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INTRODUZIONE

La transizione pinna arto e una delle maggiori innovazioni dei vertebrati

Passaggio dalla vita acquatica a quella terrestre

Passaggio ad arto pentadattilo (inizialmente poco chiaro)

Studi incentrati particolarmente sui geni Hoxal1 e Hoxa13




| primi vertebrati erano

polidattili

« Acanthostega possedeva otto dita
sugli arti anteriori e posteriori

* Ichthyostega ne possedeva sette

Fonte: http://www.juliegould.net/ichthyostega/



Proposte due
ipotesi per
spiegare le

restrizioni
subite da
Hoxall:

e repressione Hoxal3-dipendente di
Hoxal1 nel presunto autopodio;

« modello in cui la trascrizione antisenso
presente in un locus di Hoxal
iImpedisce I'espressione distale di questo

gene.

Negli arti distali sono presenti dei domini sub-TAD
contenenti enhancers specifici, ma I'espressione di Hoxa1l1 e
bloccata direttamente suggerendo che non e’ parte
dell’architettura di questi domini.



METODI

« Hoxall erimpiazzato da
una cassetta genomica
PGK-neomicina
resistente,

« Analisidell’'esone 1
contenente Hoxal1as-b;

« Sfruttamento della linea
mutante Hoxal1eGFP
per capire I'esatto ruolo
di Hoxal11as-b;
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Fonte: https://www.researchgate.net/figure/The-proximal-restriction-of-Hoxal1l-is-linked-to-antisense-transcription-at-the-Hoxal1_fig4_308992155




@ METODI

T 2
Generati topi mutanti privi Cinsulator [IRENPr  Lacz
dell’lenhancer che innesca le Tg(m-Inta11-Lac2)

trascrizioni antisenso di
Hoxal71as-b (Hoxal1AInt/AInt) per
esaminare la sua potenziale
implicazione nell’'espressione di
Hoxallas-b.

Hoxa 1 1AIntlAlnt
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L'analisi non ha rilevato alcuna
espressione di Hoxal1as-b
indicando che I'enhancer
identificato e necessario per la
sovrapposizione della trascrizione
antisenso con I'esone 1 diHoxa11.

Hoxa11as probe B

Hoxa1l1

La delezione dell'enhancer che
abroga l'espressione di Hoxal1as-
b nelle cellule piu distali ha anche
provocato un‘espressione ectopica
di Hoxa11 nelle dita primordiali.

Fonte: https://www.researchgate.net/publication/308992155
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Fonte: https://www.res

earchgate.net/publication/308992155

METODI

La trascrizione antisenso di
Hoxal1 fa affidamento su
Hox13;

analizzata lI'attivita di Hoxal1
nelle serie alleliche di
Hoxal13;Hoxd13;

|la trascrizione antisenso
decresce considerevolmente nei
mutanti Hoxa13-/- Hoxd13+/-,
ed e completamente abolita
negli arti distali di questi ultimi,

con lo stop della trascrizione
antisenso, I'espressione di
Hoxal1 e stata ottenuta
distalmente.



RosaHoxaﬂ/HoxaH Prx1Cre; RosaHoxa11/Hoxa11
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Per stimare il significato o o
funzionale della repressione  TUtti gliembrioni

HOXA13/D13-mediata di portatori di by
Hoxal1 é stato generatoun guestoallele
allele che acquisisce la h;mno arti con \
funzione di Hoxa11 dita extra, anche Vi e
(Rosa26Hoxa11) per In posizione post

Fonte: https://www.researchgate.net/publication/308992155
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Fonte: https://www.researchgate.net/publication/308992155




RISULTATI

« larestrizione distale di Hoxa11 e richiesta per lo stato pentadattilo;

« in contrasto con la mutuale esclusione tra Hoxal1 e Hoxa13 negli arti
tetrapodi, la loro espressione genica si sovrappone in gran parte delle
pinne 3-7 di zebrafish cosi come in altri teleostei;

« larepressione HOXA13/D13-mediata di Hoxa11 nelle cellule degli arti
distali € comparsa dopo la separazione tra actinopterigi e condroitti;

* linsorgenza dellinnesco dell’'enfancer della trascrizione antisenso di
Hoxa11 e accaduta nel corso dell’'evoluzione dei tetrapodi.
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CONCLUSIONI

La mutuale esclusione tra Hoxa11 e Hoxa13 e associata all'insorgenza di un
enhancer nell'introne Hoxa11, il quale, attraverso una regolazione
HOXA13/D13-dipendente, innesca una trascrizione antisenso in modo da
prevenire I'espressione distale di Hoxa11.

Sulla base dell’'evidenza che questa regolazione HOX13-mediata di Hoxa11
sia apparsa durante la transizione pinna-arto e la polidattilia sia causata
dall’'espressione distale di Hoxa11, e stato dedotto che I'evoluzione della
regolazione di Hoxa11 ha contribuito alla transizione da un gruppo chiave di
tetrapodi polidattili (estinti) in un gruppo esistente pentadattilo.
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RIASSUNTO ESTESO

La transizione pinna-arto e considerato un passaggio chiave dalla vita acquatica a quella
terrestre ed e’ regolata da Hoxal1 e Hoxa13

Due ipotesi per spiegare le restrizioni subite da Hoxa11

Analisi dell'esone1 contenente Hoxal1as-b e della linea mutante Hoxa11eGFP
Analisi della mutazione Hoxa11AInt/Aint

Analisi delle serie alleliche di Hoxa13;Hoxd13 e dei mutanti Hoxa13-/- Hoxd13+/-

Significato funzionale della repressione HOXA13/D13-mediata e analisi del fenotipo derivante
dall’allele Rosa26Hoxa1T

Risultati degli esperimenti precedenti applicati a topo e zebrafish

Riflessione finale sulla mutuale esclusione tra Hoxal1le Hoxal13 e ricostruzione sulla storia
evolutiva della regolazione HOXA13/D13-mediata



