCTATCCCTTCACARGTGCT TCCARCGAGTCGAGCAGAATGTGARA---GGAGCTGTATGGACTGTAGACGATTCTGARTTTTATCGARGACGTCCCART
SpFD  CATGGAAGAATGCTGTACGGCACAACCTCAGTCTTCACAAGTGTTTTGTACGAGT TGAG---ARTGTGARG---GGTGCAGTATGGACGGTHGATGAGAT TGAATTCATGARAGAGARGACCTCAG
CiFD CATGGARGARCGCTGTGAGACACAATTTGAGTCTGCACARGTGCTTTGTGCGCGT TGAG---ARCGTARAA---GGAGCGGTCTGGACCGTEGATGAGARCGAATACCAGANIGAGGAGACCCCAG

SdFD  CATGGAAGARTGCGATCCGTCACAACCTCTCTCTGCACAAGTGTTTTGTCCGTETGEAGT TGAACARGAGTCGTGETGCAGTGTEGACCGTLGACGATTCCCTTTACAAGRNGARACGTCACATG
Consensus CaTGGAAGAACGC, gTccG,CACAACCT bt CTgCACAATGET TLgt .CG,GT . GAg. . . ARcgtegRaa, . .G6.GCaGT . TGGACCGT:GACGA, . .cpa. Tac.agaaglgacitCoccag

domuncula (SdFD), D. melanogaster (DmFD), A. mellifera (AmFD). Per
I’allineamento é stato utilizzato il programma Multalin. | nucleotidi in rosso sono
identici. | primers utilizzati sono stati disegnati sulla base delle regioni
evidenziate in giallo.

I primers cosi disegnati sono stati impiegati nelle PCR successive utilizzando RNA totale di
polpo. Cido ha permesso I’isolamento di bande discrete di circa 220bp (Fig. 4.2). 1l
sequenziamento di queste bande ha evidenziato che si trattava di sequenze corrispondenti al

dominio Forkhead di tipo P.
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Figura 4.2 - Corsa su gel di agarosio (1,5%, TBE 0,5x) dei prodotti di PCR (1,2,3)
da diverse temperature usate sia per la retrotrascrizione che per
I’amplificazione. Sono anche caricati su gel un controllo negativo (C-), un
controllo positivo (C+) e il marker (M).

Il successivo clonaggio ha permesso di individuare diverse colonie, 200 delle quali sono

state sequenziate per poter accertare la presenza di un unico FoxP o di una “famiglia” Fox.

Il successivo sequenziamento ha evidenziato differenze nucleotidiche solo in
corrispondenza delle basi degenerate contenute nei primers utilizzati. Una volta tradotto, la
sequenza individuata nel trascrittoma di O. vulgaris ¢ stata confrontata con le sequenze

amminoacidiche dei FoxP umani presenti in GeneBank (Fig 4.3).

OvFoxP

HsFoxP1
HsFoxP2
HsFoxP3
HsFoxP4

Figura 4.3 - Allineamento delle sequenze aminoacidiche tradotte dal trascritto di
220 bp di polpo con quelle note per le 4 proteine note nell’'uomo (Hs). In nero
sono evidenziati gli amminoacidi identici, in grigio gli amminoacidi con
caratteristiche simili e in colore gli amminoacidi con proprieta differenti.
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La successiva analisi bioinformatica ha permesso di riscontrare elevate omologie del
frammento isolato con il forkhead box P di Apis mellifera (65/73 aa; 89% identita) e con i

forkhead box P4 (isoforme 1 e 2) di Pan troglodytes e Macaca mulatta.

L’alta omologia riscontrata tra la traduzione del frammento isolato in Octopus e le
sequenze proteiche presenti in GeneBank ha costituito la conferma della possibilita di
utilizzare questo frammento per disegnare nuovi primers da utilizzare per i successivi passi

necessari all’estensione della sequenza di interesse

La combinazione di RACE e dello screening di librerie di cDNA di polpo ha permesso
I’estensione del frammento ottenuto per PCR. Per la RACE ¢ stato impiegato RNA totale
estratto dalla massa sottoesofagea di alcuni individui di polpo. Un oligo disegnato
all’interno del dominio Forkhead di polpo ha permesso di estendere il frammento isolato
fino al 3°; al contrario strategie analoghe non hanno reso possibile di raggiungere

I’estremita completa al 5° del gene.

Che il frammento esteso cosi ottenuto fosse effettivamente presente nel trascrittoma delle
masse nervose di O. vulgaris ¢ stato ulteriormente confermato dallo screening delle librerie
fagiche disponibili per i lobi ottici e le masse sopra- e sotto-esofagea. Il sequenziamento dei
cloni positivi ha permesso di confermare la sequenza isolata al 3’ mediante la RACE; la
sequenza ottenuta al 5’ ¢ risultata non essere comprensiva della regione UTR (UnTraslated

Region).
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In complesso, la sequenza nucleotidica ottenuta alla fine di questi approcci sperimentali ¢

risultata essere di 1111bp (Figura 4.5).

1C K WPGCRLLSGGLGGSTLTLNDQ
1 TGCAAGTGGCCGGEGTGCAGGCTGTTATCAGGTGGTCTTGGTGGTAGTCTATTGAATCAG

20S AV S 1 K Q E Q EASSPSHPTLFR
61 TCGGCTGTTAGCATTAAACAGGAGCAGGAAGCGTCTAGTCCATCGCACCCACTTTTCCGA
41H G V C K WZPGCDT®PNETDTFFPSF I
121 CATGGTGTTTGTAAATGGCCGGGGTGTGATACGCCAAATGAAGACTTTCCTTCCTTCATT
61K H L NS EHQLUDTDT RTSTAQ QAT RV Q
181 AAGCATCTGAACTCTGAGCACCAGTTAGATGACAGAAGTACAGCACAAGCAAGAGTACAA
81M Q VV S QLETIOQLTIRETKT DTLTLQA
241 ATGCAGGTTGTTAGTCAACTTGAAATACAGCTTATACGGGAAAAAGATCTTCTGCAAGCA
100M M Q HLHMEKPOQVDTIKTSTDTIILZPV
301 ATGATGCAGCACTTACACATGAAACCTCAAGTAGATAAATCAGATATTATTCTCCCAGTA
122L P K Q Q P HQQQQQTQQALTZ QR QA
361 CTTCCAAAGCAGCAGCCGCACCAGCAGCAGCAGCAGACCCAACAAGCTTTGCAACAGGCC
41H M D 1 T SQLPSIPPLSNASNYV
421 CACATGGATATTACATCTCAACTCCCTTCAATTCCTCCATTGTCCAATGCTTCAAATGTC
61P L LT STPAMSTLSPTTTCTSFP
481 CCCCTTTTAACCTCCACACCTGCCATGAGTTTATCACCCACTACTACCTGTACATCACCT
181Q M V I S T A HPAHSTPVQQS P Q H
541 CAAATGGTCATCTCTACTGCCCATCCTGCACATTCACCTGTCCAGCAGTCACCCCAGCAC
2001Q Q Q AS S SV GPI1RRRVYVSDEKTCN
601 CAACAGCAAGCCTCCAGCAGTGTGGGACCAATCCGTCGACGGGTATCAGACAAGTGCAAT
221L P 1 S AGMOQRDMENATFTLSTFVE
661 CTGCCTATCTCTGCTGGAATGCAGAGAGACATGGAGAACGCATTTCTTTCTTTTGTAGAA
2411 Q R N R EF Y RTTDV

721 ATCCAGAGAAATCGCGAATTTTACCGAACAACAGACGTCCGACCTCCATTCACATATGCC
261

781 TCTCTCATTCGTCAGGCCATCATAGAATCTCCACATCGACAATTAACATTGAGTGAAATC
281y Q WF ANTFAYFRRNEATWKN
841 TATCAGTGGTTCGCAAACACATTTGCT TATTTCCGGCGGAATGAAGCTACGTGGAAGAAT
301

901 GCCGTGCGCCACAACCTTAGTCTTCACAAATGTTTTATGCGAGT TGAGAATGTTAAGGGG
. ME £ V EF Y KRRPIOQKTLSG
961 GCTGTATGGACCGTCGACGAGGTAGAGTTYTACAAACGGAGACCACAAAAACTGAGTGGG
341Y V F F L F A * 3 UR- - - - - - - - - -
1021 TATGTTTTTTTTTTGTTTGCTTGATTGTTGTCATTTTTTTTTTTTACAAAACTTTACGAA

1081 A;GC;AA;AC;CAéM;AA;M;AA;AA;M_
Figura 4.5 - Sequenza nucleotidica di OvFoxP con la relativa traduzione. Il
dominio Forkhead e evidenziato in rosso. Le prime 18bp sono riportate in arancio

in quanto corrispondono all’oligo degenerato (CKWfw, cfr. Appendice 2),
utilizzato per I’isolamento del frammento a partire dalle librerie fagiche.

