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AIBSTTTRACTT

Negli ultimi anni ¢ aumentato I'interesse per alcuni esemplari di squali di profondita capaci di
emettere bioluminescenza, in particolare per la famiglia degli Etmopteridae. Le due specie di
interesse sono Etmopterus spinax e Etmopterus molleri. Questi squali mesopelagici
producono luce grazie a un controllo ormonale, che coinvolge gli ormoni della melatonina,
adrenocorticotropi e a-melanotropi. Gli ormoni sono controllati da recettori, rispettivamente
il recettore della melatonina, della melacortina che fanno parte dei recettori accoppiati a
proteine G per i processi di trasduzione, che attraverso tecniche di biologia molecolare e
immunofluorescenza evidenziano cosi la localizzazione specifica dei recettori nonché delle
proteine G associate allinterno dei fotofori. I risultati hanno evidenziato, dalle
immunoistofluorescenze di sezioni di pelle delle due specie di squali esaminate, che i recettori
della melatonina e della prolattina associate a specifiche proteine G agiscono come attivatori
dell’emissione della luce, mentre i recettori della melacortina e gli a-melanociti associate ad
altre specifiche proteine G agiscono come inibitori sull’emissione della luce, provocando
qu1nd1 il fenomeno della bioluminescenza in particolare nella zona ventrale del corpo sia in E

spinax che in E. molleri. S



INTRODUZIONE

Etmopterus spinax: . Etmopterus molleri:
squalo abissale della famiglia Etmopteridae. squalo lanterna a coda slanciata della famiglia
- Etmopteridae.

-Dimensioni: puo arrivare ad una lunghezza di A
soli 50 cm Lo -riproduzione ovovivipara.
-vive principalmente tra i 2000 metri di ' -Distribuzione geografica: Oceano Indiano

- profondita. 2 occidentale a una profondita compresa tra 250 e
- -Distribuzione geografica: Mar Mediterraneo Jo 860 m.
. occidentale e Oceano Atlantico tra Islanda e
Africa tropicale.

http://www.colapisci.it/Pescltalia/pisces/elasmobranchi/Squaliformes/etmopterid

ae/sagrinero.htm 5 .
https://fishesofaustralia.net.au/Home/species/2012
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SCOPO DEL LAVYORO

@ Luminescent zone 11114l dc
sono 1 fotofori,
la luce ovvero i

[ ’Stlmolano 1’em1ss1one di luce, mentre gli
Qrgir)lom alfa-melanociti e adrenocorticotropi la
iscono.

“ﬁfi"ascrlttoma cutaneo di E. spinax sono stati
}' 5co ntrati recettori simili ad altri vertebrati.
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1'Etmopterus spinax. (a). Vis ica delle zo ne luminescenti. (b). Area luminosa ventrale che
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MATERIALI E METODI

1. CAMPIONI SPERIMENTALI

Norvegia 2017, a
250 m di
profondita sono
stati catturati
esemplari di E.
spinax

1. Entrambe le specie, conservate in
acquari e sacrificate secondo le
normative previste. Di seguito sono
stati pesati, ed e stata determinata la

lunghezza e il sesso.

2. Porzioni di tessuto cutaneo 3 cm?
sono state prelevate dalla zona
luminosa del ventre

3. Campioni fissati in soluzione salina
tampone fosfato contenente
formaldeide 4% per 12 ore a 4°C e poi

trasferite in PBS a 4°C fino all’'uso.

o’ /

Giappone 2016, a
500 m di
profondita sono
stati catturati
esemplari di E.
mollerti.




MATERIALI E METODI

2. RICERCA DELLE SEQUENZE

.‘foi"msce accesso a database
scientifici e strumenti software
in diverse aree proteomica,
genomica, filogenesi.




MATERIALI E METODI

3. Inferenza filogenetica del recettore

ato selezionato
| filogenesi MTNR

. selezionato per la filogenesi di MCR

~dall’'Homo sapiens




MATERIALI E METODI

3. Inferenza filogenetica del recettore

. . Accession number on . . Accession number on
Melatonin receptor type Species NCBI Melanocortin receptor type Species NCBI
Melatonin receptor 14 Homo sapiens NP_005949.1 Melanocortin receptor 1 Homo sapiens NP _002377.4
Melatonin receptor 14 Gallus gallus NP_990693.1 Melanocortin receptor 1 Ovis aries CBI169758.1
Melatonin receptor 14 Danio rerio NP _571468.1 Melanocortin receptor 1 Felis catus CAQ86663.2
Melatonin receptor 1B Danio rerio NP _571469.1 Melanocortin receptor 1 Sciurus vulgaris AGV54901.1
Melatonin receptor 1B Danio rerio NP _571470.1 Melanocortin receptor 1 Gallus gallus NP_001026633.1
Melatonin receptor 1B Esox lucius AAGI17109.1 N Melanocort{n receptor 1 Meleagris gallopayo ADT78505.1
Melatonin receptor 1B Xenopus laevis XP_018105845.1 | Melanocor tin receptor 5 Gallys gal.lus NP_001026186.1
Melatonin receptor 1B Takifugu niphobles BAI39599.1 ;;1 Melanocortin receptor 5 Danio rerio NP_775386.1
Melatonin receptor 1B Callorhinchus milii XP 007901736.1 ( Melanocomln receplor 5 Dicentrarchus labfﬁax CAZ69796.1
Melatonin receptor 1C Xenous laevis NP 001081388 1 | Melanocortin receptor 5 Oncorhyncus mykiss AAS45133.1