Tale frammento ¢ stato confrontato con le altre sequenze di FoxP note per specie di
invertebrati e il FoxP2 dell’uomo che ha confermato un’alta omologia amminoacilica con

Forkhead box di tipo P (Figura 4.6). Nel complesso, I’analisi bioinformatica ha permesso di
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castaneum @ @ ——m e
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Figura 4.6 - Allineamento tra i diversi FoxP noti in invertebrati
(compreso quella del polpo derivata da questi esperimenti, in giallo)
e il FOXP2 dell’'uomo (si veda anche la Fig 1.2). In nero sono
evidenziate le regioni amminoacidiche conservate. La regione nel
riguadro viola corrisponde alla regione annotata, nelle altre
sequenze proteiche come motivo Leucin Zipper.
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riconoscere, oltre al dominio Forkhead, i motivi Zinc Finger e Leucin Zipper. Il FoxP di

polpo ¢, anche, risultato simile ai FOXP (1, 2, 4) noti per la specie umana.

Una volta verificati che i primi due obiettivi sono stati ottenuti si ¢ passato all’esame del

profilo di espressione e della localizzazione di FoxP nel polpo.

4.2 — FOXP IN OCTOPUS VULGARIS: PROFILO DI ESPRESSIONE

I1 primo passo sperimentale per I’applicazione della RealTime qPCR all’analisi del profilo
di espressione e stato quello di verificare I’efficienza delle reazioni settate. Per tutti i
primers utilizzati ¢ stata calcolata una curva di efficienza (dati non mostrati) ed ¢ stata
calcolata un’efficienza di reazione che ¢ risultata essere: Eact=1.92; Eryp=1.98; E16s=1.91;
Eroxp=1.98. In base ai risultati ottenuti per tutte le reazioni di amplificazione si ¢ optato per
I’utilizzazione della stessa diluizione di cDNA (Figura 4.7). In aggiunte alla verifica della
TM per verificare la presenza di un solo prodotto le reazioni a diversa diluizione sono state

corse su Gel di Agarosio (2%, TBE 0.5x) e sequenziate (Figura 4.8)

Sono state quindi allestite piastre che permettessero di comparare 1’espressione dei geni di
riferimento nei diversi tessuti e nei diversi animali con il gene di interesse. In prima istanza
sono stati presi in considerazione solo i valori di Cr mediati dai triplicati, considerando lo

stesso valore di fluorescenza (Threshold=0.020) come riferimento.
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EFFICIENZA PRIMERS COMPARATA
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Figura 4.7 - Valori di Cy rilevati dalle diverse diluizioni di cDNA ed ai diversi
primers, evidenziando la diluizione che si e scelto di usare equivalente ad 1:100.
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Figura 4.8 - Prodotti di reazione di PCR ottenuti utilizzando come templato 2ul di
cDNA. Sinistra: geni di riferimento (diluizioni A=1:50; B=1:100; C=1:250; D=1:500;
E=1:1000; F= controllo negativo); Destra: OvFoxp (diluizioni 1=1:5; 2=1:10;
3=1:50; 4=1:100; 5=1:250; 6=1:500; 7=1:1000; 8=controllo negativo.
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I diversi campioni sono stati— di conseguenza - normalizzati in base alla quantita di RNA
utilizzata per la sintesi del cDNA ed i valori di Cr (medie aritmetiche dei Cr dei triplicati)

direttamente confrontati tra di loro.

ESPRESSIONE DEI GENI DI RIFERIMENTO NEIDIVERSI
TESSUTI

34.00
32.00
30.00 -
28.00 -
26.00 -
24.00
22.00 -
20.00 -
18.00
16.00 -
14.00 -
12.00

Ct

DDDDDNDNNDDDDDNNDNNOO0O0O0O0000O0
|§|§|§|§|§|§|§|Z|§|Zmrnrnrnrnmmmccccccccc5gggggggg
- INPSIN

@#mxwmo@SEFFFFFFEEgﬁgﬁgﬂgﬂugbbbbubu
BREZC8 8o OrROONQOg ©RIGNQOR
w

tessuto_animale

\ 0 B-Actina m a-tubulina @ 165 \

Figura 4.9 - Espressione dei geni di riferimento nei diversi tessuti (M: mantello;
SEM: massa sopraesofagea; SUB: massa sotto esofagea; OL: lobi ottici) di 10
polpi. | valori di Cy sono stati ricavati dalla media dei valori di fluorescenza
ottenuti dagli esperimenti (in triplicato) relativi ad ogni campione di cDNA; la
deviazione standard (non mostrata in grafico) € compresa tra 0.01 e 0.7.

Le forti variazioni di Cr osservate per il 16S rispetto agli altri due non permettono il suo

utilizzo come normalizzatore. Di conseguenza, per tutte le analisi successive sono stati

considerati geni di riferimento solo 1’actina e la tubulina.
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A questo punto ¢ stato possibile analizzare il profilo di espressione di Ov-FoxP nei dieci

animali utilizzati per questo esperimento (cfr Appendice 1).

Innanzitutto i confronti sono stati fatti, per ciascun animale, considerando i livelli di

espressione di Ov-FoxP nel mantello come riferimento.

I risultati ottenuti mostrano che I’espressione del gene nel sistema nervoso centrale & piu

elevata rispetto a quella del mantello in tutti gli animali (dati non mostrati).

In particolare, sei animali presentano livelli di espressione similari nelle tre parti del
« . T ey .
cervello”; altri animali, invece, mostrano delle peculiaritd che possono essere cosi

schematizzate:

1. livelli di espressione di Ov-FoxP piu bassi nella sottoesofagea (relativamente alle

altre parti del cervello) in un solo animale;

2. gradiente di espressione (minima vs. massima; range 2.5 volte) tra i lobi ottici e la

massa sopraesofagea (passando per la sottoesofagea) in un altro animale;

3. gradiente di espressione (minima vs. massima; range 2.5 volte) tra massa

sopraesofagea e lobi ottici (passando per la sottoesofagea) in un terzo animale;

4. espressione di Ov-FoxP minima nella massa sottoesofagea (inferiore di 1.5 volte

rispetto ai lobi ottici e 3.1 volte alla massa sopraesofagea) nell’ultimo animale.

Nel complesso I’analisi dei dati ha evidenziato due sub-popolazioni di individui che
presentano oscillazioni differenti nell’espressione del gene nelle diverse parti del sistema

nervoso centrale del polpo.

Allo scopo di evidenziare eventuali trend nel set di dati ottenuti e tenuto conto che le

variazioni di espressione del singolo gene potrebbero essere in qualche modo relazionate
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allo stato di attivita di trascrizione dell’individuo in quel momento, ho applicato un’analisi
delle componenti principali (PCA) ai risultati ottenuti dalla Real Time qPCR. Questa volta i
valori di espressione dei singoli geni (per i 10 animali e tutti i tessuti qui considerati) sono
stati riferiti alla tubulina, qui impiegata come normalizzatore. La PCA ha evidenziato 4

componenti (Tab. 4.1) che spiegano nel loro complesso 1’88% della varianza dei campioni.

Tabella 4.1 - Autovalori (eigenvalues) ottenuti dalla PCA per i risultati di
RealTime gPCR dei diversi tessuti (masse sopra- e sotto esofagea, lobi ottici e
mantello) dei 10 animali utilizzati in questo studio.

Total Variance Explained

Initial Eigenvalues Extraction Sums of Squared Loadings Rotation Sums of Squared Loadings
Component Total % of Variance | Cumulative % Total % of Variance | Cumulative % Total % of Variance | Cumulative %
1 3.719 30.995 30.995 3.719 30.995 30.995 3.546 29.546 29.546
2 3.119 25.995 56.989 3.119 25.995 56.989 2.793 23.272 52.818
3 2.582 21.520 78.509 2.582 21.520 78.509 2.152 17.935 70.753
4 1.121 9.340 87.849 1.121 9.340 87.849 2.051 17.096 87.849
5 .709 5.910 93.759
6 407 3.392 97.151
7 .248 2.063 99.214
8 .079 .661 99.875
9 .015 125 100.000
10 8.87E-017 7.39E-016 100.000
11 1.85E-017 1.54E-016 100.000
12 -3.0E-016 -2.46E-015 100.000

Extraction Method: Principal Component Analysis.

L’esame dei coefficienti ottenuti dalla PCA e la loro correlazione con le variabili
considerate (espressione nei diversi tessuti dei geni considerati; Tab. 4.2) mostra che la
prima componente (circa il 30% della varianza) ¢ relativa all’espressione del 16S nei
diversi tessuti. L’espressione dell’actina si distribuisce in tre componenti (2, 3, ¢ 4) che
condivide in due casi (componente 2 e 4) con Ov-FoxP, rispettivamente per la massa sopra-
esofagea e la sottoesofagea. E’ la combinazione di queste due componenti (circa il 33%

della varianza che giustifica I’espressione del Fox nel polpo.
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Un esame dei valori che I’analisi assegna' ai singoli individui mostra (Figura 4.10) che &
possibile distinguere due animali che si dispongono ai poli opposti delle due componenti
considerate. Essi sono stati identificati come il piu piccolo e il piu grande del campione

considerato, e cio¢ I’animale di 30 g e quello di piu di due chilogrammi di peso.

Tabella 4.2 - Valori di correlazione delle quattro componenti estratte dall’analisi
delle componenti principali relativamente ai tessuti (M: mantello, S:
sopraesofagea, B: sottoesofagea, O: lobi ottici) e ai geni considerati (FOX: Ov-
FoxP; ACT: Ov-Actina; 16S: Ov-16S). In blu sono evidenziate le correlazioni

Rotated Component Matrix

Component
1 2 3 4
M_FOX -.109 .589 -.153 -.593
M_ACT .194 -.220 .883 -175
M_16S .969 .038 -.004 -.064
S FOX .182 .891 -.264 -174
S ACT .070 .844 -.103 .108
S_16S .950 -.178 -.013 .213
B_FOX -.042 .398 -.343 .761
B_ACT 127 -.166 -.227 .940
B_16S .930 -.054 -179 .234
O_FOX -.302 .809 144 .018
O_ACT -.131 -.017 .971 -.161
0_16S .790 115 .321 -.184

Extraction Method: Principal Component Analysis.
Rotation Method: Varimax with Kaiser Normalization.

significative.

' Valori di regressione derivati dalla matrice normalizzata.
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Figura 4.10 - Distribuzione dei valori ottenuti per i singoli individui dopo analisi
delle componenti principali relativamente alla loro espressione di geni
considerati per le componenti 2 e 4 (Ov-Fox in massima parte). Sono evidenziati i
due estremi. Dettagli nel testo.
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4.3 — FOXP IN OCTOPUS VULGARIS: LOCALIZZAZIONE NEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE

Come menzionato nella sezione metodologica (Sezione 3.4) gli esperimenti di ibridazione
in situ sono stati condotti utilizzando sonde'® per la tubulina (controllo positivo
dell’esperimento) e per Ov-FoxP. L’esame dei risultati ottenuti nei diversi animali non ha
mostrato differenze apprezzabili nella distribuzione delle cellule risultate positive
impiegando la tubulina'’. Effettivamente il gene si & rivelato per lo pil ubiquitario negli

strati cellulari dei diversi lobi del cervello del polpo (dati non mostrati).

Per quanto riguarda Ov-FoxP gli esperimenti condotti su tutti gli animali non hanno
mostrato differenze significative tra essi; in aggiunta, I’impiego delle due sonde non ha

portato a risultati sostanzialmente diversi nella localizzazione cellulare del segnale.

La figura 4.11 mostra che Ov-FoxP ¢ risultato espresso, nelle nostre condizioni
sperimentali, solo nei corpi cellulari di alcune e ristrette aree del cervello del polpo. Nella
maggior parte dei casi sono risultate positive solo poche cellule; in altri la positivita ¢ estesa
all’intero strato di cellule (lobi dei cromatofori della massa sottoesofagea). I risultati

ottenuti dagli esperimenti di ibridazione in situ sono riassunti nella Tabella 4.3.

Esperimenti successivi sono necessari per verificare se il pattern di espressione osservato
nel corso di questo progetto ¢ riscontrabile anche in animali significativamente piu piccoli o

piu grandi di quelli impiegati in questo campione (150 — 350 g).

' Senso e antisenso.
7 L’espressione della tubulina ¢ risultata rilevabile gia dopo 1-2h dall’aggiunta del substrato; per il FoxP sono
stati necessari piu di 24 ore.
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Tabella 4.3 - Risultati ottenuti dagli esperimenti di ibridazione in situ (N=6) per
I’espressione di Ov-FoxP nelle varie regioni del cervello di polpo. L’espressione e
classificata in maniera qualitativa come riguardante poche cellule (+) o la gran
parte dei corpi cellulari dello strato esterno o corticale (*).

Regione/Lobo

Espressione

Lobo ottico

+

Massa sopra-esofagea

Lobo buccale

Lobo frontale inferiore

Lobo frontale superiore

Lobo sub-frontale

Lobo verticale

Lobo sub-verticale

Lobo basale anteriore

Lobo basale mediano?

Lobo basale dorsale

Massa sub-esofagea

Lobo brachiale

Lobo cromatoforo

Lobo pedale

Lobo cromatoforo

Lobo pallioviscerale

Lobo vasomotore

*

! limitatamente ad alcune cellule dello strato plessiforme e a diverse della

ghiandola ottica

? limitatamente ad alcune cellule della parte laterale del lobo
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Figura 4.11 - Esempi di sezioni di masse sopra e sottoesofagea di O. vulgaris
ottenute da esperimenti di ibridazione in situ. Il segnale positivo & stato
rilevato con I’utilizzo della sonda antisenso (gli esperimenti con la sonda senso
corrispondente non mostrati). Per la massa sopraesofagea (sezioni sagittali,
ingr.: 50x): A - buccale superiore (ingrandimento 63x); B- Frontale Inferiore; C
- Basale anteriore. Per la massa sottoesofagea (sezioni coronali, ingr: 40x (d) e
63x): D - lobo dei cromatofori anteriore; E - lobo dei cromatofori posteriore; F
- lobo vasomotore (lobo pedale).



5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Tutti gli obiettivi prefissati per questo progetto di Dottorato sono stati raggiunti.
L’analisi del trascrittoma del sistema nervoso centrale di O. vulgaris ha
permesso di indentificare una sequenza nucleotidica (1111 bp) corrispondente a
gran parte del trascritto di Ov-FoxP. Che si tratti di un FoxP ¢ stato confermato
dall’analisi bioinformatica considerando sia la sequenza nucleotidica che la
relativa traduzione amminoacidica.

Sulla base delle conoscenze disponibili Ov-FoxP ¢ il primo membro della
classe P dei geni Fox ad essere stato identificato ad oggi nei Molluschi. In
questo phylum, infatti, fino ad oggi ¢ stata identificato solo FoxA in Patella
vulgata (Lartillot et al., 2002); con quest’ultimo I’analisi bioinformatica ha

rivelato un’omologia di circa il 40%.