. P opus ta - ’ | Melanocortin receptor 5 Tetraodon nigroviridis AAQ55179.1
Melatom.n receptor 1C Takifugu niphobles BAI39600.1 | Melanocortin receptor 5 Cyprinus carpio CAHO04350.1
Melatom.n receptor 1 D Danio r erio - NP_001153381.1 | Melanocortin receptor 5 Takifugu rubripes NP 001027937.1
Melatonin receptor-like Callorhinchus milii XP 007891233.1 Melanocortin receptor 5 Callorhinchus milii XP 007893314.1
Melatonin receptor-like Etmopterus spinax Unigenel 1557 Melanocortin recentars Sovalus Acanthias AAS67890.1
Melatonin-relatea Lomo sapiens Q13585.3 Veuropeptide Y receptor type I~ Homo sapiens P25929.1

u-type opioid receptor Danio rerio NP_571782.2
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MATERIALI E METODI

4. Preparazione delle sezioni di cute 5. Immunolocalizzazione di recettori e proteine G.

La pelle di squalo precedentemente conservata in PBS, € stata poi inclusa in
Tissue tek e successivamente congelata a 80°C. Successivamente sono state
effettuate delle sezioni di 10 um di spessore che sono state posizionate su
vetrini da microscopia «SuperFrost» e lasciate ad asciugare tutta la notte.

Tl
el z e ~ | 5. anti-Goo,
Le sezioni sono state poi incubate con anticorpi primari 5 o A é anti-G
. o . . P - IO anti-Gaot.
scelti sulla base di elevata omologia delle proteine ; - :
investigate con E. spinax.

v

- /Dopo un’ora di incubazione con anticorpo
| primario, per osservare i legami tra anticorpo,
recettori e proteina sono stati utilizzati
- | anticorpi secondari coniugato con diversi
enzimi; osservero quindi un colore rosso per
| MTNR e le subunita della proteina G, e un
\.colorante giallo per MCR.

I vetrini sono stati poi esaminati con
microscopio confocale dotato di software.




MATERIALI E METODI

5. Immunolocalizzazione del recettore MTNR.
(A)
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RISULTATI

@ Luminescent zone

ella sezione
. elle due specie di
squal 0 state ottoposte a colorazione
DAPI per eV1de ziare i nuclei delle cellule.
Questo € quello che si ottiene dalla sezione
cutanea osservata al microscopio senza
I'incubazione con anticorpi.

s ot
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tmopterus spinax. (a) Vista schematica delle zone luminescenti. (b) Fotofori del’area luminosa
a di un fotoforo. (d) Autofluorescenza verde dei fotociti con colorazione nucleare blu (DAPI) delle




RISULTATI

C) () (e)

Fig. 3. Immunodeterminazioni del rqcet
Etmopterus spinax. (a) colora1|one pe
simile € osservato nella mem
anticorpo della subunita. S|~o e
' colorazione IHF ottenuto -_,‘
i-Got che mostra un debol

- o e fotociti. (c) colorazione IHF deI fotoforo ottenuto con l'anticorpo anti- MCR (d) con gli anti-Gas
a co- Ioca zzazione della colorazmne della subunita MCR e Gas all'interno della membrana cellulare dei fotociti e delle cellule ILS. (e)
nticorpo della subunita anti-Goo. Si osserva una forte immunoreattivita del cristallino; (f) Colorazione IHF ottenuta con I'anticorpo della subunita
aunoreattivita del primo strato di epidermide. La colorazione DAPI con blu nucleare é stata applicata a tutte le sezioni; & stato utilizzato un
on fluorocromo rosso per tutte le sezioni ad eccezione dell'etichettatura MCR in cui é stato utilizzato un anticorpo secondario accoppiato con
,cellule con struttura simile all'iride; I, ceIIuIa della lente; ph, fotocm Ps, guaina pigmentata. Barra della scala: 50 pm.




RISULTATI

(a) Protein localisations (b) Effects on the photophore

funzione di attivatori e inibitori del
- controllo dell’emissione di luce.

MTNR
@ @ o NO[¢] PRL[+]
Open ILS
MT - cAMP N ‘
ts associata
e | / . > rispettivamente negli
| ' :  punt a indicate con segno ‘-’
i e i) T in . RS ~ sono inibitori
deﬁ‘em&ssmne della luce.
GABAL] w ° Neuromodulatore GABA e Opn3,
LIGHT 7] * ~ ovvero lospina, con ulteriore

del co > OFi € Hio la bioluminescenza negli squaI| lanterna. (a) Localizzazioni dei diversi GPCR coinvolti nel
i note sul livel hcoqcentran e di cAMP intracellulare. (b) Effetti dei ligandi GPCR noti sul controllo dell'emissione di luce a
odulatore, [-] inibitore e [?] effetti sconosciuti sull'emissione di luce. IEP, strato interno dell'epidermide; ILS, cellule con struttura

tate con struttura simile all'iride; L, _E:‘el-lula della lente; OEP, strato esterno dell'epidermide; PH, fotociti; PS, guaina pigmentata; RL, strato
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CONCLUSIONI

POy w0

e invece il
iene all’'interno

lo di percepire la luminescenza dello squalo e
ella luce.
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