Ov-FoxP mostra un’elevata conservazione sia rispetto ai geni ortologhi noti per
gli altri invertebrati (in media 85% di similarita, range: 72.6 — 89); la minore
similarita ¢ stata rinvenuta con il FoxP della spugna. In aggiunta, Ov-FoxP
mostra anche una elevata omologia con i FOXP1, FOXP2 FOXP4 dell’uomo
(86% circa). Piu in dettaglio, si ¢ rilevata molto elevata omologia
amminoacidica dei motivi funzionali (Leucin Zipper, Zinc Finger e il Dominio
Forkhead), similaritd che fa supporre ad un’omologia funzionale conservata

nelle diverse specie.

64

FoxP in Octopus vulgaris



Pur avendo ristretto la nostra analisi ad individui appartenenti a classi di eta
limitate e comunque considerati — sulla base della taglia corporea — sub-adulti
e/o adulti, i risultati ottenuti dalla RealTime qPCR hanno evidenziato una
variabilita nell’espressione genica tra i diversi individui e nei diversi tessuti
considerati. In particolare, Ov-FoxP ¢ maggiormente espresso nel sistema
nervoso centrale (relativamente al mantello privato di pelle e di grosse
componenti nervose'*). L’utilizzo della PCA applicata ai dati ottenuti ha
rivelato un gradiente di espressione di Ov-FoxP nel sistema nervoso centrale
nei diversi animali a partire dall’animale piu piccolo (di taglia corporea e
certamente il piu piccolo di eta nel campione studiato) a finire all’altro estremo
che ¢ stato identificato nell’animale piu grande del campione. Un’esame in
dettaglio dei livelli relativi di espressione di Ov-FoxP nei diversi tessuti ha
permesso di riconoscere che le maggiori escursioni dei livelli di espressione
sono imputabili alla massa sottoesofagea.

L’ibridazione in situ ha confermato i risultati ottenuti dalla Real Time qPCR
identificando espressioni differenti nelle diverse parti. La maggior parte dei
neuroni che esprimono Ov-FoxP sono localizzate nella massa sottoesofagea.

In aggiunta, I’analisi della distribuzione topologica dell’espressione nei vari
lobi e distretti cellulari costituenti il cervello del polpo ha mostrato che
I’espressione di FoxP ¢ ristretta (nel campione studiato) a specifiche aree del
cervello. Cio giustifica, da una parte, i bassi livelli di espressione monitorabili

per RealTime qPCR a causa dei rapporti di diluizione delle cellule considerate

'8 Non si pud escludere che alcune terminazioni nervose di nervi periferici non siano presenti nei campioni di
mantello utilizzati in questo studio.
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nel campione impiegato per estrarre I’RNA (intere parti). In futuro, I’impiego di
metodi di campionamento seriali e/o I’analisi di parti di lobi (mediante ad
esempio Laser Capture) potrebbero risultare vantaggiosi per poter meglio
correlare i dati di espressione ottenuti attraverso Real Time qPCR e ibridazione

in situ..

I1 fatto che in tutti gli individui considerati I’espressione di Ov-FoxP ¢ risultata
particolarmente rilevante nella massa sottoesofagea e la gran parte dei corpi
cellulari dei lobi dei cromatofori (anteriore e posteriore'”’) ha mostrato un
evidente segnale positivo alle sonde di Ov-FoxP pone le basi per un’ipotesi di
lavoro che la funzione di FoxP come fattore di trascrizione sia in qualche modo
conservata tra invertebrati e alti Vertebrati.

Gli esperimenti di ibridazione in situ permettono di individuare, nel polpo, un
ideale circuito neurale che a partire dai lobi ottici e passando per il lobo basale
si concentrano nei lobi dei cromatofori e in poche altre strutture ristrette della
massa sottoesofagea. E’ interessante notare che tale circuito corrisponde a
quello individuato, sulla base di esperimenti di stimolazione e ablazione
nervosa, a quello deputato al controllo motorio del body pattern nei cefalopodi
(Boycott, 1953; rassegna in Messenger, 2001).

Benche questa, allo stato, rappresenti solo una ipotesi che necessita di futuri
approfondimenti i dati raccolti nell’ambito di questo progetto di dottorato
lascerebbero ipotizzare che questo gene svolga una funzione nella plasticita e/o

mantenimento delle reti neurali deputate al controllo motorio. Cio in analogia a

' Entrambi parte della massa sottoesofagea.
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quanto recentemente dimostrato in Vertebrati (si vedano ad esempio: Teramitsu
et al., 2004; Teramitsu & White, 20006).

Non ¢, inoltre, da sottovalutare che I’espressione di FoxP in altri invertebrati ¢
stata localizzata a livello di distretti neurali specifici (ad esempio neuroni

motori in C. elegans: Hope et al. 2003).

Infine, merita una menzione ’osservazione di un gradiente di espressione di
Ov-FoxP in individui ordinati per taglia (dal piu piccolo/giovane al piu
grande/adulto). Tra le conoscenze disponibili sul repertorio comportamentale di
O. vulgaris merita a tale proposito la nota che due pattern, utilizzati dal polpo in
risposta a nemici potenziali vengono espressi in maniera diversa a seconda
dell’eta dell’individuo (Packard & Sanders, 1971; rassegna in Borrelli et al.,
20006). Nei giovani la presenza di un “intruso” o un nemico nel territorio o nelle
immediate vicinanze dell’animale porta all’individuo a manifestare un pattern
criptico denominato Flamboyant: I’animale tende ad assomigliare a un ciuffo di
alghe fluttuanti.

Con la crescita, e la maturazione comportamentale, gli animali mostrano — in
risposta all’intruso — sempre meno frequentemente il Flamboyant. A questo
viene sostituita un’altra reazione, denominata Dymantic, che comporta
I’allargamento dell’apparenza della propria massa con incremento del contrasto
rispetto all’ambiente circostante. In pratica 1’animale manifesta una specie di
maschera “chiara” bordata da una sottile marcatura bruna in prossimita del

contorno dell’animale stesso. Tale “maturazione del body patterning” — che ¢
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qui citata solo con due esempi — costituisce una regola nei cefalopodi ed ¢
associata — dal punto di vista morfo-funzionale alla comparsa di nuovi
cromatofori nella pelle dell’animale con adeguamento del relativo sistema di
innervazione periferico e di controllo neurale centrale (a carico dei lobi dei

cromatofort).

Studi futuri sono necessari per tentare di gettare luce alla possibile funzione di
Ov-FoxP nel polpo e piu in particolare sul suo eventuale ruolo nella regolazione
del circuito neurale deputato al controllo del repertorio comportamentale:

nominalmente il Body Pattern.
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APPENDICI

1- ANIMALI

Per questo studio sono stati impiegati, in totale, 40 individui appartenenti alla specie
Octopus vulgaris (Mollusca, Cephalopoda). Gli animali di entrambi i sessi (M: 18; F: 22)
sono risultati, al sacrificio, di peso compreso trai30 e 12100 g.

Qui di seguito vengono riportati alcuni dati solo per gli individui impiegati in esperimenti

di RealTime qPCR e di ibridazione in situ.

IDENTIFICATIVO PESO ETA ESPERIMENTO
9)

1 30g 101 Real Time (QRT-PCR)
2 789 145 Real Time (QRT-PCR)
3 1429 168 Real Time (QRT-PCR)
4 178g 156 Real Time (QRT-PCR)
5 326g 189 Real Time (QRT-PCR)
6 499¢g 199 Real Time (QRT-PCR)
7 1800g 238 Real Time (QRT-PCR)
8 1970g 252 Real Tme (qRT-PCR)
9 2000g 219 Real Time (QRT-PCR)
10 2100g 298 Real Time (QRT-PCR)
11 158 152 Ibridazione in situ
12 165 140 Ibridazione in situ
13 190 165 Ibridazione in situ
14 350 190 Ibridazione in situ
15 250 179 Ibridazione in situ
16 326 201 Ibridazione in situ

L’eta riportata ¢ indicativa e basata su conte del numero di anelli di accrescimento
determinabili sul becco superiore degli animali (post mortem) a seguito dell’applicazione
del metodo di Hernandez-Lopez et alii (2001). La determinazione dell’eta ¢ stata effettuata
da altri studenti del Laboratorio del Dr. G. Fiorito (P. Coppola, V. Petrella, I. Sepe) che qui

ringrazio per la collaborazione.
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Nel corso di questa Tesi di dottorato, la nomenclatura delle parti del sistema nervoso

centrale di O. vulgarus ¢ stata riferita a quella utilizzata da Young (1971).

2 - PRIMERS

Gli Oligonucleotidi sono stati sintetizzati dalla PRIMM s.r.1. di Milano. Le madri sono state
diluite in MilliQ con una concentrazione finale pari a 100uM e conservate a -20°C. Le TA
(temperature di annealing) sono state calcolate utilizzando una delle funzioni dello
spettrofotometro GeneQuant launched at analytica 94 (Pharmacia Biotech) inserendo la

sequenza del primer e i dati relativi alle condizioni di reazione utilizzate.

Primers utilizzati per il controllo positivo delle reazioni di PCR e per verificare la

presenza di contaminazioni genomiche

PRIMER SEQUENZA 5'-3’ PRODOTTO (BP)
ACTiw TCCAGGCTGTGTTGTCTCTG
ACTrev CATCGCATTTCATGATGGAG 453 bp

Primers degenerati

Nei primers di questo tipo la TA viene calcolata escludendo I’Inosina (I) dalla
composizione e quindi dalla lunghezza dell’oligo. In funzione delle posizioni degenerate
sono state calcolate una TM min ed una TM max considerando rispettivamente sia la

composizione massima teorica di A,T che di G,C separatamente.
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PRIMERS SEQUENZE 5’-3’ I/tot DEG DEG SENZA INOSINA

AGACCGCCITTYACITAYGC 2/20 4 64
WKNfw TGGAAGAAYGCIGTICGICACAA 3/23 2 128
WKNrev TTGTGICGIACIGCRTTCTTCCA
ACICGIAIRAARCACTTGTG 3/20 4 256
AVWrev TCRTCIACVGTCCAIACIGC 3/20 6 384
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Primers impiegati per il sequenziamento

Per le reazioni di sequenza sono stati utilizzati sia primers specifici complementari a
porzioni del frammento di PCR di interesse che primers presenti nel vettore di clonaggio, in

modo da verificare la direzionalita.

PRIMER SEQUENZA 5’-3’

T7seq AATACGACTCACTATAGGG
M13fw CGTTGTAAAACGACGGCCAGT
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG

Primers impiegati per la RACE

PRIMER SEQUENZA 5'-3'’

WKNfw TGGAAGAATGCCGTGCGCCACAA
GeneRacer™ 3'Primer GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG
GeneRacer " 3'nested Primer CGCTACGTAACGGCATGACAGTG
WKNrv TTGTGGCGCACGGCATTCTTCCA
CKWfw TGCAAGTGGCCGGGGTG
GeneRacer'™ 5'Primer GCACTGGAGCACGAGGACACTGA

GeneRacer ™ 5'Nested Primer GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA

Primers impiegati per lo screening delle librerie di cDNA

Per le reazioni di sequenza sono stati utilizzati i primers specifici utilizzati per la RACE in

combinazione con i primers presenti nel vettore di clonaggio.

PRIMER SEQUENZA 5'-3

T7PCR GCGCGCGTAATACGACTCACTATAG

T3PCR GCGCAATTAACCCTCACTAAAGGG
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Primers utilizzati per generare le sonde impiegate negli esperimenti di ibridazione in

situ
GENE ID PRIMER SEQUENZA 5’-3' PRODOTTO (BP)
TUBULINA  X15845 550bp
CKWfw2 TGTAAATGGCCGGGGTGT
OvFoxP 650b
T RPPrev CATAGGTGAAGGGCGGTCT p
493STPfw TCCACACCTGCCATGAGTT
OvFoxP 5500
T AVW2rev GCTGTATGGACCGTCGACGAG p

Primers impiegati negli esperimenti di RealTime qPCR

GENE ID PRIMER SEQUENZA 5'-3’ PRODOTTO (BP)
16SFW TTGGGGCTAGAATGAATGGT
16S AJ616309.1 16SRV GGTCTTTTCGTCCCTTTAAACA 112bp
) Ac360F TGATGGCCAAGTTATCACCA
p-actina AB053937 103bp

Ac463R TGGTCTCATGGATACCAGCA

tubRTF  ACTGGTGTCCAACTGGCTTC
e-tubulina  X15845 TUbRTR  TGCTTAACATGCACACAGCA

105bp

493STPfw TCCACACCTGCCATGAGTT
OvFoxP 149bp
633GPIrw  GATTGGTCCCACACTGCTG
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3 — ESTRAZIONE DI DNA GENOMICO

L’estrazione del DNA genomico ¢ stata effettuata prelevando la parte terminale del braccio
di un animale (3cm, 90mg circa) e mettendola in un’eppendorf da 1,5ml a cui sono stati
aggiunti 750pul di una soluzione di digestione contenete Tris-HCI (50mM, Ph §), EDTA
(100 mM), NaCl (100mM), SDS (1%), ProteinasiK (0.5mg/ml).

Il campione nella soluzione digestiva ¢ stato incubato ‘overnight’ a 55°C, la mattina
seguente ¢ stato posto 5 min in un mixer (144 rpm) e processato nel modo seguente:

- aggiunta di NaCl (6M c.a.), mix Smin;

- centrifugazione al 12000g per 10min;

- prelievo e trasferimento dell’interfase (circa 850ul) in una nuova eppendorf;

- precipitazione mediante aggiunta di 750pl di isopropanolo (2h a -20°C e centrifuga
a 4°C alla massima velocita per Smin.);

- lavaggio con 1.5ml di ETOH 70% ;

Dopo I’ aggiunta 500ul di MilliQ, il DNA ¢ stato sciolto incubando 2h a 37°C in un
termomixer a 300rpm. Il controllo della qualita e della quantita del DNA genomico ¢ stato
effettuato verificando mediante lettura spettrofotometrica (ND-1000, NanoDrop) sia la
concentrazione che il rapporto A260/A280, A230/A280. Il campione ¢ stato inoltre corso
su gel (5ul di DNA, Agarosio 0.7%, buffer TBE 0.5x, 3V/cm) per verificarne lo stato di

frammentazione.
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4-PCR

Tutte le reazioni di PCR sono state programmate in un termociclatore (DY AD™) seguendo

in generale lo schema riportato nella tabella che segue

TEMPERATURA DURATA CICLI STEP
94°C 5min. 1 Pre-denaturazione DNA,
94°C 1min. Denaturazione DNA
TM-10°C 40sec. 30-40 Appaiamento primers
72°C 1min. Elongazione
(68°C) (1min./Kb)
72°C 10min. 1 Elongazione finale
25°C 10min. 1
4°C ON 1

PCR su DNA Genomico

Le PCR su DNA genomico sono state effettuate in un volume finale di 50ul, utilizzando

200ng di templato, ogni primer nella concentrazione 1uM, DMSO 5%, TAQ 0.1U/ul.

PCR su ss cDNA

Le PCR su ss cDNA per amplificare geni riferimento sono state effettuate in un volume

finale di 50ul, utilizzando 2ul di cDNA (vedi 2.8), ogni primer nella concentrazione 1uM,

TAQ 0.2U/ul.
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Le PCR su ss CDNA per amplificare frammenti di FoxP sono state effettuate in un volume
di 25ul, utilizzando 2ul di cDNA (vedi 2.8), ogni primer nella concentrazione 2uM, TAQ

0.2U0/pl.

PCR screening su colonie batteriche

Reazioni di PCR sono state utilizzate per identificare i cloni putativamente positivi dopo il
clonaggio. Le colonie vengono prese singolarmente con un’ansa sterile la cui estremita
viene immersa nella mix di reazione prima dell’inoculo. La mix ¢ preparata in un volume
finale di 20ul conteneti primers (specifici del vettore o del frammento clonato) nella

concentrazione 1pM ognuno, TAQ 0.2U/ul

PCR screening delle librerie di cDNA

Le librerie fagiche sono state utilizzate come templato per reazioni di PCR utilizzando
direttamente diluizioni (1:10 o 1:1 delle aliquote conservate a -80° contenenti i fagi) come

templato in reazioni del volume di 50pl, primers in concentrazione 1uM, TAQ 0.2U/ul.
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5 — CLONAGGIO
Estrazione da gel

I prodotti PCR che presentavano le caratteristiche dei prodotti di reazione attesi sono stati
tagliati da gel, estratti utilizzando il QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen), eluiti in
MilliQ.

Vettori per il Clonaggio

Per il clonaggio dei frammenti di PCR ¢ stato utilizzato il TOPO TA Cloning® Kit
(Invitrogen): 1 siti promotori SP6 e T7 sono stati utilizzati per il sequenziamento o per la
sintesi di sonde di mRNA utilizzando SP6/T7 polimerasi. La mappa del vettore ¢ riportata

nella pagina che segue.

La reazione di clonaggio ¢ stata effettuata secondo la procedura prevista dal manuale
seguita da una trasformazione batterica mediante elettroporazione. Il frammento clonato ¢
stato utilizzato in una concentrazione 10 volte superiore alla quantita di vettore utilizzato

per la reazione.
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Map of pCR"II-TOPO®

pCR®II-TOP0® Map The map below shows the features of pCRPI-TOPO® and the sequence
surrounding the TOPO® Cloning site. Restriction sites are labeled to indicate the
actual cleavage site. The arrows indicate the start of transcription for Spa and T7
polymerases. The complete sequence of pCR”II-TOPO” is available for
downloading from our Web site (www.invitrogen.com) or by contacting
Technical Service (page 24).

facZa ATG
113 Reverse Primer |

R AGE
- GGT TOG

ART
- GGG TTA

T7 Promoter M 13 (-20) Forward Primer
= = L TC GTT TTA C
CGG CAG CAR AAT

T CoT

GCA CTG ACC

Comments for pCR®II-TOPO®
3973 nucleotides

LacZu gene: bases 1-589
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Trasformazione

La trasformazione delle cellule compententi ¢ stata effettuata per elettroporazione
utilizzando elettrocuvette da 0.1cm (BIO-RAD) ed un elettroporatore Gene Pulser” (BIO-
RAD). Seguendo le istruzioni TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen), dopo 1’elettroporazione
le cellule sono state sospese per 60 min. a 37 gradi in SOC e poi piastrate sul terreno

contente agar-LB ed ampicillina 0.1pg/ml. Le colonie vengono lasciate a 37°C ON.

L’inoculo delle singole colonie ¢ stato lasciato crescere in agitazione a 37°C ON in LB ed

ampicillina 0.1pg/ml in un volume relativo alla quantita di DNA plasmidico da ottenere.
Ceppi Batterici

One Shot® TOP10 Electrocompetent E. coli (Invitrogen), specifiche per elettroporazione
hanno un’efficienza di 10° CFU. La verifica dell’inserzione del frammento ¢ stata effettuata

mediante PCR sulle colonie batteriche utilizzando primers specifici del frammento clonato.
Estrazione del DNA plasmidico

Per I’isolamento dei plasmidi dalle colture batteriche sono stati utilizzati due differenti kit,
seguendo le procedure indicate nel manuale, a seconda della quantita di plasmide
necessario. Entrambi i sistemi utilizzano colonne di tipo silica-gel basate sul pincipio della
lisi alcalina.

. QIAprep”® Miniprep (Qiagen);

. QIAprep”® Maxiprep (Qiagen).
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6 — SEQUENZIAMENTO

Le sequenze sono state realizzate mediante elettroforesi capillare presso il Servizio di
Biologia Molecolare della Stazione Zoologica “A. Dohrn” di Napoli. Le reazioni di
sequenza, ottenute mediante 1’utilizzo della chimica “Big Dye Terminator” (Applied
Biosystem), sono state purificate in automazione mediante ’utilizzo di una piattaforma
robotica per la gestione di campioni ad alta produttivita (Beckamn Culter BFX) utilizzando
membrane “Millipore Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup kit”. Tali membrane,
ad esclusione molecolare, sono in grado di rimuovere i nucleotidi non incorporati e gli altri
contaminanti; mediante lo sviluppo di uno specifico protocollo sono state utilizzate in
automazione sulla piattaforma robotica. Le reazioni di sequenza cosi purificate sono in
seguito corse su un sequenziatore automatico ad elettroforesi capillare ABI 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystem). I dati ottenuti sono poi stati analizzati utilizzando specifici
software Sequencing Analysis (Applied Biosystem) in grado di valutare ’attendibilita di

ogni singola base.
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7 - RACE

Per cercare di ottenere la sequenza completa del gene sono state effettuate RACE
utilizzando il sistema GeneRacer™ (Invitrogen) con SuperScript™ III (Invitrogen). Per la
sintesi del sscDNA specifico per la reazione di Race stati utilizzati Spg di RNA totale
estratti dalla SUB di due individui, i due campioni non sono stati mescolati ma trattati in

maniera parallela nei diversi passaggi previsti dal manuale e riassunti come segue.

TRATTAMENTO ENzIMA/REAGENTE FINALITA RNA1 | RNAII
) Esclusione degli mMRNA
. . ] ) CIP (fosfatasi ) o
Rimozione dei fosfati al 5’ ] tronchi dalle reazioni X X
alcalina) _
successive
Estrazione fenolo/cloroformio, precipitazione | Eliminazione dell’enzima e X X
in ETOH dei residui della reazione
Siti al 5’ degli mMRNA full-
o TAP . -
Rimozione del cap al &’ ) ) lenght resi accessibili per X X
(pirofosfatasi) o
la ligasi
Estrazione fenolo/cloroformio, precipitazione | Eliminazione dell’enzima e X X
in ETOH dei residui della reazione
Ligasi GeneRacer™ oligo o Inserimento di una
T4 ligasi X X
RNA sequenza nota al 5’
Estrazione fenolo/cloroformio, precipitazione | Eliminazione dell’enzima e X X
in ETOH dei residui della reazione
Retrotrascrizione SuperScript™ ss cDNA contenete X
GeneRacer™ Oligo dT Il sequenze full-lenght
ss cDNA contenete
] sequenze full-lenght
o SuperScript™ )
Retrotrascrizione con " conteneti la sequenza X
caratterizzante del dominio
forkhead
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Per la sintesi di ss cDNA ¢ stata utilizzato il kit SuperScript™ First-Strand Synthesis
System for RT-PCR, in un volume di reazione finale di 20ul ¢ stata utilizzata la seguente

mix riportata qui di seguito.

COMPONENTE QUANTITA’
Rna totale 5ug
Oligo(dT)zo 50uM 1l
Random hexamers 50ng/pl 1l
dNTP mix 10mM 1l
H,O DEPC xull
DENATURAZIONE (65°C per 5min., 4°C per 2min.)
10X RT Buffer 2ul
25mM MgCl, Al
0.1M DDT 2ul
RNaseOUT™ (40U/pl) ul
SuperScript™ Il RT (200U/ul) 1pl

La reazione ¢ stata incubata per 10min. a 25°C, 50min. a 50°C, 5min ad 85°C ed Imin. a
4°C. L’RNA totale utilizzato come templato ¢ stato infine eliminato aggiungendo 1ul di

RnaseH (2U/ul) ed incubando 20min. a 37°C. Il cDNA ¢ stato conservato a -20°C.
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8 — LIBRERIE DI CDNA

In parallelo alla ricostruzione del gene del gene mediante RACE sono stati effettuati PCR
screenings su due librerie di cDNA (massa sopraesofagea e lobi ottici). Queste librerie
fagiche erano state precedentemente realizzate utilizzando m-RNA estratto dalla massa
sopraesofagea e dai lobi ottici di un pool di polpi utilizzando cDNA Synthesis Kit, ZAP-
cDNA® Synthesis Kit e ZAP-cDNA® Gigapack® III Gold Cloning Kit (Invitrogen).
Aliquote di Iml contenenti i fagi di ogni libreria sono conservate a -80°C. Lo screening ¢
stato possibile in quanto i frammenti sono stati clonati direzionalmente nel vettore

pBluescript® incorporato nel fago (vedasi mappa qui sotto).

pBluescript® SK(-) Vector Map

1(-) on

ampicillin

pBluescript SK-
3.0kb

orn

pUC_-j_)/

pBluescript SK (-] Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 601-826)

Apa Hine Il
E f"'l"D atc
T7 Pramaotar P L D ™

TTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACT CACTAT, M;(:GCGAA TTG6G IACCGGG{)LCCCCCI CGAGG TCGACGGT .

13 =20 prmer kinding site T7 primer Binding =i K5 prmer BinGing 618

Bspl06 | Mat .
_|-\. —n:lll ':covv Lc-&. -'I Sma | n,..,._ Sp )\I:n- ":c: St | >::

s .P-_IEG.RTMGC T IGATM CGMTT GCTGCM:CCCGG&GQAT CCP-G TAGT T(}TM‘HGC(:GCF G CLACGGCGG T GGF\GCT CCA.

KZ primar binding sife 3K primar Binding site

- T3 Fromoter IE-gul u-fragment

..GCTT TTGTTC‘CC? TT AGTGAGGGTTAATIITCGAGCTTGGCGTM TCATGGTCATAGCTGTTTCE

Torer by T W13 Favarss prmer inding e
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9 — IBRIDAZIONE IN SITU
Linearizzazione del DNA plasmidico

Le sonde utilizzate nell’ibridazione in situ sono state marcate con digossigenina
utilizzando il sistema DIG RNA Labeling Kit (ROCHE). Dopo aver verificato mediante
sequenziamento I’orientamento del frammento di interesse all’interno del plasmide PCR®
II-TOPO® (Invitrogen) si ¢ proceduto alla sua digestione utilizzando in modo da
linearizzarlo rendendo accessibile solo uno dei due promotori per RNA polimerasi. Le due
diverse digestioni sono state condotte utilizzando buffers e condizioni specifiche
dell’enzima di restrizione, sono state utilizzate 3-5U di enzima per ogni pg di DNA. Dopo
I’ estrazione da gel il dna linearizzato ¢ stato trattato con proteinasi K, purificato mediante
estrazione fenolo:cloroformio:alcol isoamilico (25:24:1), risospeso in H,O DEPC e

quantizzato mediante lettura spettrofotometrica.

Reagente Volume

Dna linearizzato Xl

Tris 1 M pH7,4 20ul

SDS 10x 10pl

Proteinasi K (10pg/ul) 4u

H,O DEPC Fino a 200yl di volume finale
30 min alla temperatura di 50°C
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Retrotrascrizione in vitro

il DNA linearizzato ¢ stato utilizzato come stampo in una reazione di trascrizione in Vitro
con la RNA polimerasi che riconosce il promotore posto al 3’ del frammento in modo da
ottenere un probe antisenso o senso dalle due diverse digestioni dello stesso plasmide. La
reazione di trascrizione in vitro ¢ stata preparata in un volume finale di 20ul ed incubata 2h

a 37°C, tutti gli enzimi ed i buffers utilizzati nella mix sono riportati qui di seguito

COMPONENTE QUANTITA’
Buffer 10x 2ul
Mix di NTP marcati con DIG (10x) 2ul
DNA linearizzato 1lpg
SP6/T7 RNA polimerasi (20U/pl) 2ul
Inibitore Rnasi (40U/pl) 1l
H,O DEPC Xul

Al termine della reazione sono stati aggiunti 2U di DNAsel RNAse-free (ROCHE) per
eliminare il templato (20min. a 37°C), per inattivare entrambi gli enzimi ¢ stato aggiunto

EDTA (0.2M, PHS) portando la temperatura a 65°C per 10min.

Le sonde sono state purificate usando mini Quick Spin RNA Columns (ROCHE) ¢ la loro
integrita e concentrazione ¢ stata verificata correndole su un gel di agarosio (2%, TBE 0.5x,

15min, 10V/cm) insieme ad un rna di controllo a concentrazione nota (100ng/ul, ROCHE).
Verifica dell’incorporazione della DIG-UTP mediante saggio enzimatico
La concentrazione finale della sonda ¢ stata calcolata tenendo in considerazione la quantita

di digossigenina incorporata rispetto ad un RNA di controllo marcato DIG-UTP della
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concentrazione di 100ng/ul. Il saggio enzimatico ¢ stato effettuato utilizzando un anticorpo
antidigossigenina coniugato con 1’enzima fosfatasi alcalina che catalizza la reazione
colorimetrica. La concentrazione delle ribosonde deriva dall’intensita colorimetrica
sviluppato da diluizioni seriali delle ribosonde con ’RNA di controllo. Sono state effetuate
5 diluizioni seriali 1:4 di ciascuna riosonda e del controllo utilizzando un tampone di
diluizione contenete H,O DEPC , SSC 20x e formammide (5:3:2). Su un filtro di nylon
Hybond-N" (Amersham), 1ul di ogni diluizione ¢ stato spottato e fissato mediante UV e

processato come segue tutto a RT:

. preparazione della membrana in 1x MBT e blocking solution (9:1) per
30min.in agitazione;
. incubazione in agitazione con un diluizione 1:5000 di anticorpo anti-DIG AP

0.75U/ul (Roche) in 1x MBT e blocking solution (9:1) per 60min. in agitazione;

. lavaggio della membrana con 1x MBT, per allontanarre I’eccesso di anticorpo

per 15 min. in agitazione (per 2 volte);

. preparazione della membrana con il tampone di rilevazione NTM per 5 min. in
agitazione;
. incubazione al buio, senza agitazione con una soluzione di rilevazione (10ml

NTM, 35ul di BCIP 50mg/ml (Roche) e 35uINBT100mg/ml (Roche).

Al termine dell’incubazione (10min. max) la membrana ¢ stata lavata in acqua corrente e la
colorazione delle diverse diluizioni e delle diverse sonde ¢ stata confrontata per la

quantizzazione in relazione all’RNA di controllo a concentrazione nota.
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Trattamento ed ibridazione delle sezioni

I vetrini contenenti le sezioni sono stati decongelati e asciugati almeno un’ora prima di

procedere con la reazione:
fissaggio in 4%PFA in PBS per 20min.RT;
lavaggio in PBT per Smin. RT (3 volte);
trattamento con proteinasi K pr 5-10min. RT,
neutralizzazione con glicina 2mg/ml in PBT fresca per 6min. RT;
lavaggio in PBT per Smin. RT (2 volte);
fissaggio in 4%PFA/0.2% glutaraldeide/PBT per 15min. RT;
lavaggio in PBT per Smin. RT (3 volte);
lavaggio in 2x SSC per Smin. RT (2 volte);
lavaggio con tris-glicina per 30min. RT;
Preibridazione nella soluzione preriscaldata per 60min. a 65°C.

Al termine della preibridazione i vetrini vengono ricoperti con 150ul di soluzione di
preibridazione contenete 500ng di sonda. I vetrini, ricoperti con il parafilm per evitare

I’evaporazione della soluzione, sono stati incubati in camera umida a 65°C ON.
Lavaggi di post-ibridazione ed immunoreazione

Dopo aver rimosso il parafilm in 2x SSC a RT (2 volte), si ¢ proceduto ad effetturi i lavaggi

per rimuovere 1’eccesso di sonda non ibridata e procedere con il saggio enzimatico:

lavaggio in 2x SSC/50% formammide per 20min. RT (2 volte);
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raffreddamento per 10min. RT;

trattamento in NTE per 10min. a 37°C (2volte);

trattamento con RNAsiA 20ug/ml in NTE per 30min. a 37°C;
lavaggio in NTE per Smin. RT (3 volte);

lavaggio in 2x SSC/50% formammide per 30 min. a 65°C;
lavaggio in 2x SSC per Smin. RT (2 volte);

trattamento in 1x Acido Maleico per 15min. RT (2 volte);
saturazione con 2% blocking solution/10% siero per 60min. RT;

L’immunoreazione ¢ stata condotta utilizzando una diluizione 1:1000 (in blocking solution)
dell’anticorpo specifico Anti DIG AP 0.75U/ul (Roche). Ogni vetrino ¢ stato ricoperto con
150ul della soluzione contenente I’anticorpo, ricoperto con parafilm e lasciato in camera

umida a 4°C ON.
Rivelazione colorimetrica

Dopo aver proceduto alla rimozione dell’anticorpo utilizzando una soluzione 1x Acido

Maleico per 15 min. RT (3 volte), si ¢ proceduto alla rivelazione colorimetrica:
trattamento in NTM per 10 min. a RT (2 volte);

incubazione al buio, senza agitazione con una soluzione di rilevazione (10ml
NTM, 35ul di BCIP 50mg/ml (Roche) e 35uINBT100mg/ml (Roche) monitorando il

segnale a RT;

blocco della colorazione utilizzando 1mM EDTA in PBS;
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dopo aver stoppato la reazione i vetrini sono stati bloccati in glicerolo. Per rendere visibili
le strutture cellulari ¢ stata utilizzata una colorazione con FAST RED (Roche) secondo le

istruzioni della casa produttrice.

10 — SINTESI DEL SS CDNA

Per la sintesi di ss cDNA ¢ stata utilizzato il kit SuperScript™ First-Strand Synthesis
System for RT-PCR, in un volume di reazione finale di 20ul ¢ stata utilizzata la seguente

mix riportata qui di seguito:

COMPONENTE QUANTITA'
Rna totale 5ug
Oligo(dT)2o S0uM 1l
Random hexamers 50ng/pl 1pl
dNTP mix 10mM 1l
H,O DEPC xull
DENATURAZIONE (65°C per 5min., 4°C per 2min.)
10X RT Buffer 2l
25mM MgCl, 4yl
0.1M DDT 2ul
RNaseOQUT™ (40U/ul) 1l
SuperScript™ [l RT (200U/ul) 1l

La reazione ¢ stata incubata per 10min. a 25°C, 50min. a 50°C, Smin ad 85°C ed 1min a
4°C. L’RNA totale utilizzato come templato ¢ stato infine eliminato aggiungendo 1ul di

RNAseH (2U/ul) ed incubando 20min. a 37°C. Il cDNA ¢ stato conservato a -20°C.
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11 — REAGENTI E SOLUZIONI

Tutti 1 reagenti utilizzati sono della ditta Baker. Tutte le soluzioni sono state preparate in
milliQ (laddove non indicato diversamente) ed opportunamente sterilizzate e portate PH

come idicato dal Sambrook et al. (1998).
Enzimi di restrizione

Gli Enzimi di Restrizione (comprensivi di bufer) sono stati forniti dalla New England

Biolabs ed utilizzati secondo le istruzioni riportate.

Enzimi di modificazione

. DNA polimerasi: TAQ (Roche), PFU (Stratagene);
. DNAse 1 RNase free (Invitogen o Roche);

. Rnase A Dnase free (Roche);

. T7/SP6 RNA polimerasi (Roche).

Gli enzimi sono stati utilizzati secondo le istruzioni dei produttori.

MARKER DI PESO MOLECOLARE

. Lambda DNA/HIND III Marker 2(Promega);
. Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas);
. Gene Ruler 1Kb DNA Ladder (Fermentas).
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TAMPONE DI CORSA ELETTROFORETICA (10X TBE, 1L)

Tris 108g

Acido borico 55¢g

EDTA 0.5M pH8.0 40ml

H,O bidistillata Fino a 1000ml

La soluzione ¢ stata sterilizzata e diluita 1:20 per essere utilizzare come tampone nella

corsa elettroforetica

TERRENI DI COLTURA
LB liquido (11t)
Triptone 10g
Estratto di lievito S5g
NaCl 10g
H,O bidistillata Fino a 1000ml

LB ¢ stato autoclavato prima dell’utilizzo. Per preparare le piastre batteriche prima della
sterilizzazione ¢ stato aggiunto agar (15g/11t). Per terreni selettivi ¢ stato aggiunta

ampicillina per una concentrazione finale di 100pg/ml.

A-23

FoxP in Octopus vulgaris



SOB (11t)

Triptone 20g

Estratto di lievito 5¢g

NaCl 0.5g

H,O bidistillata Fino a 1000ml
SOC (11t)

SOB 50ml

Glucosio 20% 1 ml

MgS0, 1M 0.5 ml

MgCl, IM 0.5 ml

H,O bidistillata 948ml

H,0 DEPC (11t)

Soluzione stock Volume Concentrazione finale
DEPC Iml 0.1%
H,0 bidistillata 999ml

La soluzione ¢ stata agitata e lasciata sotto cappa ON prima di essere autoclavata.

A-24

FoxP in Octopus vulgaris



4% PFA-DEPC(11t)

PFA 40mg

1x PBS DEPC Fino a 1000ml

La PFA ¢ stata aggiunta ad 800ml di 1x PBS DEPC e sciolta su uno stir a 60°C. Una volta

sciolta ¢ stata portata al volume finale aggiungendo 1x PBS DEPC.

Tampone Tris-Glicina (21t)

Tris base 24.2g
Glicina 15g
H,0O DEPC Fino a 2000ml

Il tris non ¢ compatibile con il DEPC a meno che quest’ultimo non sia stato inattivato

mediante autoclavaggio.

4% PFA-DEPC(11f)

PFA 40mg

1x PBS DEPC Fino a 1000ml

5x Acido Maleico-NaCl

Acido Maleico 58¢g

NaCl 36g

H,O Fino a 1000ml
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La soluzione ¢ stata portata a pH con 10M NaOH, filtrata ed autoclavata.

10% blocking solution(500ml)

BM Blocking Reagent (Roche) 50g
5x Acido Maleico 100ml
H,O distillata Fino a 500ml

I1 blocking reagent ¢ stato sciolto a caldo nell’acido maleico a 60°C, raggiunto il volume

con H,0, la soluzione ¢ stata autoclavata.

SOLUZIONI PER LA REAZIONE DI IBRIDAZIONE IN SITU E L_IMMUNORIVELAZIONE

Soluzione per il trattamento con la proteinasi K (300ml)

Soluzione stock Volume Concentrazione finale
IM trisHCI pH7.5 6ml 20mM

0.5M EDTA 0.6ml ImM

Proteinasi K 10mg/ul 300ul 10pg/ml

H,0 DEPC 293.4ml
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Miscela di pre-ibridazione (200ml)

Soluzione stock Volume Concentrazione finale
100% formammide 100ml 50%

20x SSC 50ml 5x

100x Denhardts 10ml 5x

Salmon testis 10mg/ml 2ml 100pg/ml

tRNA 50mg/ml 0.4ml 100pg/ml

H,0 DEPC 48ml

0.5x SSC-20% formammide (11t)

Soluzione stock Volume Concentrazione finale
100% formammide 200ml 20%
20x SSC 25ml 0.5x
H,0 bidistillata 774ml
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NTE (11t)

Soluzione stock Volume Concentrazione finale
5M NaCl 100ml 0.5M
IM Tris pH7.0 10ml 10mM
0.5M EDTA 10ml 5mM
H,0 bidistillata 880ml
2% blocking solution(200ml)
Soluzione stock Volume Concentrazione finale
10% blocking solution 40ml 2%
5x Acido Maleico 40ml 100mM
H,0 bidistillata 120ml
NTM(11¢)
Soluzione stock Volume Concentrazione finale
5M NaCl 20ml 100mM
Tris HCI 1M pH9.5 100ml 100mM
MgCl, 1M 50ml 50mM
H,0 bidistillata 830ml
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